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  ده يچك
جدا شده از شه يل و ريپوكوتين، هدوليكوت يهازنمونهيكالوس حاصل از ر يهادر كشتاه كامل يگ ييو باززا يكيسومات ييزانيجن
با  MSط كشت يدر مح هازنمونهير .آمد دست هب )Securigera securidaca( الملك عدس يياه دارويگ ياشهيدرون ش يها اهچهيگ
كشت  NAA مختلف يهاغلظت ب بايدر ترك TDZ اي BAPرشد  يهاهكنند ميمختلف تنظ يهاغلظت شده با يغن B5 يها نيتاميو

ج يبر اساس نتا. شدند اجرادر هر تكرار زنمونه ير 12تكرار و  چهاربا  يل در قالب طرح كاملا تصادفيفاكتور يهاشيو آزما شدند
زنمونه يدر هر دو ر يخوب به ينيجن يكالوس و ساختارها يالقا كه حالي، در شدالقا ن يچ كالوسيشاهد ه يهادر نمونه ،حاصل

 يالقا منجر به NAAب با يترك در TDZاگرچه . شد همشاهد TDZ اي BAP يط كشت حاويدر محل كشت شده يپوكوتيلدون و هيكوت
 مؤثرار يبسشه يزنمونه ريدر ر ييزانيكالوس و جن يدر القا نينيتوكين سياال حنيزنمونه شد، با ايرنوع در هر سه  ييزانيكالوس و جن

با ارزش  يهاتيد متابوليو تول ه به اصليشباهان يد انبوه گيتواند در تولين مطالعه ميشده در ا فيتوص دستورالعملكه  طوري به. بود
  .رديمورد استفاده قرار گ الملك عدس اهيگ ييدارو

  
  .ييزا، كالالملك عدس زنمونه،ير ،يكيسومات ييزانيه رشد، جنكنند ميتنظ :يديكل يها واژه

  
  مهمقد

ــدس ــوك ع ــاالمل ــي   ب ــام علم  Securigera ن

securidaca از خانوادهFabaceae، سالهكي لپه،دو ياهيگ، 
است كه در ) Costa et al., 2014(فشان ا گردهو دگر يعلف

 ـقا ين آفريا، اروپا و همچنيغرب آس  ـرويم  ـو در ا دي  راني

و  يشـرق  جـان يهاي خوزسـتان، آذربا خصوص در استان به
 ,Rechinger, 1984; Gharaman(فـارس پـراكنش دارد   

 يبرا و مصر رانيا ياه در طب سنتين گيابذرهاي  .)1993
 فشـار خـون،   ابـت، يمختلف ازجمله د يهايماريدرمان ب

 ـ يهـا ، عفونـت بالاي خـون  يچرب  ـماننـد مالار  يانگل ا، ي
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ــاريب ــايم ــ يه ــتفاده  يگوارش ــرع اس ــده و ص ــتش  اس
)Hosseinzadeh et al., 2002; Ghorbani, 2013(. 

بــات ين گــروه از تركيچنــدوجــود  يميتوشــيمطالعــات ف
 ـترپنوئينـوع تـر   يهـا نيازجمله ساپون و  يديد اسـتروئ ي

 .Sبذرهاي در دها را يدها و فلاونوئيك، كاردنوليكليپنتاس

securidaca   انـد اثبـات كـرده )Zatula et al., 1966; 

Behbahani et al., 2014(. ييات دارويلاوه بر خصوصع 
 و خــواص ادرارآوراه يــن گيــصــاره بــذر االــذكر، ع فــوق

 )Ali et al., 1998(دارد م خـون  يپتاس آورنده سطح نييپا
 ـماننـد ضـد و   يروسيو اثرات ضدرا يو اخ هـرپس  روس ي
، ضــد )Sayedipour et al., 2012( 2نــوع  مپلكسيســ
ــو و ) Behbahani et al., 2014( 1- يويآروس اچي

 ـفلاونوئ يسـرطان خواص ضد  ـكوزيگل يدهاي آن بـر   يدي
ــاردهروي  ــلول يه ــرطان يس ــاس ــتان، ك يه ــون و پس ل

  ).Tofighi et al., 2014(لوركتال گزارش شده است وك
 ـ يدر طب يطور وحش به يياهان دارويگبيشتر  - يعـت م

 يهـا سـتگاه ياز زرويه  برداري غيرصحيح و بي بهره. نديرو
پـايين  آنهـا را  ميزان توليـد سـنتي    اينكه علاوه بر يعيطب

معرض  درشتر يرا ب ياهياين منابع با ارزش گ، آورده است
 ـ .داده اسـت نقراض قـرار  خطر ا گياهـان   بيشـتر  ياز طرف
هــاي مرســوم قابــل توليــد بــا اســتفاده از روشي يــدارو
 ـوتكنولوژيب يهـا روش از استفاده نيبنابرا ،باشند نمي  كي

 و انبـوه  ريتكث منظور به ياهيگ سلول و بافت كشت ازجمله
 ـتول يبـرا  آنهـا  يك ـيژنت تـوان  شيافزا امكان نيهمچن  دي
 لحـاظ  از كنواخـت ي اهـان يگ ديتول ،مهم ييدارو باتيترك
 انقراض حال در و ارزش با يكيژنت ريذخا حفظ و يكيژنت
 مندسـود  اريبس ـ يتجـار  لحـاظ  از و ديمف اريبس توانديم

  . )Rout et al., 2000; Sood & Chauhan, 2009( شدبا
 ـگ ييبـاززا  ير اصليدو مس يبه طور كل  كـه اه كامـل  ي

 ياشـه يدرون ش يهااستفاده از روش يشرط لازم براشيپ
 ـ ،است اهانيگك يژنت يمهندس نباتات و در اصلاح - نيجن

 ,Phillips(باشد يم شاخساره ييزااندامو  يكيسومات ييزا

 ـتول يبرا يروش يكيسومات ييزانيجن .)2004 اهـان  يد گي
 ياست كه با القـا  ياشهيط درون شيدر سطح انبوه در شرا

د يمنجر به تول كيسومات يهان در سلوليد جنيتول ييتوانا
 ـتول ).Gram et al., 1996(شـود  ياه كامل ميگ  ـي ن يد جن

