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 (.Chelidonium majus L) ماميران ايراني ايدرون شيشه زايي باز

  زاد، ابراهيم دوراني، سعيد اهري*آرزوعزيزخواجه
  نژادي و بيوتكنولوژي گياهيگروه به دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز، تبريز،، ايران

  15/8/97 :تاريخ پذيرش  29/1/97: تاريخ دريافت

  چكيده

از آنجايي  .و غني از آلكالوئيدهاي ايزوكوينولين است رويي از خانواده خشخاشدا گياهي (.Chelidonium majus L)ماميران 
. نيازمند استاين تركيبات  براي استخراجگياه  مقادير زياديزي به صنعت داروسا، كه سنتز شيميايي اين آلكالوئيدها مقدور نيست

ور ماميران بعد بذ بدين منظور، .بودزايي بواسطه كالوس ماميران زايي زباك روش تكرارپذير براي سازي يهدف اين پژوهش بهينه
 20هاي كوتيلدون و هيپوكوتيل از گياهچه يها نمونه يزر. كشت شدند MS 1/2 زني در محيطاز ضدعفوني سطحي براي جوانه

تكميل شده  (MS) موراشيگ و اسكوگ حيط كشتدر مزايي ماهه تهيه و براي كالوس 3برگ از گياهان  يها نمونه يزرروزه و 
 1داراي  MSدر محيط  مستقر يها نمونه زير از كالوس تر وزنبيشترين  .هاي رشد گياهي مختلف كشت شدندبا تنظيم كننده

 هايينبر ليتر از يكي از سيتوكن گرم يليم 5/0يا  1در تركيب با  (D-2,4)فنوكسي استيك اسيد  دي كلرو -4و2بر ليتر گرم يليم
مشاهده  زايي نيزاندام هاي مكرركشت بازدر چند تيمار بعد از . آمد به دست (TDZ)يا تيديازورون  (BAP)بنزيل آمينو پورين 

رشد  يها كنندهكوتيلدون در محيط كشت فاقد تنظيم  يها نمونه زيرهاي حاصل از كالوس كشت باززايي دو ماه پس از  باز. شد
-فاقد تنظيم كننده MSها در محيط شاخساره. مشاهده شد نمونه زيردرصد و يك شاخساره به ازاي هر  11/11گياهي با فراواني 

  .دار شدندريشه به ازاي هر شاخساره ريشه 36/2درصد و  78/77هاي رشد گياهي با فراواني 

  ماميرانكشت بافت، اي، القاي كالوس، باززايي درون شيشه: كليديهاي واژه

  a.azizkhajeh@gmail.com: الكترونيكي پست ،09148325960: تلفن ،مسئول نويسنده* 

  مقدمه
يك گياه  .Chelidonium majus Lعلمي  بانامماميران 

باز بدليل آلكالوئيدهاي دارويي باستاني است كه از دير
 رگرفتهقرادارويي موجود در آن مورد استفاده -شيميايي

از (اين گياه حاوي آلكالوئيدهاي ايزوكوينولين ). 21(است 
سنگوينارين، چليدونين، چلريترين، بربرين، پروتوپين : قبيل

باشد ، فلاوونوئيدها و اسيدهاي فنوليك مي)و كوپتيسين
شده از  سازي خالصعصاره خام ماميران و تركيبات ). 2(

قبيل خواص  ازهاي بيولوژيكي آن طيف وسيعي از فعاليت
، آنتي باكتريايي، ضد توموري و غيره را نشان ضدالتهابي

  ).4(دهند مي

بدليل تركيبات داراي فعاليت بيولوژيكي شيميايي سنتز 
 نتيجهدر. هاي بالا دشوار استساختار پيچيده و هزينه

ارزش دارويي اروسازي براي استخراج تركيبات باصنعت د
 ).15( است مندويي نيازبه مقادير بالايي از گياهان دار

واع مستعد اننيز كشت شده در مزرعه دارويي گياهان 
ها كشقارچي، باكتريايي، فلزات سنگين، آفت يهاآلودگي

