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و  )Corylus avellana( اي فندقشيشههاي رشد گياهي بر رشد درونكنندهتاثير تنظيم
  توليد تاكسول در كالوس

  2نژادمنوچهر فرجامي و 1زاده مصدق، پريسا شيخ1، سارا دژستان*1، ناصر زارع1رقيه حضرتي جهان
 نباتات اصلاح اردبيل، دانشگاه محقق اردبيلي، گروه زراعت و 1

  واحد اردبيل، مركز تحقيقات گياهان دارويي ،دانشگاه آزاد اسلامي اردبيل، 2

 26/4/95 :تاريخ پذيرش  17/6/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
بر  )D, NAA, Kin, BAP, IBA, TDZ-2,4( مختلف هاي رشد گياهي كنندهدر اين تحقيق، تاثير نوع و غلظت تنظيم

ي فندق با استفاده از ريزنمونه گره و همچنين ميزان تاكسول در كالوس ا شيشه هاي مختلف، تكثير درون نهزايي ريزنمو كالوس
و  2، 1حاوي  MSروي محيط كشت هاي بذر، برگ و ساقه فندق پس از ضدعفوني سطحي،  ريزنمونه. مورد بررسي قرار گرفت

منظور اين، ب بر  علاوه. شدندكشت  )گرم در ليترميلي 1و  BAP )5/0و  Kin  در تركيب با NAAو  D-2,4گرم در ليتر ميلي 4
 هاي رشد كننده حاوي سطوح مختلف تنظيم MSگره فندق تهيه شده و روي محيط كشت   هاي تك ي، ريزنمونها شيشه تكثير درون

بيشترين . بذر و ساقه است داري بيشتر ازطور معنيب زايي ريزنمونه برگنتايج نشان داد كه درصد كالوس. ي كشت شدندگياه
مشاهده  BAPگرم در ليتر ميلي 5/0و  D-2,4گرم در ليتر حاوي دو ميلي MS زايي و وزن تر كالوس در محيطوسدرصد كال

- ميلي 5/0و  NAAگرم در ليتر حاوي دو ميلي MSزايي در محيط هاي تك گره فندق بيشترين درصد ريشه ريزنمونهدر  .گرديد

بيشترين تعداد . مشاهده شد Kinگرم در ليتر ميلي 5/0و  NAAدر ليتر  گرمحاوي چهار ميلي MSو در محيط  Kinگرم در ليتر 
و  TDZگرم در ليتر ميلي 5/2حاوي  MSو محيط  IBAگرم در ليتر ميلي 05/0همراه به BAPحاوي  MSبرگ نيز در محيط 

ه بذر و برگ در محيط كشت هاي حاصل از ريزنمونبيشترين مقدار تاكسول در كالوس. مشاهده شد IBAگرم در ليتر ميلي 05/0
MS 2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي-D گرم در ليتر ميلي 5/0همراه بهBAP دست آمدبه. 

  Corylus avellana ،ريزازديادي، كشت بافت، متابوليت ثانويه: كليدي واژه هاي

  nzare@uma.ac.ir  : پست الكترونيكي، 045-33510140: نويسنده مسئول* 

  مقدمه
متعلق به راسته  Corylus avellanaفندق با نام علمي 

و از  )Betulaceae( از خانواده غان )Fagales( فاگاليس
). 12(باشد مي )Coryluideae( زيرخانواده كوريلوئيده
كننده، اي خزاندرختچه x2=n2=22فندق با سطح پلوئيدي 

تركيه، ايتاليا و  كشورهاي و ستو خودناسازگار ا تك پايه
كننده عمده آن هستند از جمله كشورهاي توليداسپانيا 

 ترين محصولات آجيلي در جهانفندق يكي از مهم ).23(

- ليپيد مي درصد 40-60و حاوي منبع غني از انرژي  و )8(

خاطر روغن زياد، اسيدهاي چرب ضروري، هكه بباشد 
 Eاد معدني و داشتن ويتامين ها، مواكسيدانها، آنتياسترول

هاي ديابت و سرطان موثر است در جلوگيري از بيماري
تاكسول ماده وجود  هانجام گرفت قاتيدر تحق همچنين ).9(
 فندق سلوليو همچنين كشت  فندق ها و پوستهر برگد

سرطان تاكسول يك ماده ضد .)27، 16، 7، 5( ثابت شد
كار گرفته ها بهسرطانبسيار موثر است كه براي درمان انواع 

 و براي اولين بار از پوست درخت سرخدار) 36(شده 
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)Taxus baccata( ارزش  علتبه .استخراج شده است
 نهيهز سرخدار، اقتصادي بالاي تاكسول، كمبود درخت