 يون سـلول يكشت سوسپانس ـ زن بار اياول يبرا يكيسومات
 ـ ).Steward et al., 1958(ج گزارش شد ياه هويگ - نيجن
مرسـوم   ياصلاح يهاسه با روشيدر مقا يكيسومات ييزا

 ـدر رابطه با تكث ويژه بهباشد، يم ياريبس يايمزا يدارا ر ي
علاوه بـر  . ورآكتورهايموردنظر با استفاده از ب يهاپيژنوت

 ـتول يتوانند برايم يكيسومات يهانين، جنيا بـذرهاي  د ي
 ـرند، كـه  يمورد استفاده قرار گ يمصنوع  يهـا نيدر آن جن
 ـو جوانـه  كپسوله شده يكيسومات بـذرها   آنهـا ماننـد   يزن

 ـيطب  ـ يع  & Norgaard et al., 1993; Ravi( باشـد يم

Anand, 2012(. ـتول يكارآمـد بـرا   يروشستم ين سيا  د ي
از  پـر ارزش مهم و اه يگك ي ه به اصل ازيشباهان يانبوه گ

 ـ يكيسـومات  يـي زانيجنن يهمچن. است ينظر اقتصاد - يم
 ـ يمناسب برا يمدلعنوان  به تواند  ـپا اتمطالع  يك ـيه ژنتي

 ـو به اهان،يدر گ يگوتيز ييزانيجنفرايند مرتبط با   ژه دري
 ـو مورفولوژ ييمايوشيرات بييرابطه با تغ  ـدل بـه  كـه ك ي ل ي

اتفـاق  فراينـد  ن يدر ا ريدرگ ياهان ژنيب ير در الگوييتغ
 ـگ قرار افتد، مورد استفادهيم  ;Santos et al., 2005( ردي

Lelu-Walter et al., 2013(.  
 يقابل دسترس، تـاكنون گزارش ـ  يبر اساس منابع علم
- اه عـدس يدر گ ييو باززا ياشهيدر مورد كشت درون ش

 ـن اي، بنـابرا انجام نشـده اسـت  الملوك   ـمطالعـه  ن ي ن ياول
 ـرآن از ط ياشـه يدرون ش ييگزارش در مـورد بـاززا   ق ي

 ـا با توجـه بـه  . است يكيسومات ييزانيجن  ـم كـه  ني زان ي
 ـژنوتازجمله  يعوامل مختلف به ييباززا  منشـأ ، نـوع و  پي

دارد  يبسـتگ  رشـد  هكننـد  ميتنظ ـغلظـت   ، نوع وزنمونهير
)Leshem et al., 1982; Komamine et al., 1992; 

Thomas et al., 2005; Prakash and Gurumurthi; 

ــابراين ، )2010 ــدر ابن ــأثير  قيــن تحقي ــوع و ت غلظــت ن
 ـ بـر زنمونـه  يو نـوع ر  رشد هكنند ميتنظ مـورد   يـي ازنيجن

  .قرار گرفت يبررس
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  ها  مواد و روش
  بذر يو ضدعفون ياهيمواد گ

ــذرهاي  ــاه بـ ــدسگيـ ــوك عـ  Securigera(الملـ

securidaca (و  شـد  آورياطـراف شـيراز جمـع    مراتع از
ــت ــار يدرس ــه در هرب ــوم گينمون ــز تحق ياهي ــات يمرك ق
. شدتأييد  يغرب جانيذرباآاستان  يعيو منابع طب يكشاورز

شستشـو   يبـا آب معمـول  ها يبذرها پس از حذف ناخالص
و  درصـد  70قه در اتانول يدق 1مدت  به ، سپسشدند داده

 5 يحاو(م يت سديپوكلريقه در هيدق 8مدت  به پس از آن
قـرار   نيوتـر تـو  يكروليم 20همـراه بـا    )كلر فعـال  درصد

، هر لياستر با آب مقطر يكشگرفتند و پس از سه بار آب
ــار ــه ب ــدت  ب ــهيدق 5م ــ ق ــت پايدر مح ــط كش  MSه ي

)Murashige & Skoog, 1962 ( يهـا نيتـام يهمراه بـا و 
 3سـاكارز   يحـاو ) B5 )Gamborg et al., 1968 طيمح

ــراي  .كشــت شــدند درصــد 8/0آگــار  و درصــد ــتهب ه ي
 ـهـا در  لدون كشتيكوت زنمونهير رشـد بـا تنـاوب     كاتاق

ساعت تاريكي بـا ميـزان    8ساعت روشنايي و  16نوري 
شـدند   ينگهدار C°2±22و دماي  E m-2 s-1µ 160نور 
 ـپوكوتيشـه و ه ير زنمونـه يه ريته يو برا در  هـا كشـت ل ي
- اهچهيتا گ قرار داده شدند C°25 يو دما يكيتار طيشرا
 يدارا يهـا اهچـه يگاز روز،  14بعـد از  . وله شـوند يها ات

  .شدزنمونه استفاده يه ريعنوان منبع ته به رشد مناسب
 
  ييزانيكالوس و جن يالقا

ــس از ته ــپ ــهيه ري ــازنمون ــدون، ريكوت يه ــه و يل ش
 يهـا شيد يدر پتركالوس  يالقا يبراها ل، نمونهيپوكوتيه

، B5 يهانيتاميشده با و يغن MSه يط كشت پايمح يحاو
 يهـا درصد شـامل غلظـت   8/0آگار  و درصد 3ساكارز 

ــف   88/8و  BAP )0 ،22/2 ،44/4 ،66/6مختلـــــــ
 ـ) كرومولاريم  08/9و  TDZ )0 ،27/2 ،54/4 ،81/6ا ي
، 0( NAAمختلـف   يهاب با غلظتيدر ترك) كرومولاريم

 ـ )كرومولاريم 37/5و  03/4، 68/2 رشـد بـا    كدر اتاق
ساعت تـاريكي بـا    8ساعت روشنايي و  16تناوب نوري 

مـدت   بـه  C°2±22و دمـاي   E m-2 s-1µ 160ميزان نور 

 ـها، نيجنو رشد ز يتمامنظور  به .كشت شدندك ماه ي ك ي
ط يدر مح ـ كـالوس  يهـا تـوده  ها،كالوس ماه پس از رشد