هاي طبيعي اكوسيستم رز طرف ديگا. )22( و غيره هستند
رخي هاي طبيعي بو زيستگاه بودهسرعت رو به فرسايش به

. انقراض هستند ها در معرضآن و بين رفته از گياهان
هاي همچنين تكثير و حفظ بقاي گياهان از طريق روش
هايي مرسوم مثل تكثير رويشي يا بذر داراي محدوديت

سرعت آهسته تكثير، فاكتورهاي آب و هوايي و  ازجمله
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خاكي، دوره كمون، كم بودن ميزان بذر و درصد پايين 
ي بدست آمده از هازني است و برخي مواقع كلونجوانه

در جهت حل اين  ).17( يكنواخت نيستند كثير بوسيله بذرت
هي در مقياس بزرگ يك كشت بافت گيا ،مشكلات

هاي سنتي كشت و زرع است براي روش جايگزين مناسب
اي براي هاي كشت بافت گياهي بطور فزايندهتكنيك ).13(

پلاسم، بهبود ژنتيكي گياهان ريزازديادي، نگهداري ژرم
). 6(روند هاي ثانويه بكار ميتابوليتم توليد ودارويي 

- تواند مطمئنمي ي ثانويههامتابوليت ايتوليد درون شيشه

مواد  سازي خالصو بوده ترتر و قابل پيش بينيتر، آسان
زايي بواسطه اندام .)7( باشد مؤثرترتر و فيتوشيميايي سريع

زايي سوماتيكي دو روش مهم در القاي كالوس و جنين
القاي كالوس و مورفوژنز ). 12(ي گياهان هستند ريزازدياد

بوسيله عواملي  توجهي قابلاي بطور در شرايط درون شيشه
، مرحله فيزيولوژيكي گياه مادر، نمونه ريزنوع  ازجمله

 تأثيرهاي رشد گياهي تحت غلظت و تركيب تنظيم كننده
  ).16(گيرند قرار مي

جام شده ان ماميرانكشت بافت در زمينه  چندين پژوهش
 MSدر محيط كشت  ماميران هاي نابالغتخمك .است

درصد  40، با فراواني D-2,4ميكرومولار  52/4حاوي 
لي نيز از سوسپانسيون سلو .كردندزا توليد كالوس جنين

محتوي مايع  MSدر محيط كشت ها اين كالوسكشت 
هاي سلولي توده. بدست آمد D-2,4ميكرومولار  52/4

هاي سوماتيكي انسيون سلولي، جنينسوسپ تحاصل از كش
ها تبديل به گياهچه توليد كردند كه در نهايت اين جنين

زايي سوماتيكي در جنينديگر  يدر پژوهش .)9( شدند
- هاي رشد و يا محيط كشتفاقد تنظيم كننده تحيط كشم

 اپيكوتيل هاي نمونه ريزاز  (Kin) كاينتين هاي حاوي
در  .)20( ه استاهده شدزايي مشو بدون كالوس ماميران

 هاي نمونه ريزاز  لوسبيشترين مقداركا )19(ونتوآزمايشات 
ر ب گرم ميلي 5/0حاوي  MSدر محيط كشت  ماميران ساقه
  Kinر ليترب گرم ميلي 5/0و   (IAA)ايندول استيك اسيد ليتر
 هاي نمونه ريزكشت  ريزازدياديبراي . ه استدست آمدب

در ليتر  گرم ميلي كيحاوي  MSساقه در محيط كشت 
BAP  2,4ر ليترب گرم ميلي 5/0در تركيب با-D  و براي ،
بهترين هاي رشد  كننده تنظيمقد فا MSمحيط  زايي ريشه

 و همكارانش وونپورگدر پژوهشي كه ات .اندنتيجه را داشته
نتيجه گرفتند كه نسبت برابر اكسين و سيتوكنين براي 