دارو،  نيا براي رو به رشد تقاضاي ليدلبالاي سنتز آن و به
 بيترك نيا ديجهت تول ي مانند فندقگريد يعيمنابع طب

امروزه با شناخت بهتر . )7( است قرار گرفته يمورد بررس
اي در صنعت و پزشكي براي آن اين گياه، كاربردهاي ويژه

در نظر گرفته شده است تا جايي كه از آن در بيوديزل، 
  ). 15(گردد استفاده مي غيرهان سرطان و بيوپلاستيك، درم

توليد گياه مناسب  ،يهاولين گام در دستيابي به متابوليت ثانو
 .باشدمقدار كافي است كه نيازمند زمان و هزينه بالا ميو به

اي زمان دستيابي به تعداد زياد شيشهتكثير در شرايط درون
كند و همچنين توليد تر مييكسان را كوتاه وتيپگياه با ژن

اي نسبت به استخراج شيشهمتابوليت ثانويه در كشت درون
وري بيشتري جود در طبيعت داراي بهرهآن از گياهان مو

استخراج متابوليت ثانويه موردنظر از كالوس  ).34(است 
تر و مفيدتر نسبت به استخراج آن از گياه كامل باصرفه

كالوس توده سلولي گياهي است كه از  ).25(است 
در   كمي برخوردار بوده و در اثر زخم يافتگيسازمان
ژنوتيپ گياه، . آيد وجود ميهاي تمايزيافته بهها و اندام بافت

از هاي رشد گياهي كنندهتنظيم نوع و غلظت نوع ريزنمونه،
كه تشكيل كالوس در محيط كشت را  هستندمهمي  عوامل

هاي رشد كنندهغلظت تنظيم. دهندتحت تاثير قرار مي
گياهي براي هر گونه گياهي متفاوت است و بستگي به 

  ). 3و  2(دارد  وردنظرمنبع ريزنمونه يا گياه م

هاي مربوط به تاكسول و تاكسان) 15(هافمن و همكاران 
آن را در شاخه، ساقه و برگ گياه فندق شناسائي و گزارش 

ندق و اند كه گياه فنشان داده تحقيقات بعدي .نده اكرد
كشت سلولي آن نيز تركيبات تاكسان از جمله تاكسول 

كشت با ) 7(و همكاران  بستوسو ).16 و 7(كند توليد مي
تحت تاثير كالوس ز فندق و توليد مختلف ا هايكشتجدا

مختلف از نظر غلظت و  هاي رشد گياهيكنندهتنظيم
 ي راكشت سلول جاديا جهتكالوس  ، توليدباتيترك

دست آمده از كشت هسطوح تاكسول بو بررسي كردند 
ها آن. قابل ملاحظه دانستند مشابه كشت سرخدار را فندق

 ديتول يبرا هاييميآنز يدارانيز فندق كه گرفتند  جهنتي
 فردمنحصر به ريمس عنوانحال بهبه  تاكسول است كه تا

و همكاران  ييرضا .شديسرخدار در نظر گرفته م جنس
تازه فندق، از  يكالوس از بذرها ديجهت القا و تول) 5(

 به BAPو  D-4¸2 هاي رشدكنندهتنظيمحاوي  MSمحيط 
گرم در ليتر استفاده ميلي 5/0و  1هاي ترتيب با غلظت

تهيه كشت  يبراتوليد شده  كالوس نرمايشان از  .كردند
-كنندهتنظيم باتيبا ترك MSكشت  طيمح در سوسپانسيون

اده كرده و گزارش نمودند استفذكرشده  هاي رشد گياهي
ها قرار  تاثير محركتاكسول تحت  آزادسازيو  توليدكه 
  . )27و  5( گيرد مي

كه در كشت  وجود دارددر كشت بافت درختان مشكلاتي 
-هب. بافت گياهان علفي از اهميت چنداني برخوردار نيست

از درختي مانند فندق در  تهيه ريزنمونه عنوان مثال، در
. استفاده كرد يا جنگلي باغيدرختان  از يدباموارد  اغلب

، نيست قابل كنترلشرايط آب و هوايي  دليل اينكهبه
گيري هاي متفاوت نمونهاختلافات آب و هوايي در زمان

شده از درختان در هاي انتخابگردد كه ريزنمونهمي باعث
هاي فيزيولوژيكي متفاوتي را در هاي متفاوت، واكنشزمان

اين امر باعث بروز مشكلاتي در . ن دهندكشت بافت نشا
 آلودگي بالاي ميزان. )6( گرددپاسخ كشت بافتي مي

 در موفقيت كنندهمحدود ديگر اصلي عوامل از ميكروبي
) ريزنمونه(آلودگي مواد گياهي  .است درختان كشت بافت