 رشـد  يهـا كننـده  ميتنظ از بيتركهمان  يحاو MSكشت 
 ـيجن يهـا اهچهيگ .انجام شد  يهـا حاصـل از كـالوس   ين

 ـكشت پا طيشتر به محيمنظور رشد ب به زانيجن بـا   MSه ي
 8/0و آگـار   درصـد  3سـاكارز   يحـاو  B5 يهانيتاميو

   .انتقال داده شدندرشد  هكنند ميظو بدون تن درصد
  
  هااهچهيگ يشه نابجا و سازگارير يالقا

پـس   هاگياهچه، يقو اي شهيستم ريمنظور توسعه س به
ط يمح ـشـامل   يـي زاشهيط كشت ريمح در ،ياز رشد نسب

 ـ NAAسطوح مختلف  يحاو MS ½و  MSه يكشت پا  اي
IBA ) سـتم  يبـا س  يهـا اهچهيگ .گرديدندكشت ) 3جدول

 ـط غيبـه مح ـ  يسـازگار بـراي   يقو اي شهير  لير اسـتر ي
كشـت،   حاوي بسـترهاي مختلـف   هايگلدان به) گلخانه(
و بـا  ) 2:1:1و  1:1:1(با نسـبت   يزراع خاك:تيپرل:تيپ

  .منتقل شدند C°2±24و دماي  درصد 96 رطوبت نسبي
  

 ـتجزهـا و  داده يبردار ادداشتي  ـه و تحلي  يهـا لي
  يآمار

 TDZو  BAPمختلف  يهاب غلظتيترك تأثيرمطالعه 
صـورت   به اهيگ ييو باززا ييزاني، جنييزابر كال NAAبا 

 4در  يكاملا تصادف هيپا حردر قالب ط ليفاكتورش يآزما
 ـهـر   يبـرا زنمونـه در هـر تكـرار    ير 12و  تكرار ك از ي

 ـپوكوتيشه و هيلدون، ريكوت( هازنمونهير  و انجـام شـد  ) لي
 ـتعداد تـوده كـالوس تول  ( ييزادرصد كالصفات  د شـده  ي

و وزن تـوده  ) كشت شده يهازنمونهينسبت به تعداد كل ر
 يبه ازاباززا شده  يهااهچهيتعداد گ و) گرميليم(كالوس 

 يشيآزما نيهمچن. شدند يبردار ادداشتي هر قطعه كالوس
 يبـرا  يه كاملا تصادفيه طرح پايل بر پايفاكتور صورت به

 يهـا و غلظـت نمـك   IBAو  NAA يهـا نياكس يبررس
 يهـا اهچـه يشـه گ يسـتم ر يبر توسعه س MSط كشت يمح

و  يـي زاشـه يش ريافزادرصد صفات و  اده شديباززاشده پ
 ـتجز يبـرا  .شـد  يبردارادداشتيطول ريشه   ـه و تحلي  لي
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قبـل از  . استفاده شـد  SAS 9.1افزار  نرم ها ازداده يآمار
 يهاداده يانجام شد و برا بودن آزمون نرمالها داده هيتجز

ل داده مناسب انجـام  يشمارش تبد ،يريگحاصل از درصد
 ـ  بـه  با توجـه  .گرديد سـه  ي، مقاFدار بـودن آزمـون   يمعن

 ـن دادهيانگيم - يها با استفاده از آزمون حداقل تفاوت معن
  .انجام شد درصد 5در سطح احتمال ) FLSD(شر يدار ف
  
  جينتا

د يو تول ييزاني، جنييزا بر كال NAAو  BAP تأثير
  اهچهيگ

ــه ر ــهيدر هم ــازنمون ــام   يه ــه و در تم ــورد مطالع م
 ـ   يـي زامورد استفاده كال يمارهايت در  يمشـاهده شـد، ول
 يالقـا فراينـد   1شـكل  . شـد القـا ن  يمار شـاهد كالوس ـ يت

 ـگ ييو بـاززا  يكيسـومات  ييزانيكالوس، جن كامـل را   اهي
 NAAو  BAP تأثيرش مربوط به يدر آزما. دهدينشان م

لـدون  يزنمونـه كوت ير در و وزن كالوس ييزاكالبر درصد 
 ـسه ميو مقا يه آماريج تجزينتا نشـان  ) 1جـدول  (ن يانگي

اخـتلاف   يـي زااز نظر صفت درصد كال مارهاين تيداد كه ب
 نيشـتر يب يطـوركل  به .جود داردو )> P 05/0( يداريمعن
لـدون در  يزنمونـه كوت يدر ر) درصـد  90( يـي زازان كاليم

 ـدر ترك) كرومـولار يم BAP )8/8ن غلظت يبالاتر ب بـا  ي
. آمـد  دست به) كرومولاريم NAA )2/2غلظت  نيتر نييپا

در تمـام   يـي زاكـال شـه  يل و ريپوكوتيه يهازنمونهيدر ر
در مـورد صـفت   . شدمشاهده  BAP و NAA يهالظتغ

 ـمـورد مطالعـه    يهـا زنمونـه يوزن كالوس در همـه ر   نيب
 ـ مارهايت . وجـود داشـت  ) P > 05/0( يدارياختلاف معن

ت بـه  بالوس هم نس ـكصفت وزن ها از نظر زنمونهيپاسخ ر
 ـكـه م  يطور به ت بود،ومارها متفايت ن وزن يشـتر يبن يانگي

در ) گـرم  ميلـي  75/220(لـدون  يزنمونه كوتيدر ركالوس 

 ـدر ترك NAA كرومـولار يم 03/4غلظـت    66/6ب بـا  ي
 ـكـه ا  يآمد، در حـال  دست به BAPكرومولار يم ن مقـدار  ي
 ـپوكوتيزنمونه هير ينه برايشيب  ـيم 5/267(ل ي و ) گـرم يل
 ـترت به )33/168(شه ير  كرومـولار يم 33/5 مـار يتب در ي

NAA + 03/4 كرومــــولار يمBAP 22/2مــــار يت و 
مشــاهد  BAPكرومــولار يم NAA + 44/4كرومــولار يم

 يهـا زنمونـه ير يبرا BAPو  NAA يغلظت بالادر  .شد
 ين آنها براييغلظت پا ، دردر مقابلشه و يل و ريپوكوتيه
 ـتول يهـا كالوس يبرا وزنن يلدون كمتريزنمونه كوتير د ي