براي تهيه . ماميران مناسب است زايي دركالوس
هاي قديمي، در سوسپانسيون سلولي نيز از كشت كالوس

هاشمي و ). 10( مايع استفاده كردند  MSمحيط كشت
 با نقوي گزارش كردند كه براي القاي كالوس در ماميران

و  D-2,4بهتر از  IAAساقه،  هاي نمونه ريزاستفاده از 
باشد و بيشترين درصد مي  (NAA)نفتالين استيك اسيد

 گرم ميلي 2يا  1حاوي  B5اي كالوس در محيط كشت الق
بدست  BAPبر ليتر  گرم ميلي 2/0يا  1/0و  IAAبر ليتر 

) 1( اسفنديار و همكاران در پژوهش .)5( آمده است
 در ماميران ساقه نمونه ريز زايي ازبيشترين درصد كالوس

و  D-2,4بر ليتر  گرم ميلي 1داراي MS  هايمحيط كشت
 44/69به ميزان  (BA)بنزيل آدنين بر ليتر  گرم ميلي 5/0

 گرم ميلي 5/1 همراه به D-2,4بر ليتر  گرم ميلي 2درصد و 
بيشترين . درصد گزارش شد 88/63به ميزان  BAبر ليتر 

هاي ساقه تشكيل شده در محيط نيز از كالوس تر وزن
زايي نيز  باز. بدست آمد D-2,4بر ليتر  گرم ميلي 2حاوي 

 5/0و  BAPبر ليتر  گرم ميلي 2ل شده با در محيط تكمي
  .برگ مشاهده شد بصورت تشكيل D-2,4بر ليتر  گرم ميلي

 هاي نمونه ريزدر اين پژوهش سعي شده است رفتار 
هاي هيپوكوتيل، كوتيلدون و برگ ماميران در محيط كشت

بررسي  مختلف هاي رشد گياهيتكميل شده با تنظيم كننده
 زايي ك روش تكرارپذير براي بازهدف دستيابي به ي. گردد

  . زايي استبواسطه كالوس ماميران

  مواد و روشها
ه بذور ماميران از مركز ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران تهي

درصد  6/1ريت سديم بذور بطور سطحي با هيپوكل. شدند
سپس سه مرتبه و هر . دقيقه ضدعفوني شدند 15به مدت 
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. ستريل آبكشي شدندمقطر ا آب به مدت سه دقيقه با بار
در پتري  MS 1/2محيط  ليتر ميلي 35بذر در  15 تقريباً
يط كشت مح. كشت شدند متر يليم 15 × 100هاي ديش

 3 به همراه B5هاي ويتامين ،MSهاي پايه شامل نمك
قبل از آن  pHو  درصد آگار بود 6/0درصد ساكارز و 

ل بمنظور استري .تنظيم شده بود 7/5افزودن آگار روي 
 2/1دقيقه تحت فشار  15به مدت محيط كشت  ،شدن

 گراد يسانتدرجه  121مكعب و دماي  متر يسانتكيلوگرم بر 
 2) شدت نور كم  در اتاق رشد با بذور. اتوكلاو شده بود

µmol. m-2s-1) جوانه  گراد يسانتدرجه  25± 2و دماي

) متر يسانت 1بطول تقريبي (هيپوكوتيل  يها نمونه يزر. زدند
از ) متر يسانت 5/0× 5/0با ابعاد تقريبي (كوتيلدون و 

با ابعاد تقريبي (برگ  يها نمونه يزرروزه و  20هاي گياهچه
از گياهان سه ماهه تهيه و در محيط ) متر يسانت 5/0× 5/0

هاي متفاوتي از تكميل شده با تركيب و غلظت MSكشت 
 .قرار داده شدند )1جدول ( هاي رشد گياهيتنظيم كننده

) نمونه يزرحاوي شش  هر تكرار(براي هر تيمار سه تكرار 
شدند  كشت بازروز  45ها پس از كشت .در نظر گرفته شد
 زاييها و درصد اندامكالوس تر وزنزايي، و درصد كالوس