هاي عمده  زايي از محدوديت در كنار قابليت كم ريخت
كه طوريب. باشدميفندق اي  شيشه ريزازديادي درون

شده آوري هاي جمع درصد ريزنمونه 95شده حدود گزارش
). 10(احتمال آلودگي دارند  هاي طبيعي رويشگاهها يا باغاز 

هاي هاي كشت بافت گونهترين جنبهيكي از مهم ،بنابراين
دست ها و بهچندساله انتخاب ريزنمونه و ضدعفوني آن

ي بدون آلودگي و در حال ها ها و كشت آوردن ريزنمونه
   ).6(رشد است 
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بومي  فندقمطالعه در مورد كشت بافت  كمبودبا توجه به 
-تنظيم بررسي تاثيرمنظور هين پژوهش با ،فندقلو جنگل

بر  هاهاي مختلف آنو غلظت هاي رشد گياهيكننده
هاي مختلف فندق و همچنين مقدار ريزنمونه زاييكالوس
بر اين، تاثير  علاوه. انجام گرفتدر كالوس  تاكسولتوليد 
اي شيشهدرون ريزازدياديهاي رشد گياهي بر كنندهتنظيم

تك گره مورد بررسي قرار فندق با استفاده از ريزنمونه 
  .گرفت

  هامواد و روش
هاي حاوي برگ و در اين پژوهش، سرشاخه: مواد گياهي

كه جوان و در حال رشد  ساقه رشد سالانه گياه فندق
تازه  و رسيدهاواسط بهار تا اواخر تابستان و بذور ، از بودند

رويشگاه ( فندق نيز در اواسط تابستان از جنگل فندقلو
 25نام آرپاتپه در فاصله اي بهجنگلي فندقلو مستقر روي تپه

كيلومتري جنوب شهر  10كيلومتري شهرستان اردبيل و 
ار الراس گردنه حيران جنب روستاي فندقلو قرنمين در خط
  .آوري گرديدجمع )گرفته است

مدت پنج به هاي گياهينمونه: هاي گياهيضدعفوني نمونه
دقيقه آبشويي  20دقيقه با مايع ظرفشويي شستشو شده و 

 96در الكل ورسازي غوطهيك دقيقه  پس از و شدند
دقيقه با هيپوكلريت سديم ضدعفوني  20 مدتبه ،درصد

. شستشو شدند استريل گرديدند و در نهايت سه بار با آب
براي  هيپوكلريت سديم مناسب غلظتتعيين  منظوربه

برگ، ساقه و (هاي مختلف  ضدعفوني سطحي ريزنمونه
هيپوكلريت سديم  درصد 5و  5/2، 1هاي  غلظت ،)بذر

 هاي مختلف غلظتبراي تهيه  .مورد بررسي قرار گرفت
 5حاوي (محلول وايتكس خانگي هيپوكلريت سديم از 

  .  استفاده شد) پوكلريت سديم فعالدرصد هي

ها به قطعات ها و ساقهبرگ: هاتهيه ريزنمونه و كشت آن
عنوان ريزنمونه همتري برش داده شده و بسانتي 1تا  5/0

-ظيمتن هاي مختلفحاوي غلظت MSروي محيط كشت 

 براي توليد كالوس 1طبق جدول  گياهيهاي رشد كننده
رشد در شرايط تاريكي و  ها در اتاقككشت. كشت شدند

 6حدود . شدند گراد نگهداريدرجه سانتي 24±2دماي 
زان رشد زايي و ميهفته پس از كشت، درصد كالوس

  .شدندگيري اندازه) وزن تر كالوس(ها كالوس
زايي ريز شده در كالوساستفاده هاي رشد گياهي  كنندهتنظيم -1جدول 

  نمونه هاي بذر، برگ و ساقه فندق

هشمار
محيط

2,4-D 
(mg/l)  

NAA  
 (mg/l)  

Kin  
(mg/l)  

BAP 
 )mg/l(  

1 1  -  5/0  -  
2 1  -  1  -  
3 1  -  -  5/0  
4 1  -  -  1  
5 2  -  5/0  -  
6 2  -  1  -  
7 2  -  -  5/0  
8 2  -  -  1  
9 4  -  5/0  -  
10 4  -  1  -  
11 4  -  -  5/0  
12 4  -  -  1  
13 -  1  5/0  -  
14 -  1  1  -  
15 -  1  -  5/0  
16 -  1  -  1  
17 -  2  5/0  -  
18 -  2  1  -  
19 -  2  -  5/0  
20 -  2  -  1  
21 -  4  5/0  -  
22 -  4  1  -  
23 -  4  -  5/0  
24 -  4  -  1  
25 -  -  -  -  