  .دشده ثبت ش
 ها، كالوس)b1شكل ( زانيجنل كالوس يتشكمنظور  به

 ـهمـان ترك  در رهبادوك ماه رشد يپس از  از  يمـار يتب ي
در هـر سـه نـوع    . رشـد واكشـت شـدند    يهـا هكنند ميتنظ
) مار شاهديبجز ت(اعمال شده  يمارهايزنمونه در تمام تير

بر اساس ). G-H، 1شكل (ل شد يتشك ينيجن يساختارها
 ـسـه م يمقاحاصـل از  ج ينتا در هـر سـه نـوع    ، هـا نيانگي
صفات  از نظر NAAو  BAPن سطوح مختلف يزنمونه بير
 ـاختلاف اهچه يگ ييو باززا ييزانيجن  > 05/0(دار يمعن
P (شتوجود دا )ن يشـتر يبكه  طوري به. )4تا  2 يهاشكل

 ـ تعداد  ـ 40/9( شـرفته يمراحـل پ  يكين سـومات يجن ن يجن
 ـ) شرفته در هر قطعه كالوسيمرحله پ ن يشـتر ين بيو همچن
اهچه در هر قطعه يگ 73/5(اهچه كامل باززا شده يتعداد گ
 MSط كشــت يلــدون در محــيزنمونــه كوتيدر ر) كــالوس
ــاو ــولار يم 44/4يح ــولار يم 68/2و  BAPكروم كروم
NAA  تـأثير كـه تحـت    ي، در حـال )2شكل ( شدمشاهده 

كرومولار يم 37/5ب با يدر ترك BAPكرومولار يم 88/8
NAA ـيكمتر   ـ 33/2( يكين سـومات ين تعداد جن و ) نيجن
حاصـل  ) اهچهيگ 47/1(اهچه باززا شده ين تعداد گيكمتر
  .شد
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: Bلدون، يوت
: E، )كانيت پ
ل يا اواي يسلول

) اهيكان سيپ( 
اهچه يگ: Kه، 
  يكيسومات ي

                      

 
زنمونه كوي در ر

علامت(شكل  يو
س 8مرحله ن در 

شاخسارهقطب  
شهيستم ريس ي

ييزانيصل از جن

                       

A :كالوس يالقا
كرو يهانيز جن
نيجن: F، )ن زرد
يحاو يا دولپه
و دارا ييش هوا
حاص افتهيزگار 

                      

A؛ لدونينه كوت

،D :از ياخوشه
كانيپ(شكل  يلب

جنبن: Hشكل، 
ن بدون بخشيجن
و ساز ياه گلداني

        1 شماره ،23

  

زنمونيستفاده از ر
شكل، يكرو ين

ل مرحله قلي اوا
G :ين ادژريجن

:J، يكي سومات
يگ: Lافته، يسعه

  

3 جلد ايران جنگلي

با است الملك دس
نيجن يهاساختار

ايتار سه گوش
G، )كان زرديپ(

ني حاصل از جن
شه توسيو ر يي

ج و مرتعي گياهان 

عد در يكيسومات
ل سيتشك: C، يا

سعه ازجمله ساخت
شكل ين قلبيجن
I :اهچه كامليگ
يبا بخش هوا يك

اصلاح و ژنتيك ت

س ييزانيجنيند 
ابا ساختار دانه ا
در حال توس ين
و ج) كان قرمزي
I، )كان قرمزيپ( 

كيسومات ييزاني

تحقيقات فصلنامه دو

 
فراي - 1شكل 

زانيكالوس جن
نيجن يهاساختار
يپ(شكل  يكرو

شهيو قطب ر
ياز جنحاصل 

د
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  و وزن كالوس  ييزابر درصد كال NAAو   BAPمختلف يهاغلظت يبيترك تأثير -1جدول 
  شهيل و ريپوكوتيلدون، هيكوت يهازنمونهيدر ر

  ماريتكد 
 )گرمميلي(وزن كالوس  درصد كالزايي   )كرومولاريم( يب هورمونيترك

BAP                  NAA لدونيكوت  شهير  ليپوكوتيه  لدونيكوت ليپوكوتيه  شهير   
†B0+N0 0                    0  0  0  0  0  0  0  
B1+N1 68/2              22/2 f28/34  100  100  h75/31  f5/77  e49  
B1+N2 03/4              22/2  de55/41  100  100  g70  d83/145  e40  
B1+N3 37/5              22/2 ef41/36  100  100  g61  a50/267  b50/142  
B2+N1 68/2              44/4  bc51/69  100  100  g5/72  e50/112  b140  
B2+N2 03/4              44/4  de26/43  100  100  f5/91  d33/148  a33/168  
B2+N3 37/5              44/4  d04/54  100  100  d25/138  e50/117  c50/117  
B3+N1 68/2              66/6  bc75  100  100  c25/156  b50/207  d17/94  
B3+N2 03/4              66/6  a16/82  100  100  a75/220  f70  e50/42  
B3+N3 37/5              66/6  a47/85  100  100  e25/126  g33/53  f16/19  
B4+N1 68/2              88/8  a90  100  100  b50/205  c83/180  c33/118  
B4+N2 03/4              88/8  c14/63  100  100  cd57/146  f70  e16/44  
B4+N3 37/5             88/8  f4/36  100  100  d25/140 g16/49 g58/7 

  .دارند) > 05/0P( يآمار داريناختلاف مع FLSDبر اساس آزمون ر مشترك در هر ستون يحروف غ يدارا يهانيانگيم ،شاهد †

  
  
) ن در هر قطعه كالوسيجن 65/4(ن يتعداد جن نيشتريب

اهچه در هر قطعه يگ 45/3(اهچه باززا شده يو تعداد گ
ب غلظت يمار تركيل در تيپوكوتيزنمونه هير يبرا) كالوس

ده شد هبعكس مشا ايو  NAA يبا غلظت بالا BAPن ييپا
ن منوال بود و يهم  به تيبا وضعيشه تقريزنمونه ريدر رو 
اهچه باززا يگ 71/5ن و يجن 40/9(نه صفات يشير بيمقاد