  .بعد از سه ماه محاسبه شد )در محيط القاي كالوس(
 دهنده نشانها داده(ها كالوس تر وزنزايي و زايي و مقايسه ميانگين درصد كالوسكالوسهاي رشد گياهي بكار رفته در محيط تنظيم كننده -1جدول 

  )انحراف معيار هستند±ميانگين

ف
ردي

  

 هاي رشد گياهيتنظيم كننده
-درصد كالوس

 زايي

 گرم برحسبكالوس  تر وزن

 كوتيلدون هيپوكوتيل برگ

1 0.5 mg/l IAA+ 0.5 mg/l BAP 
c43/14±78/77  de 007/0±052/0 d002/0±010/0  d006/0±035/0  

2 1 mg/l IAA+ 0.5 mg/l BAP 
a 55/5±15/98 cd025/0±078/0  c005/0±019/0  c016/0±065/0  

3 1 mg/l IAA+ 1 mg/l BAP 
b78/8±74/90  c 009/0±106/0  c009/0±025/0  cd008/0±042/0  

4 0.5 mg/l IAA+ 0.5 mg/l TDZ 
ab35/7±30/96 e012/0±041/0  c003/0±019/0  d003/0±036/0  

5 1 mg/l IAA+ 0.5 mg/l TDZ 
ab 78/11±44/94  f 004/0±023/0  c007/0±024/0  c005/0±063/0  

6 1 mg/l IAA+ 1 mg/l TDZ 
ab33/8±44/94 cd015/0±065/0  c006/0±017/0  cd014/0±048/0  

7 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP 
ab 35/7±30/96  b 028/0±194/0  ab 016/0±082/0  b018/0±145/0  

8 1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP 
a0±100 ab071/0±316/0  ab026/0±109/0  ab071/0±236/0  

9 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BAP 
a0±100ab043/0±312/0  ab009/0±124/0  a060/0±281/0  

10 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l TDZ 
a0±100b064/0±236/0  b013/0±075/0  b026/0±151/0  

11 1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l TDZ 
a0±100 a049/0±440/0  ab014/0±079/0  ab008/0±192/0  

12 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l TDZ 
a0±100 a137/0±463/0  a013/0±133/0  a040/0±265/0  

13  1 mg/l 2,4-D 0 0 0 0 

14  1 mg/l BAP 0 0 0 0 

15  1 mg/l TDZ 0 0 0 0 
  

 هاي بازهاي موفق به محيط كشتزايي، كالوس براي باز

هاي رشد گياهي زايي كه با تركيب متفاوتي از تنظيم كننده
و محيط كشت فاقد تنظيم ) 2جدول (تكميل شده بودند 

  .هاي رشد انتقال داده شدندكننده

زايي به محيط فاقد شده براي ريشه باز زاهاي شاخساره
 2تكميل شده با  MSاهي و محيط هاي رشد گيتنظيم كننده

 NAAو  IAA ،IBA: بر ليتر از يك اكسين شامل گرم يليم
زايي، ها در مراحل كالوستمامي كشت .انتقال داده شدند

درجه  25±2زايي در اتاق رشد با دماي زايي و ريشه باز
نگهداري  µmol.m-2s-1 2و شدت نور كم  گراد يسانت

  .شدند
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  مورد استفاده در محيط باززايي اي رشد گياهيهتنظيم كننده -2جدول 

 برحسب ميلي گرم بر ليتر هاي رشدتنظيم كنندهمقدار   شماره تركيب

BAP TDZ 2,4-D  
1 2/0 0 0  
2 2 0 0  
3 2 0 5/0  
4 0 2/0 0  
5 0 2 0  
6  0  2  5/0  
7 2 2 0  

  

در قالب  MSTAT-C افزار نرمها با استفاده از تجزيه داده
تصادفي و  كاملاًبر پايه طرح  با سه تكرار كتوريلآزمايش فا