 تهيه شده از جنگل فندقلو براي تهيه ريزنمونه بذري، بذور
شده به چهار قسمت تقسيم و در محيط كشت ضدعفوني

MS 1جدول  هاي رشد گياهي طبقكنندهحاوي تنظيم 
هفته صفات درصد  5تا  4پس از گذشت . گرديدكشت 
 دهي و وزن تر كالوسدهي، ساقهزايي، ريشهكالوس

  .شدنديادداشت 
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اي، شيشهمنظور بررسي امكان باززايي درونبه: باززايي
هاي بذر، برگ و ساقه كه هاي حاصل از ريزنمونهكالوس

و  D-2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي MSكشت در محيط 
هاي رشد كرده بودند به محيط BAPگرم در ليتر ميلي 5/0

MS  گرم در ليتر ميلي 5/0حاويBAP ،MS  2/0حاوي 
گرم در ليتر ميلي 2/0حاوي  MS، و BAPگرم در ليتر ميلي
Kin  ساعت روشنايي  16منتقل شدند و در اتاقك رشد با

ساعت تاريكي در  8لوكس و  2000تا  1500با شدت نور 
  .گراد قرار گرفتنددرجه سانتي 24±  2ماي د

: هاي تك گره فندقاي ريزنمونهشيشهتكثير درون
بذرهاي رسيده فندق پس از ضدعفوني سطحي با 

جامد  MSدرصد روي محيط كشت  5هيپوكلريت سديم 

ها،  زني و رشد گياهچهپس از جوانه. كشت شدند
 MSهاي تك گره تهيه شده و روي محيط كشت ريزنمونه

، TDZو  NAA ،IBAهاي رشد گياهي  كنندهحاوي تنظيم
BAP  وKin  ها در اتاقك كشت). 2جدول (كشت شدند

 2000تا  1500ساعت روشنايي با شدت نور  16رشد با 
- درجه سانتي 24±2ساعت تاريكي در دماي  8لوكس و 

صفات رشدي شامل تعداد برگ تازه . گراد نگهداري شدند
هفته پس از  4ها حدود  ريزنمونهزايي  رشد كرده و ريشه

  . شدند يادداشتكشت 

  گره فندقهاي تكاي ريزنمونهشيشهشده در تكثير دروناستفاده هاي رشد گياهي  كنندهتنظيم -2جدول 
شماره محيط

 كشت
NAA 
(mg/l)  

Kin 
 (mg/l)  

BAP 
(mg/l)  

IBA 
 )mg/l(  

TDZ 
 )mg/l(  

1 4 1 - -  -  
2 2 1 - -  -  
3 2 5/0 - -  -  
4 4 5/0 - -  -  
5 1 5/0 - -  -  
6 - - - 05/0  -  
7 - - 5/2 05/0  -  
8 - - 5 05/0  -  
9 - - 5/7 05/0  -  
10 - - - 05/0  5/2  
11 - - - 05/0  5  
12 - - - 05/0  5/7  
13 - - - 3  -  
14 - - 2 -  -  
15 - - - -  1/0  
16 - - - -  -  

: HPLC ه ازگيري آن با استفاداستخراج تاكسول و اندازه
بمنظور بررسي ميزان تاكسول در بافت كالوس حاصل از 

يط در مح كردهرشدهاي هاي مختلف، از كالوسريزنمونه
 مختلفهاي رشد گياهي  كنندهتنظيم حاوي MSهاي كشت

-عصاره .شدگيري اندازهو  تاكسول استخراج )3جدول (

انجام  )17(خسروشاهي و همكاران  گيري مطابق روش
شده  وزن كالوسگرم  5/0ليتر متانول به ميلي 10. شد

 40مدت دقيقه در هاون له گرديد و به 2- 3شده و  اضافه
سپس از . طور كامل ليز شدهدقيقه تحت امواج فراصوت ب

عبور داده شد و در آون و در دماي ميكرومتر  22/0فيلتر 
در دو  شده عصاره تغليظ. گراد تغليظ شددرجه سانتي 45

گيري براي اندازه .شده حل گرديدتر متانول فيلترليميلي
 HPLC (Agilent HPLC systemدستگاه  ازميزان تاكسول 

1200 Series, Diode Array Detector) و ستون  
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 (Eclipse XDB-C18, 5mm, 4.6-150 mm) استفاده شد. 
به  60آب به نسبت  وفاز متحرك شامل تركيب استونيتريل 

ليتر در دقيقه از ستون ميلي يكيان بود كه با شدت جر 40
با استفاده از ميزان تاكسول هر نمونه، . كردعبور مي

استاندارد  مقايسه بانانومتر و  227طول موج  شناساگر در
 .گيري شداندازه )Sigmaشركت (تاكسول 