 BAPن ييبا غلظت پا NAA يب غلظت بالايدر ترك) شده
زنمونه يدر هر دو ر يطوركل به .)3 و 4 يهاشكل( شدثبت 
ه كنند ميهر دو تنظ يبالا يهادر غلظتصفات ر ين مقاديكمتر

كرومولار يم BAP  +37/5كرومولار يم 88/8(رشد 
NAA (مشاهده شد.  
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  لدون ي

دار يلاف معن

  
  ل يكوت

دار يلاف معن

                      

يزنمونه كوتير ر
اختلا FLSDون 

پوكيهزنمونه ير ر
اختلا FLSDون 

                       

اه دريگ يي باززا
بر اساس آزموك 

اه دريگ ييباززا
بر اساس آزموك 

                      

و ييزانيجن ن
ر مشتركيوف غ
  .دارند

و ب ييزانيجن ن
ر مشتركيوف غ
  .دارند

        1 شماره ،23

زايمبر  NAAو
حرو يدارا يهان

)05/0 < P (د
  
  

زانيمبر  NAAو
حرو يدارا يهان

)05/0 < P (د

3 جلد ايران جنگلي

و BAP مختلف
نيانگيم. دهند يم

يآمار

و BAPمختلف 
نيانگيم. دهند يم

يآمار

ج و مرتعي گياهان 

يهاغلظتب يك
صفت را نشان م

يهاب غلظتيك
صفت را نشان م

اصلاح و ژنتيك ت

ترك تأثير - 2كل 
SE ± صن يانگيم

ترك تأثير - 3كل 
SE ± ن صيانگيم

تحقيقات فصلنامه دو

شك
Eها، ستون

شك
Eها،  ستون

د



  ... دارويي 

  
  شهي
 يدار آمارين

 وزنن يشتري ب
 TDZرومولار 

مشاهده شد و 
و ) گرميليم 2

 NAAكرولار 
در غلظت . مد

 يبرا كالوس 
 58/32(شه ير
- لدون غلظتي

 يهادر غلظت
.(  
ن يانگيسات مي

رشد  يهاهنند
ستفاده از نظر 

 يداريلاف معن
ل يپوكوتيونه ه
در ) شرفتهيه پ

TD  +03/4 
زنمونه يدر ر 

اي گياهشيشه رون

شيرزنمونه ي در ر
FLS اختلاف معن

TD + NAA،
كريم 68/2طح 
م شهيزنمونه رير
75/20(لدون ي

كيم 03/4لظت 
TDZ آ دست به

وزن نيترمك 
و ر) گرمميلي 

يزنمونه كوتير ر
قدار متوسط و د

)2جدول ( شد 
يو مقا يه آماري

كن ميمختلف تنظ
زنمونه مورد اير
اهچه اختلايگ ي

زنمويردر . اشت
ن مرحلهيجن 1
DZ كرومولاريم 

.)5شكل ( د

باززايي د            

اهيگ ييو باززا
SDساس آزمون 

DZمختلف  ي

در سط) گرمميلي
در ر NAAلار 

يكوت يهازنمونه
در غلظ) گرميلي
Zكرومولار يم 6

ه رشدكنند ميظ
16/29(ل يكوت

در كه حالي در 
رشد مق يهاهند

حاصل كالوس 
ي حاصل از تجز

ن سطوح مي ب
هر سه نوع ر ر

ييو باززا ييزا
وجود د درصد 
71/8( ييزاني
27/2 يحاو 
N مشاهده شد

                       

و ييزانيجن زاني
بر اسار مشترك 

  .د

مارهاين تيدر ب
م 83/268(س
كرومولايم 5/4
زينه در ريشيب ر

يم 116(ل يكوت
81/6ب با يترك
هر دو تنظ ي

پوكيه يهامونه
ثبت شد،) گرمي
كنن ميتنظ يبالا 

نه وزنيشيسط ب
جيبر اساس نتا

،)5- 7 يهاكل
T  وNAA در
نيجنزان يمت

5سطح احتمال 
نيجن زانيمن ير

MSط كشت 

NAA رومولار

                       

B  وNAA  يمبر
ريحروف غ يارا
0/0 < P (دارند

  

 ي

ات
وح
 بر
P 

ن ير
/4 
 نير

/9 
. شد
و  
عث
ظت
 در
كال
شه،
 شد
 .  

د
كالوس

 +4
دارمق
پوكيه

در تر
يبالا
زنمير
يليم
يها

متوس
ب

شكل(
TDZ

صفات
در س

شتريب
طيمح
كريم

                       

BAPمختلف  ي

اعداد د. دهند يم
)5

يياززابو  ييزا

سايو مقا ير
ن سطوينمونه ب

NA از نظر اثر
05/0( يداري

شتريلدون بيوت
54مار ير ت

 NAA ترمكو
08مار ير ت

 NAمشاهده ش
كرومولاريم 4
كرومولار باعيم

با افزايش غلظ
طوري كه به
كحداقل ) لار
شيل و ريپوكوتي

مشاهده شرصد
شدمشاهد ن يي

                        

هاب غلظتيترك
صفت را نشان م

زنيجن ،ييزا

مال آيو تحل 
زير سه نوع ر

 TDZ  وAA

ي اختلاف معن
زنمونه كويدر ر 

در) درصد 
 Aكرومولاريم 

در) درصد 
 AAكرومولاريم

54/4به  2/2
م 37/5به  2/

بن حال ي با ا
.كاهش يافت

كرومولايم 0/9
يه يهازنمونهي

در 100صورت
يزار شاهد كال

                       

ت تأثير - 4شكل 
SE ± ن صيانگيم

 NAA بر كال

هيج تجزينتا 
ر هر، دش دوم

رشد يهاهنند
و وزن كالوس 
.)2جدول ( ت
26/84( يي

TDZ + 37/5
83/32( يي

TD + 37/5 م
7از TDZ ت 
 NAA  68از
،شد ييزاكال 

زايي ك كالوس
TDZ )8 يلا
يدر مورد ر .شد
ص به ييزاكالها 
مايدر تزنمونه ي

84                   

ش
Eها، ستون 

و TDZ تأثير
  اهچهيگ

بر اساس
شين آزمايانگيم

كن ميمختلف تنظ
ييزاكال يرو
شتوجود دا) >

يزاكالدرصد
Zكرومولار يم

يزاكالدرصد
DZ كرومولاريم

غلظت فزايش
ش غلظتيفزا
ش درصديفزا

TDZ درصد
بالا يهاغلظت

مشاهده ش ييزا
مارهيدر تمام ت

زيدر هر سه ر و

4

ت
گ

م
م
ر
<

د
م
د
م
ا
ا
ا

Z

غ
ز
د
و
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ن يشتريو ب) ته
 يهادر غلظت