  .انجام شدها به روش دانكن مقايسه ميانگين

  نتايج و بحث
كميل شده با يك اكسين كشت تدر محيط  يها نمونه يزر

 گرم يليم 1 حاويهاي كنين، شامل محيط كشتيا يك سيتو
خشك شدند و هيچ تقسيم  ،TDZ يا D ،BAP-2,4 بر ليتر

-كشت القاي كالوس در محيط .ها ديده نشدنسلولي در آ

  .هايي مشاهده شد كه حاوي اكسين و سيتوكنين بودند

هاي رشد زيه واريانس نشان داد كه تنظيم كنندهنتايج تج
. اند دادهقرار  يرتأثزايي را تحت گياهي درصد كالوس

، نمونه يزرنوع  يرتأثها نيز تحت كالوس تر وزنهمچنين 
 كننده يمتنظ×نمونه يزرگياهي و اثر متقابل رشد  كننده يمتنظ

مقايسه ميانگين براي درصد . رشد گياهي بوده است
 5/0حاوي  هايمحيط كشت جز بهزايي نشان داد كه كالوس

بر ليتر  گرم يليم 1يا  5/0 اضافه به IAAبر ليتر  گرم يليم
BAPجدول (ها عملكرد مشابهي دارند كشت ، ساير محيط

 يزردار بودن اثر متقابل عنيباتوجه به م ).1
ت شد گياهي، مقايسه ميانگين براي صفر كننده يمتنظ×نمونه
هاي رشد گياهي در هر كالوس براي تنظيم كننده تر وزن

 يزرهمه ). 1جدول (بصورت جداگانه انجام شد  نمونه يزر

بر  گرم يليم 1هاي تكميل شده با در محيط كشت ها نمونه
بر ليتر از يكي از  گرم يليم 5/0يا  1در تركيب با  D-2,4ليتر

همه  .عملكرد مشابهي داشتند TDZيا  BAPهاي سيتوكنين
تدا زرد فت و متراكم بودند و رنگشان در ابها سكالوس

در محيط كشت  كشت بازاما بعد از ). a1شكل (روشن بود 
شكل ( اي درآمدمشابه رنگشان تغيير كرد و به رنگ قهوه

b1 .(ماه در محيط كالوس 6اي به مدت هاي قهوهكالوس-

در محيط  اين مدت پس از طي. زايي نگهداري شدند
بر روي  يسبزرنگنقاط  TDZو  D-2,4هاي حاوي كشت
زايي رخ نداد اي ظاهر شدند ولي اندامهاي قهوهكالوس

-ليتگ محيط كشت نيز بدليل ترشح متابورن). c1شكل (

گ نارنجي تغيير ها به محيط به رنهاي ثانويه توسط كالوس
  . پيدا كرد

 رخ داد ييزا اندامها، در چند تيمار كشت كالوس پس از باز
در ) درصد 2/33(زايي بيشترين درصد اندام). 3 جدول(
حاوي  MSبرگ كشت شده در محيط كشت  يها نمونه يزر
 BAP بر ليتر گرم يليم 5/0 اضافه به IAAبر ليتر  گرم يليم 1

شاخساره تشكيل  2 نمونه يزرمشاهده شد و به ازاي هر 
ها جدا شدند و ها از كالوساين شاخساره). d1شكل (شد 

 گرم يليم 2/0حاوي MS براي رشد بيشتر به محيط كشت 
  .انتقال داده شدند BAPبر ليتر 
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تعداد : SH/Eو (%) زاييدرصد اندام :RP( هاي القاي كالوس زايي در محيطبر ميزان اندام ها نمونه يزرهاي رشد گياهي و اثر تنظيم كننده -3جدول 
  )نمونه يزرشاخساره تشكيل شده به ازاي هر 