براي  هاي رشد گياهي در محيط كشت كنندهتنظيم -3جدول 
  براي بررسي محتواي تاكسول هاي كالوس مورد استفاده ريزنمونه

شماره محيط 
  كشت

 ريزنمونه هاي رشد گياهيتنظيم كننده
2,4-DKin BAP 

 بذر - 5/0  1 1
 ساقه 1 -  2 2
 بذر 5/0 -  1 3
 بذر 5/0 -  2 4
 برگ 5/0 -  1 5
 بذر - 5/0  4  6

هاي آزمايش: طرح آزمايشي و تجزيه و تحليل آماري
-زايي و باززايي بهكالوسمربوط به تيمارهاي ضدعفوني، 

صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي با سه تكرار 
گيري تاكسول اي و اندازهشيشهتكثير درون. انجام گرفت

. صورت طرح كاملاً تصادفي با سه تكرار انجام شدبه
  19افزارها با نرممحاسبات آماري و تجزيه و تحليل داده

SPSS ستفاده از آزمون دانكن در و مقايسه ميانگين با ا
  .درصد انجام گرفت 5سطح احتمال 

  نتايج
اثر : اهضدعفوني ريزنمونه مناسب روش تعيين
بر نوع ريزنمونه  و هيپوكلريت سديم هاي مختلف غلظت

هاي زنده ريزنمونه داراي آلودگي قارچي، درصد ريزنمونه
و برهمكنش اي شده هاي قهوهغيرآلوده، درصد ريزنمونه

- بر ريزنمونه داراي آلودگي قارچي و درصد ريزنمونه آنها

دار بود در سطح احتمال يك درصد معني شدهايهاي قهوه
 ).4جدول (

نتايج حاصل از مقايسه ميانگين نشان داد كه درصد آلودگي 
داري هاي برگ و ساقه بطور معنيقارچي در ريزنمونه

 بيشتر از ريزنمونه بذري بوده و از طرف ديگر درصد
داري بيشتر از هاي زنده غيرآلوده بذري بطور معنيريزنمونه
  ).5جدول (هاي برگ و ساقه بود ريزنمونه

  هاي فندقتجزيه واريانس تاثير تيمارهاي مختلف ضدعفوني بر ميزان آلودگي و پاسخ رشدي ريزنمونه -4جدول 
درجه  منابع تغيير

  آزادي
  ميانگين مربعات

  شدهايريزنمونه قهوه  ريزنمونه زنده و غيرآلوده قارچيريزنمونه داراي آلودگي
  513/64**  06/2863** 24/11848** 2  تيمار ضدعفوني

  744/5**  9/3243**  21/1141**  2  ريزنمونه
  ns47/34  **010/1 5/282** 4 ريزنمونه× تيمار ضدعفوني 
  161/0  502/113  62/25  18  خطا
  16/6  64/32  7/10  -  )درصد(ضريب تغيير 

  دارغيرمعني:  nsدرصد؛  1دار در سطح احتمال معني:  **         

هاي زنده غيرآلوده در ريزنمونه بيشترين درصد ريزنمونه
 33/68(درصد  5/2هيپوكلريت سديم با ضدعفوني بذر و 
 33/58(درصد  5، و همچنين هيپوكلريت سديم )درصد
 100( بيشترين درصد آلودگي قارچي. مشاهده شد) درصد

هاي زنده و همچنين كمترين ريزنمونه )درصد 97درصد و 
با ضدعفوني  در )درصد 33/3صفر درصد و ( غيرآلوده و

هاي برگ ترتيب در ريزنمونهو ب درصد 1هيپوكلريت سديم 

در  آلودگي قارچي كمترين درصد. مشاهده شدو ساقه 
در و بترتيب  درصد 5ضدعفوني هيپوكلريت سديم  تيمار

 )درصد 33/13( ساقه و )درصد 66/11( بذر ريزنمونه
شده در تيمار ايهاي قهوهبيشترين ريزنمونه. مشاهده شد

درصد و بترتيب در  5ضدعفوني هيپوكلريت سديم 
- به) درصد 50(و ساقه ) درصد 66/57(هاي برگ ريزنمونه

  ).5جدول (دست آمد 
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شده و داراي آلودگي قارچي در تيمارهاي ضدعفوني مختلف ايو غيرآلوده، قهوههاي زنده اثر غلظت هيپوكلريت سديم بر درصد ريزنمونه -5جدول 
  ايهاي فندق در شرايط درون شيشهريزنمونه