NA )37/5 

 شهيل و ريت
 )گرم

شهير  
0  

 g53/43  
 c91/205 
 c41/145 
 a83/268 
  b251  
 f25/53  
 f83/54  

e5/71  
 f08/56  
 e41/70  
  d41/91  
 h58/32 

  
  دون

دار  يلاف معن

                      

شرفتينن پيج 1
د) اهچهيگ 1/9

AAو ) مولار

7.(   

پوكوتيلدون، هيت
گميلي( ن كالوس
ليپوكوتيه  

0  
e52/42 
e50/45 
c25/84 
c50/85 

cd75/70
  d75/50 
 b5/102 
 a116  
 c75/91 
 c50/86 
 cd50/79
 f16/29

لديزنمونه كوتي ر
اختلا FLSDون 

                       

22/0( ييزان
6(ل باززا شده 

كرومويم 08/9
7شكل (آمد  ت

كوت يهازنمونهي
وزن

لدونيكوت  
0  

f75/31  
e70  
e61  

e5/72  
d5/91  
bc25/138
b25/156 
a75/220 
c25/126 
a50/205 
b57/146 
bc25/140

< P (دارند.  

اه دريگ يياززا
بر اساس آزموك 

                      

نيزان جنين مير
اهچه كامليد گ
TDZ )8 ي

دست به) رومولار

يزن كالوس در ر
 ي
  شهير 

0  
100  
100  
100  
100  
100  
100  
100  
100  
100  
100  
100  
100  

> 05/0( يآمار داري

و با ييزانيجنن
ر مشتركيوف غ
  .دارند

        1 شماره ،23

حله
) چه
/4 
شه

شتريب
تعداد
يبالا
كريم
  

درصد و وز يو
كالزاييدرصد

ليپوكوتيه 
0 

 100 
 100 
 100 
 100 
3 100 
 100 
 100 
 100 
 100 
 100 
3 100 
 100 

FLSD يناختلاف مع

زانيم بر  NAAو
حر يدارا يهان
)05/0 < P (د

3 جلد ايران جنگلي

ن مرحيجن 12
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d55/43
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a26/84
a84/73
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ستون بر اساس آزمون

و TDZ مختلف 
نيانگيم. دهند يم

يآمار

ج و مرتعي گياهان 
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د. )6شكل ( مد

 DZيت هورمون

 )كرومولاريم( ي
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      27/2
      27/2

      27/2
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      54/4 
      54/4 

      81/6 
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      81/6 
      08/9 

      08/9 
     08/9 
ر مشترك در هر ستيغ

يهاغلظت بيك
صفت را نشان م

اصلاح و ژنتيك ت

يزان جنين مير
ايگن تعداد يشتر
 MS 8 يحاو

NA آم دست به

باتيترك تأثير - 
يب هورمونيترك

      NAA

0          
68/2        

03/4        
37/5       
68/2       
03/4       
37/5       
68/2       
03/4       
37/5       
68/2       
03/4       
37/5       

حروف غ يدارا يهان

ترك تأثير -5كل 
 SE ± ن صيانگيم

تحقيقات فصلنامه دو

شتريبلدون يكوت
شتيبو ) شرفتهيپ

ط كشتيدر مح
AAكرومولار يم

-2دول ج

  ماريت كد

†T0+N0

T1+N1 
T1+N2 
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T2+N1 
T2+N2 
T2+N3 
T3+N1 
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T4+N2 
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نيانگيمشاهد،  †

  

شك
ها، ستون 

د

ك
پ
د
م



  ... دارويي 

  

  ليكوت
دار يلاف معن

  
  شهي

دار  يلاف معن

M كشت شدند. 
 اي IBAختلف 

شه نابجا و ير
0 P <(  نشان
-اهچهيشه گي

اي گياهشيشه رون

پوكيزنمونه هي ر
اختلا FLSDون 

يزنمونه ري در ر
اختلا FLSDون 

MSط كشت يح

سطوح مخ يو
ر يزان القاير م
05/0( يدارين
يستم رين، سيس

باززايي د            

اه دريگ ييباززا
بر اساس آزموك 

اهيگ ييو باززا 
بر اساس آزمو ك

نمك محغلظت 
شه حاير يلقا
از نظر اثر بر 

يبجا تفاوت معن
مار بدون اكسيت

                       

و با ييزانيجنن
ر مشتركيوف غ
  .دارند

ييزانيجنزان ي
ر مشتركيوف غ
  .دارند

IB در دو نوع غ
ال يهاط كشت

NA ) 3جدول(
ناب يهاشهيل ر
سه تيدر مقا. د

                       

زانيمبر   NAAو
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)05/0 < P (د

  

T وNAA   يمبر
حرو يدارا يهان

)05/0 < P (د

 ،يك
حال
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ا ي

BA

طيمح
AA

طول
دادند

                       

و TDZمختلف 
نيانگيم. دهند يم

يآمار

TDZمختلف  ي

نيانگيم. دهنديم
يآمار

  شهي
كيسومات ييزان

ن حيبا ااما 
ن زمايتر كوتاه
NAAن ياكس

                        

يهاب غلظتيك
صفت را نشان م

يهاب غلظتيترك
صفت را نشان م

رستم يعه س
ننيحاصل از ج

 وجود داشت،
 مناسب در ك

يط حاويمح

                       

ترك تأثير -6كل 
SE ± ن صيانگيم

ت تأثير - 7شكل 
SE ± ن صيانگيم

NAA  توسعبر
ح يهااهچهي گ
شهيستم ريس 
شهيستم ريس

ززا شده در م
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در ) IBAو  NAA(ن يمار با هر دو اكسيباززا شده در ت يها
در  ،دا كرديتوسعه پ يخوب به يابا دو هفتهيمدت زمان تقر