  هاي رشد گياهيتركيب تنظيم كننده  رديف
  نمونه زير

  لپه ريز  لپه برگ
RP SH/E RP  SH/E  RP  SH/E 

1 1 mg/l IAA + 0.5 mg/l BAP 2/33 2 0  0  0  0  
2 1 mg/l IAA + 1 mg/l BAP 5/5 2 0  0  0  0  
3 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP 0  0  6/16  33/1  5/5  1  
4 1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP 06/11 2 0  0  0  0  
5 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BAP 0  0  5/5  1  0  0  
6 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l TDZ 0 0 0  0  5/5  1 

     
ها پس از بازكشت در محيط اي شدن كالوسقهوه: bزرد روشن در مراحل اوليه القا، هايي به رنگ تشكيل كالوس: a: ماميران القاي كالوس در -1شكل 

ميلي گرم بر ليتر  5/0و  D-2,4ميلي گرم بر ليتر  1اي تشكيل شده در محيط كشت حاوي هاي قهوهبر روي كالوس سبزرنگظهور نقاط : cمشابه، 
TDZ ،d :ميلي گرم بر ليتر  1شده با  محيط تكميل(زايي در محيط كشت القاي كالوس اندامIAA  ميلي گرم بر ليتر  5/0وBAP(  

هاي تكميل هاي تشكيل شده در محيط كشتكالوسكليه 
 TDZ يا BAP هاييكي از سيتوكنين اضافه به D-2,4شده با 

رنگ اين . زايي انتقال داده شدند هاي بازبه محيط كشت
امه پيدا ها ادتر شد و تقسيم سلولي در آنها تيرهكالوس

كوتيلدون و هيپوكوتيل نقاط  يها نمونه يزردر . كرد
زايي  باز. اي پديد آمدهاي قهوهبر روي كالوس يسبزرنگ

هاي رشد گياهي فقط در محيط كشت عاري از تنظيم كننده
كوتيلدون كه در  يها نمونه يزرهاي مشتق از از كالوس

 D-2,4بر ليتر  گرم يليم 1محيط كالوس زايي حاوي 
تشكيل شده بودند، با  BAPبر ليتر  گرم يليم 5/0 اضافه به

درصد و تشكيل يك شاخساره به ازاي هر  11/11فراواني 
و  a2شكل (، دو ماه بعد از انتقال مشاهده شد نمونه يزر
b2.(  

  
فاقد تنظيم  MSزايي در محيط كشت باززايي بواسطه كالوس -2شكل 

  هاي رشد گياهيكننده

ريشه به  36/2درصد و  78/77فراواني تشكيل ريشه با 
هاي ازاي هر شاخساره در محيط كشت فاقد تنظيم كننده

ها به محيط روز پس از انتقال شاخساره 10رشد گياهي 
زايي هاي ريشهدر محيط). a3شكل (زايي مشاهده شد ريشه

هاي هاي رشد گياهي، ريشهتكميل شده با تنظيم كننده
شكل (آمدند  به وجودي شاخساره هاي بالاينابجا از قسمت

b3 .(ها و شمارش آن هاي نابجا خيلي زيادتعداد اين ريشه
  .ممكن بودغير
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هاي نابجا در محيط ريشه: bهاي رشد گياهي، فاقد تنظيم كننده MSزايي در محيط كشت ريشه: a: ماميران اي درزايي درون شيشهريشه -3شكل 

  NAAي گرم بر ليتر ميل 2تكميل شده با  MSكشت 

 .Cهاي نابالغ گزارش كردند كه تخمك) 9(كيم و همكاران 

majus  در محيط كشتMS 2,4 تكميل شده با-D  كالوس
 اسفنديار و همكاراندر آزمايشات  .دهندزا تشكيل ميجنين

 ماميران در هاي ساقهنيز بيشترين وزن كالوس از ريزنمونه
گزارش  D-2,4ليتر ميلي گرم بر  2حاوي  MSمحيط كشت 

به محيط كشت  TDZافزودن  طبق مطالعات ).1( شد
- رشد گياهي منجر به توليد كالوس كننده يمتنظتنها  عنوان به