 ريزنمونه داراي آلودگي قارچي نوع ريزنمونه  تيمار ضدعفوني
  )درصد(

  ريزنمونه زنده و غيرآلوده
  )درصد(

  شدهايريزنمونه قهوه
  )درصد(

   g66/11 ab 33/58   b00/30  بذر درصد 5هيپوكلريت سديم 
  ef66/21  de66/20   a66/57  برگ
  fg33/13  cd66/36   a00/50  ساقه

  e33/27 a 33/68   c33/4  بذر درصد 5/2هيپوكلريت سديم 
  d00/40  cd89/29   b11/30  برگ
  c13/51  bc2/42   c66/6  ساقه

  b88/63  cd44/34   c66/1  بذر درصد 1هيپوكلريت سديم 
  a00/100  f00/0   c00/0  برگ
  a00/97  ef33/3   c00/0  ساقه

  داري با يكديگر ندارنداختلاف معني% 5هاي داراي حروف مشترك، براساس آزمون دانكن در سطح احتمال ميانگين      

هاي مختلف تحت تاثير زايي ريزنمونهكالوس: زاييكالوس
 D ،NAA ،Kin-2,4( هاي رشد گياهي مختلفكنندهتنظيم

هاي در اكثر محيط. بررسي قرار گرفت مورد )BAPو 
 4تا  3 بعد از گذشت برگ و ساقههاي ريزنمونهكشت 

روز،  15تا  10 هاي بذر بعد از گذشتهفته و ريزنمونه
 )از ناحيه برشي معمولاً(و توليد كالوس  آماسشروع به 

ها هنتايج حاصل از تجزيه واريانس داد). 1شكل (نمودند 
هاي رشد كنندهتنظيمتاثير تركيبات نشان داد كه ) 6جدول (

درصد  ها برو اثر متقابل بين آننوع ريزنمونه  ،گياهي
 درصد 1زايي و وزن تر كالوس در سطح احتمال كالوس
نمونه  ريز زاييطور كلي درصد كالوسبه .دار استمعني

وزن تر  كهبود، درحالي برگ و ساقه بيشتر از ريزنمونه بذر
هاي برگ و كالوس در ريزنمونه بذر بيشتر از ريزنمونه

نتايج حاصل از مقايسه ميانگين  ).7جدول ( بودساقه 
زايي ريزنمونه بذر داد كه درصد كالوسنشان ) 7جدول (

داري بيشتر از بطور معني D-2,4هاي داراي در محيط
 بطوريكه بيشترين درصد. بود NAAهاي داراي محيط
-حاوي يك ميلي MS در محيط) درصد 100(ايي زكالوس

 ، محيطKinگرم در ليتر ميلي 5/0و  D-2,4گرم در ليتر 
MS 2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي-D  گرم در ميلي 5/0و

و  D-2,4گرم در ليتر حاوي دو ميلي MS ، محيطBAPليتر 
گرم حاوي دو ميلي MS ، محيطKinگرم در ليتر يك ميلي
 MS ، محيطBAPگرم در ليتر ميلي 5/0و  D-2,4در ليتر 

گرم در و يك ميلي D-2,4گرم در ليتر حاوي دو ميلي
-2,4گرم در ليتر حاوي چهار ميلي MS و محيط  BAPليتر

D گرم در ليتر و يك ميليBAP بيشترين . مشاهده گرديد
در ريزنمونه ) گرم 59/2و  68/2، 48/2(وزن تر كالوس 

و  D-2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي  MSهايبذر و محيط
گرم حاوي دو ميلي MS ، محيطKinگرم در ليتر ميلي 5/0

 MS و محيط BAPگرم در ليتر ميلي 5/0و  D-2,4در ليتر 
گرم در ميلي 5/0و  D-2,4گرم در ليتر حاوي چهار ميلي

 ).7جدول (مشاهده شد  Kinليتر 

نوان شاخصي عدر اغلب مطالعات از وزن تر كالوس به
در . شودگيري ميزان رشد كالوس استفاده ميبراي اندازه

 522/0(كالوس ) وزن تر(ريزنمونه برگ بيشترين عملكرد 
گرم حاوي يك ميلي MS بترتيب در محيط) گرم 41/0و 

يا  BAPگرم در ليتر ميلي 5/0در تركيب با  D-2,4در ليتر 
 675/0(ساقه ولي در ريزنمونه  Kinگرم در ليتر ميلي 5/0

و  D-2,4گرم در ليتر حاوي دو ميلي MSدر محيط ) گرم
  ).7جدول (مشاهده گرديد  BAPگرم در ليتر يك ميلي
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-ميلي 5/0و  D-2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي MSهاي بذر در محيط زايي ريزنمونهشروع كالوس) اي فندق؛ الفشيشهزايي درونكالوس -1شكل 