شه در يستم رين سين مناسبتريط بدون اكسيدر مح كه حالي
ط يدر مح(روزه  45ا ي) MS ½ط يدر مح(روزه  30مدت 

MS شهين درصد ريشتريبكه  طوري به .آمد دست به) كامل 
شه يطول رن يانگين ميشتريو ب) درصد 24/60( ديجد ييالقا

ط يدر مح NAAكرومولار يم 5/1مار يدر ت) متريسانت 5/5(
½ MS درصد 22/27( ييزاشهيرش يافزان درصد يو كمتر (

 1مار يدر ت )متريسانت 4/2(شه ين طول ريانگين ميو كمتر
   .مشاهده شد MSط كشت يدر مح IBAكرومولار يم

ط يبه مح يسازگار برايدار شده شهير يهااهچهيگ
كشت،  حاوي بسترهاي مختلف هايگلدانبه  ليراستريغ
) 1/1/2و  1/1/1(با نسبت  يزراع خاكو  تيپرل،تيپ

د درص 100ان باززا شده با گياه. )L1شكل ( منتقل شدند
ر از نظ د وسازگار شدن ياشرايط گلخانهبه  يمانزنده

  .بودند يوالدينه گياد مانن يمورفولوژيكت خصوصيا
  

  ش يافزاصفات درصد بر دو هفته  يطMS محيط كشت  يهانمكو غلظت  IBAا ي NAAمختلف  يهاغلظت تأثير -3جدول 
  يكيسومات ييزانيحاصل از جنهاي گياهچه زايي و طول ريشه درريشه

  )cm(شه ين طول ريانگيم  ييزاشهيرشيافزادرصد )كرومولاريم(رشد  يهاهكنندميتنظبيترك
IBA                           NAA ½ MS                    MS ½ MS                         MS 

1 - a37/65 b88/47  b50/2  b06/4  
5/1  - b04/44 a24/60  a96/2  a50/5  

-  1 c22/27 c22/37  b40/2  c33/3  
-  5/1 b24/36 c23/39  a10/3  c37/3  

 .دارند) P > 05/0( يدار آمارياختلاف معن FLSDبر اساس آزمون ر مشترك يحروف غ يدارا يهانيانگيم

  
  بحث

هاي رشد كنندهزنمونه، نوع و غلظت تنظيميانتخاب نوع ر
 ياشهيدرون ش ييو باززا ييزانيجن يالقات در يموفق براي
مختلف از  يهازنمونهياست و توانايي ر ياديت زياهم يدارا

باشد يمتفاوت م ياشهيت در كشت درون شيلحاظ موفق
)Pedroso et al., 1995 .(براي توليد و تكثير كالوس جنين-

 ,Jimemeze(ار مهم است يزا، نوع و غلظت اكسين بس

ها و تمايز نقش اكسين در تقسيم، طويل شدن سلول). 2001
 ,.Bennett et al(ش شده است در گياهان زيادي گزار

-زايي و جنيندر كالوس NAAها، نيان اكسيدر م). 1998
در بسياري از  ار مؤثر بوده و استفاده موفق از آنيزايي بس

 ,.Yang et al(هاي گياهان دارويي گزارش شده است گونه

را  يم سلوليط كشت، تقسين در محيتوكنيحضور س). 2010
 ييزنمونه قادر به باززاير يهاسلولجه يش داده و در نتيافزا
ن منجر به يتوكنين با سيب اكسياستفاده از ترك. شوندمي

 يه و سازماندهيافته به حالت اوليز يتما يهابرگشت سلول
 ,.Wang et al(شود يم ييزااندام يها برامجدد سلول

كه معمولاً در  BAPاهي يگ يهااز گونه يدر برخ). 2008
ن يشود، در آغاز القاي جنين استفاده ميك اكسيب با يترك

). Dunstan et al., 1995(باشد مي مؤثرنيز سوماتيكي 
ع ي، تسرييزانين در جنيتوكنين به سيهمچنين، نسبت اكس

. باشدت ميين و باززايي گياهچه نيز حائز اهميبلوغ جن
در هر  NAAو  BAPب ين پژوهش، تركيج ايمطابق با نتا

د يت توليقابل) شهيل و ريپوكوتيون، هلديكوت(زنمونه يسه ر
ج ينتا. و باززايي گياهچه نشان دادند ييزانيكالوس، جن

 ييزادر كال BAPو  NAA تأثير يدر مطالعه بر رو يمشابه
 ,.Devendra et al(گزارش شده است  .Eclipta alba Lدر 

 .Fاه يگ يهادر برگ ييزاگر، كاليد يادر مطالعه). 2011

moschata ط يدر محMS گرم در ليتر ميلي 1 يداراNAA 
 Infante et(مشاهده شد  BAPگرم در ليتر ميلي 25/0و 
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al., 1998 .(يفرنگاز صفحات برگ توت يين باززايهمچن 
گرم در ميلي 5/0و  BAPگرم در ليتر ميلي 64/2حضور در 

 ,.Hammoudeh et al(گزارش شده است  NAAليتر 

1998.(  
زنمونه يكالوس در ر وزنن يشتريبحاضر ق يدر تحق

ب يدر ترك BAPن ييپا يهال با استفاده از غلظتيپوكوتيه
ن تعداد يشترين بيهمچن. دست آمد به NAA يبا غلظت بالا

اهچه كامل باززا ين تعداد گيشتريشرفته و بين مرحله پيجن
زنمونه ير در NAAو  BAPمتوسط  يهاشده در غلظت

ن است كه يدهنده ا ج نشانينتان يا. لدون مشاهده شديكوت
و باززايي گياهچه  ييزانيجاد كالوس، وزن كالوس، جنيا

 يهاهكنند ميب تنظيزنمونه و غلظت و تركينوع ر تأثيرتحت 
 .باشديم  BAPو  NAAرشد

هاي رشد كننده ترين تنظيممؤثراز  TDZرشد  هكنند ميتنظ
قابل توجهي در القا و باززايي  تأثيرسيتوكنيني است كه شبه 

 ساير با مقايسه در هاگونه از بسياري ايدرون شيشه
 قاتيدر تحق). Khawar et al., 2004( دارد هاسيتوكينين

در القاي  NAAبا  بيدر ترك ايو  ييتنها به TDZ تأثير يقبل
-از گونه يعيوس فيدر ط يكيسومات نيجن ديكالوس و تول