 Echinaceaهاي برگ زايي از ريزنمونه هايي با توانايي باز

purpurea L. )8(هاي زايي غيرمستقيم از ريزنمونه، و اندام
همچنين . شده است) Asparagus racemosus )18گره 
BAP هاي برگ زايي غيرمستقيم از ريزنمونهاندام

Curculigo orchioides  اما در اين ). 3(را سبب شده است
هايي كه با در پاسخ به محيط كشت ها نمونه يزرپژوهش 

2,4-D ،TDZ  ياBAP خشك شدندبودند،  كميل شدهت .
به  معمولاًاي بيشتر گياهان دولپه هتكثير كالوس از بافت

 عموماً. اكسين و سيتوكنين در محيط رشد نياز دارد حضور
براي القاي كالوس غلظت برابر اكسين و سيتوكنين بيشتر از 

اتگونپورو و همكاران ). 11(رود ها بكار ميساير غلظت
گزارش كردند كه غلظت برابر اكسين و ) 19(و ونتو ) 10(

اما . استسيتوكنين براي القاي كالوس در ماميران بهتر 
نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه غلظت اين دو تنظيم 

تواند برابر باشد و يا غلظت اكسين كننده رشد گياهي مي
گزارش ) 5(هاشمي و نقوي . در محيط كشت بيشتر باشد

- زايي از ريزنمونهها، براي كالوسدر ميان اكسينكردند كه 

. تاس NAAو  D-2,4 از مؤثرتر IAAهاي ساقه ماميران، 
زايي در ولي نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه براي كالوس

هاي كوتيلدون، هيپوكوتيل و ماميران با استفاده از ريزنمونه
 طبق نتايج بدست آمده،. است IAAموثرتراز  D-2,4برگ، 
. يي در ماميران استزاموفقي براي كالوس نمونه يزر برگ

خوبي  مونهن يزر برگگزارش كرد كه  )19(ونتو در تقابل، 
- ماميران نيست و واكنش ريزنمونه براي القاي كالوس در

  . هاي برگ فقط نكروزه شدن است

 هاي ساقه در محيط كشتزايي در ماميران از ريزنمونهاندام
MS  ميلي گرم بر ليتر  1تكميل شده باBAP 5/0 اضافه به 

شاخساره به ازاي هر  5و توليد  D-2,4ميلي گرم بر ليتر 
- اندام اما در اين مطالعه). 19(است  شده گزارش هنمون يزر

تواند رخ داد كه اين موضوع ميزايي بصورت غيرمستقيم 
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هاي رشد گياهي و اكوتيپ ، تنظيم كنندهنمونه يزربه نوع 
، مورد استفاده در مطالعه كه متعلق به منطقه گيلان بود

  .مربوط باشد

آزمايش  زايي مورد هايي كه براي بازدر ميان محيط كشت
زايي فقط در محيط كشت فاقد تنظيم  قرارگرفتند، باز

 ي مشاهده شد كه اين نتيجه با برخيهاي رشد گياهكننده
زايي  باز) 9(كيم و همكاران . مطابقت دارد هاپژوهش

 MSزايي سوماتيكي در محيط كشت ماميران از طريق جنين
هاي هاي رشد گياهي با استفاده از سلولفاقد تنظيم كننده

. اندمنفرد حاصل از سوسپانسيون سلولي را گزارش كرده
اند كه محيط نيز گزارش كرده) 14(سرخيل و همكاران 

ترين محيط براي هاي رشد، مناسبفاقد تنظيم كنندهكشت 
بواسطه  (.Foeniculum vulgare Mill)زايي رازيانه  باز

ولي اسفنديار و همكاران محيط پايه  .زايي استكالوس
MS  ميلي گرم بر ليتر  2حاويBAP  ميلي گرم بر  5/0و
ماميران معرفي  بهترين محيط باززايي عنوان بهرا  D-2,4ليتر 

  .)1(كردند 

  كلي گيري يجهنت

زايي، زايي درصد كالوسكالوسدر اين پژوهش در مرحله 
ها مورد بررسي زايي كالوسها و درصد اندامكالوس تر وزن