حاوي يك  MSهاي برش ريزنمونه بذر دو هفته پس از كشت در محيط كالوس ايجاد شده در محل) روز پس از كشت؛ ب BAP ،10گرم در ليتر 
و  D-2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي MSهاي حاصل از ريزنمونه بذر در محيط كالوس) ؛ جBAPگرم در ليتر ميلي 5/0و  D-2,4گرم در ليتر ميلي

-ميلي 5/0و  D-2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي MSزايي ريزنمونه ساقه در محيط شروع كالوس) ، سه هفته پس از كشت؛ دKinگرم در ليتر يميل 5/0

- و يك ميلي D-2,4گرم در ليتر حاوي دو ميلي MSهاي حاصل از ريزنمونه ساقه در محيط كالوس) سه هفته پس از كشت؛ ه و و BAPگرم در ليتر 

) ؛ ح و طBAPگرم در ليتر ميلي 5/0و  D-2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي MSزايي ريزنمونه برگ در محيط شروع كالوس) ؛ زBAPليتر  گرم در
  .BAPگرم در ليتر ميلي 5/0و  D-2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي MSهاي حاصل از ريزنمونه برگ در محيط كالوس

 

 هاي رشد گياهي مختلفكنندهتحت تاثير تنظيم هاي فندقايي و وزن تر كالوس ريزنمونهزتجزيه واريانس درصد كالوس -6جدول 

  ميانگين مربعات  درجه آزادي  منابع تغيير
  وزن تر كالوس  زاييدرصد كالوس

  708/12**  454/3763**  24  هاي رشد گياهي كنندهتنظيم

  343/191**  222/11976** 2 نوع ريزنمونه
  396/7**  634/1160** 48 نوع ريزنمونه×د گياهيهاي رش كنندهتنظيم

  039/0  463/513  150  خطا
  1/6  36/28 - )درصد(ضريب تغيير

  درصد 1دار در سطح احتمال معني: **                     

 ج ب الف

 و ه د

 طح  ز
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  ي ريزنمونه هاي بذر، برگ و ساقهزايوزن تر كالوس و درصد ريشه ،زاييبر درصد كالوسهاي رشد گياهي  كنندهتنظيماثر نوع ريزنمونه و  -7جدول 

- درصد ريشه  )gr(وزن تركالوس  زاييدرصد كالوس )mg/l(رشد گياهيكنندهتنظيم  ريزنمونه

زايي 2,4-D  NAAKin BAP 

  بذر

1  - 5/0 - a100 48/2  -  
1  - 1 - ab66/91  529/1  -  
1  - - 5/0 a100  04/2  -  
1  - - 1 abcdef10/61  67/0  -  
2  - 5/0 - abcd66/71  765/0  -  
2  - 1 - a100  584/0  -  
2  - - 5/0 a100  681/2  -  
2  - - 1 a100  466/1  -  
4  - 5/0 - abcd77/77  594/2  -  
4  - 1 - abc88/88  01/2  -  
4  - - 5/0 abc88/88  287/1  -  
4  - - 1 a100  466/1  -  
-  1 5/0 - efgh25  359/0  -  
-  1 1 - gh33/8  026/0  -  
-  1 - 5/0 abcd22/72  3/0  -  
-  1 - 1 bcdefg33/83  045/0  -  
-  2 5/0 - efgh22/22  088/0  -  

  -  2 1 - cdefg44/44  829/0  -  
  -  2 - 5/0 abcde66/66  187/0  -  
  -  2 - 1 bcdefg50  266/0  -  
  -  4 5/0 - cdefg44/44  226/0  -  
  -  4 1 - abcd66/86  22/1  -  
  -  4 - 5/0 efgh55/55  866/0  -  
  -  4 - 1 abcdef11/61  619/0  -  
  -  - - - fgh66/16  003/0  -  
  1  - 5/0 - a100  41/0  -  
  1  - 1 - a100  276/0  -  
  1  - - 5/0 a100  522/0  -  
  1  - - 1 a100 363/0 -  
  -  100a 126/0 - 5/0 -  2  برگ
  2 -1- a100   193/0  - 