 يهاو گونه يا علوفه اهانيگ ها،مانند لگوم ياهيگ يها
 Malik & Saxena, 1992; Nhut( گزارش شده است يچوب

et al., 2006; Jones et al., 2007; Parveen & 

Shahzad, 2010(. مؤثرتواند غلظت يمز ين زنمونهينوع ر 
TDZ قرار  تأثيرتحت  ك رايپاسخ مورفوژن تيقوت يبرا
مار يمطالعه، در ت نيدر ا). Prakash et al., 2001(دهد 
ن وزن يشتريز بين NAAب با يدر ترك TDZ يهورمون

 يهاب با غلظتيدر ترك TDZمتوسط  يهاكالوس در غلظت
كه  طوري به. دست آمد به شهيزنمونه ريدر ر NAAن ييپا
در  TDZن ييپا يهادر غلظت ييزانين درصد جنيشتريب

 ل ويپوكوتيزنمونه هيدر ر NAA يب با غلظت بالايترك
و  TDZ ياهچه در سطوح بالايگ يين درصد باززايشتريب

NAA يادر مطالعه. لدون مشاهده شديزنمونه كوتيدر ر 
برگ  يهازنمونهير Ochna integerrima يياه دارويگ يرو

با  TDZو  BA مختلف يهاغلظتب يو قطعات ساقه در ترك

NAA  2,4و-D ج حاصل، يبر اساس نتا و كشت شدند
برگ باعث القاي  يهازنمونهيدر ر TDZ يبالا يهاغلظت

). Ma et al., 2010(د شرويشي  يهانيد جنيكالوس و تول
 يهانيدر القاي جن TDZنيز غلظت بالاي حاضر در تحقيق 

و همچنين در  شهيو ر لدونيكوت يهازنمونهيدر ر يكيسومات
 مؤثرمورد آزمايش  ونهمنزير نوع باززايي گياهچه از هر سه

در  يمؤثرن نقش يتوكنين با سيب اكسي، تركيكلطور  به .دبو
 S. securidacaاهچه در يگ ييو باززا ييزاني، جنييزا كال
 TDZبا NAA ب يترك تأثير حاصل،نتايج  شت و بر اساسدا

ها در هر سه نوع ريزنمونه اهچهيگ ييو باززا ييزانيدر جن
  . بود BAPبا   NAA تركيب هورموني تأثيربيشتر از 
و  NAAو  IBA يهاغلظت همهحاضر، در ق يتحق در

 يخوب به شهيستم ريس MS ½و   MSط كشتيدر هر دو مح
. داشت يبرتر MS ½ كشت طين حال محيبا ا ،افتيتوسعه 

 يحاو كشت طيمحط كشت شاهد، در يسه با محيمقادر 
 يترافتهيشه توسعه ير يان در مدت زمان كوتاه دوهفتهياكس

 طيمح در نياكسدر غلظت بالاي هر دو  اگرچه. مشاهد شد
½ MS ن حال يبا ااما ، شتر بوديبريشه  رشدزايي و ريشه
NAA از مؤثرتر زايي در ريشهIBA يرو هدر مطالع .بود 

Litchi chinesis )Puchooa et al., 

2004(،Chlorophytum arundinacenm  )Lattoo et al., 

2006( ،Solanum trilobatum )Choudhary et al., 

) Irvani et al., 2010( Dorema ammoniacum و ) 2009
 يبالا يهابا استفاده از غلظت ييزاشهيزان رين ميشتريب

IBA گزارش شده است.  
  

   يريگ جهينت
 ياشهين گزارش در مورد كشت درون شياول ،قين تحقيا

ك ين مطالعه، يا در. است الملوكعدساه در يگ ييو باززا
زا و نيكالوس جن يالقا يساده و كارآمد برا دستورالعمل

 يهابات و غلظتيترك تأثيرتحت  يكيسومات ييزانيجن
زنمونه يبا استفاده از سه ر رشد يهاهكنند ميمختلف تنظ

ن مطالعه يج ايتان .ارائه شدالملوك عدساه يمتفاوت در گ
لدون، يكوت(مورد استفاده  يهازنمونهيدر تمام ر نشان داد كه
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+  نياكس بيدر هر دو نوع ترك) شهيل و ريپوكوتيه
- ني، جنييزاكال) TDZ+NAAو  BAP+NAA( نينيتوكيس
اه يواكنش گ يطور كل به و رديگيانجام م ييو باززا ييزا

 يهانيد جنيزا و تولنيكالوس جن يالملوك به القاعدس
ن يها با موفقيت همراه بود، با ااهچهيگ ييو باززا يكيسومات
 MSكشت  طيمستعد و مح يازنمونهير ليپوكوتيهحال 
 باتيترك ريتر از سامؤثر NAAو  TDZ نييپا غلظت يحاو
با توجه بنابراين  .اه بودين گيدر ا ييو باززا ييزانيجن يبرا

 يهاروش از استفاده، الملك عدسگياه يي ت دارويبه اهم
 ريتكث منظور به سلول و بافت كشتازجمله  يوتكنولوژيب

-يم ه مهم آنيثانو يهاتيمتابول ديتول ين برايهمچن و انبوه
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Abstract 
   Somatic embryogenesis and whole plant regeneration were achieved in callus cultures derived 
from cotyledon, hypocotyl and root explants excised from in vitro seedlings of Securigera 
securidaca. The explants were cultured in MS medium supplemented with various 
concentrations of BAP or TDZ in combination with various concentrations of NAA in a 
factorial experiments based on a completely randomized design with four replicates. Twelve 
explants per replicate were studied. No  callus was produced on control (hormone-free medium) 
treatment, while well developed calli with proembryogenic structures were obtained using BAP 
or TDZ in both cotyledon and hypocotyl explants. Although, TDZ in combination with NAA 
was the most effective on somatic embryo regeneration in calli derived from all studied 
explants, however, it was more efficient on callus production in root explants and subsequently 
embryo regeneration. The protocol described in the present study can be used for the production 
of a large number of true-to-type plants and production of secondary metabolites of 
pharmaceutical values of S. securidaca. 
 
Keywords: Callogenesis, explant, plant growth regulators, Securigera securidaca, somatic 
embryogenesis. 