هاي كوتيلدون، هيپوكوتيل نمونهريز . و محاسبه قرارگرفت
با تركيب  هركدامكه  MSنوع محيط كشت  15و برگ در 
هاي رشد گياهي هاي متفاوتي از تنظيم كنندهو غلظت

درصد  ازنظر. ، كشت شدند)1جدول (تكميل شده بودند 

هاي كشت شده در محيط زايي به غير از ريزنمونهكالوس
 IAAبر ليتر ميلي گرم  5/0هاي تكميل شده با كشت

 ها نمونه يزر، همه BAPميلي گرم بر ليتر  1يا  5/0 اضافه به
 تر وزنبيشترين  .ها عملكرد مشابه داشتنددر ساير محيط

 MS هايكشت در محيط نمونه زير هر سه از كالوس
يا  1در تركيب با  D-2,4ميلي گرم بر ليتر 1 با تكميل شده

يا  BAPهاي ينميلي گرم بر ليتر از يكي از سيتوكن 5/0
TDZ ا اندامدر اين مرحله در برخي كالوس .بدست آمد -

 2/33(زايي بيشترين درصد اندام. زايي نيز مشاهده شد
هاي برگ كشت شده در محيط كشت به ريزنمونه) درصد

MS  ميلي گرم بر ليتر  1حاويIAA ميلي گرم  5/0 اضافه به
 2 نمونه يزرمربوط بود و به ازاي هر  BAP بر ليتر

هاي تشكيل شده در محيط كالوس .شاخساره تشكيل شد
يا  BAPدر تركيب با  D-2,4هاي تكميل شده با كشت
TDZ ولي . زايي انتقال داده شدند هاي بازبه محيط كشت
هاي تنظيم كننده فاقد MS كشت زايي فقط در محيط باز

هاي هاي مشتق از ريزنمونهاز كالوس رشد گياهي
ميلي گرم بر  1يط كالوس زايي حاوي كوتيلدون كه در مح

تشكيل  BAPميلي گرم بر ليتر  5/0 اضافه به D-2,4ليتر 
درصد و تشكيل يك  11/11شده بودند، با فراواني 

، دو ماه بعد از انتقال نمونه يزرشاخساره به ازاي هر 
در  نيز هاي حاصلهشاخساره در زاييريشه. مشاهده شد

با  هاي رشد گياهيتنظيم كننده فاقد MS كشت محيط
 ريشه به ازاي هر شاخساره 36/2درصد و  78/77فراواني 
   .رخ داد
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In vitro regeneration of Iranian celandine (Chelidonium majus L.) 
Aziz Khajeh A., Dorani E. and Aharizad S. 
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Abstract 

Celandine (Chelidonium majus L.) is a medicinal plant belonging to the Papaveraceae 
and rich in isoquinolin alkaloids. Chemical synthesis of these alkaloids is not possible. 
So, the pharmaceutical industry requires large quantities of plants to extract these 
compounds. The purpose of this study was optimization of a repeatable method for 
regeneration of celandine by callus induction. Celandine seeds after surface sterilizing 
were placed on 1/2MS medium for germination. Cotyledon and hypocotyl explants 
were prepared from 20-day-old sterile seedlings and leaf explants from 3-month-old 
plants. Explants were put on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 
different plant growth regulators (PGRs) to callus induction. The highest fresh weight 
was for calli in mediums containing 1 mg/l 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in 
combination with 0.5 or 1 mg/l Amino Purine (BAP) or Tidiazuron (TDZ). 
Organogenesis was observed in few treatments after repetitive subculture. Plant 
regeneration only happened in PGRs free MS medium, from cotyledon calli after 2 
months with frequency of 11.11 % by one shoot per explant. Shoots were rooted in 
PGRs free MS medium with frequency of 77.78 % by 2.36 roots per explant. 

Keywords: callus induction, in vitro regeneration, tissue culture, celandine.  