  2 --5/0 ab66/91   136/0  - 

  2 --1 a100   341/0  - 

  4 -5/0- a100   247/0  - 

  4 -1-ab44/94 154/0  - 
  4 --5/0abc88/88 286/0  - 
  4 --1abcde66/66 215/0  - 
  - 15/0- a100   153/0  20 
  - 11- a100   069/0  20 
  - 1-5/0 abcd95/80   119/0  - 
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  - 1-1abcde66/66   136/0  - 

a100   208/0 -25/0 -  برگ  - 

  - 21- a100   146/0  40 

  - 2-5/0 abc88/88   314/0  - 

  - 2-1 abc88/88   11/0  - 

  - 45/0- a100   37/0  - 

  - 41- a100  375/0  66/16  

  - 4-5/0 a100   133/0  - 

  - 4-1 a100   156/0  - 

  - ---h0  0 - 
  1 -5/0-a100  138/0  - 
  1 -1-a100  086/0  - 

  1 --5/0100a 115/0  - 
  1 --1a100 063/0  - 
  2 -5/0-ab66/91 129/0  - 
  2 -1-a100 058/0  - 
  2 --5/0a100 112/0  - 
  2 --1a100 675/0  - 
  4 -5/0-a100 12/0  - 
  4 -1-bcdefg07/49 214/0  - 
  4 --5/0 abc88/88  125/0  - 
abcdef55  108/0 1-- 4  ساقه  - 
  - 15/0- a100  095/0  - 
  - 11- abcdef33/58  12/0  - 

  - 1-5/0 abcde66/66   1/0  - 

  - 1-1 a100   056/0  - 

  - 25/0- defgh66/41   048/0  - 
  - 21- a100   133/0  - 

  - 2-5/0 abcd33/83   144/0  - 

  - 2-1 abcd55/55   11/0  - 

  - 45/0- abcd33/83   241/0  - 

  - 41- a100   112/0  - 

  - 4-5/0 a100   119/0  - 

  - 4-1 a100   108/0  - 

  - --- h0   0 - 

  LSD  316/0   

  داري با يكديگر ندارنداختلاف معني% 5هاي داراي حروف مشترك، براساس آزمون دانكن در سطح احتمال ميانگين   

زايي زايي در برخي از تيمارها ريشهدر آزمايش كالوس
از جمله اين ). 2شكل (نابجا از ريزنمونه برگ مشاهده شد 

گرم حاوي يك ميلي MSتوان به محيط كشت تيمارها مي
گرم ، يك ميليKinگرم در ليتر ميلي 5/0و  NAAدر ليتر 
در گرم ، دو ميليKinگرم در ليتر و يك ميليNAA در ليتر 

گرم در ، چهار ميليKinگرم در ليتر و يك ميلي NAAليتر 

 20كه بترتيب  Kinگرم در ليتر و يك ميلي NAAليتر 
زايي درصد ريشه 66/16درصد و  40درصد،  20درصد، 

اين ). 7جدول (ها مشاهده شد، اشاره نمود نابجا در آن
 NAA رشد هايكنندهتنظيمدهد كه تركيب نتايج نشان مي

  .بجا در ريزنمونه برگ موثر هستندنا در القاء ريشه Kinو 
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) ؛ ب و جKinگرم در ليتر همراه يك ميليبه NAAگرم در ليتر دو ميلي )حاوي الف MS آمده از ريزنمونه برگ در محيطوجودهاي بهريشه -2شكل 

  پس از كشتسه هفته  Kinگرم در ليتر ميلي 5/0همراه به NAAگرم در ليتر يك ميلي

- هاي كشت بههاي بذري در برخي از محيطدر ريزنمونه

بر آن، ساقه يا ريشه و يا هر دو جاي توليد كالوس يا علاوه
نتايج حاصل از تجزيه واريانس ). 3شكل (رشد كردند 

 هاي رشد گياهيكنندهتنظيمكه بين نشان داد ) 8جدول (

ذري دهي ريزنمونه بدهي و ريشهنظر ساقهمختلف از 
داري در سطح احتمال يك درصد وجود اختلاف معني

  .دارد

 
و يك  NAAگرم در ليتر حاوي يك ميلي MSدهي در محيط كشت ساقه) الف. اي ريزنمونه بذري فندقشيشهدهي دروندهي و ساقهريشه -3شكل 
  .روز پس از كشت BAP 10گرم در ليتر ميلي 5/0و  NAA گرم در ليترحاوي دو ميلي MSمحيط كشت دهي در ريشه) ؛ بBAPگرم در ليتر ميلي

  هاي رشد گياهي مختلفكنندهدهي ريزنمونه بذري در تنظيمدهي و ريشهتجزيه واريانس ساقه -8جدول 

  درجه آزادي  منابع تغيير
  ميانگين مربعات

  دهيريشه دهيساقه
  207/1** 369/0** 24 هاي رشد گياهيكنندهتنظيم

  065/0 145/0 50 خطا
  37/22 45/51 - )درصد(ضريب تغيير

  درصد 1دار در سطح احتمال معني: **

 MSجز محيط كشت به ،D-2,4هاي حاوي در محيط كشت
گرم در ليتر و يك ميلي D-2,4گرم در ليتر حاوي يك ميلي

Kin هاي مشاهده نشد ولي در تمام محيط زايي رشد ريشه
يد كه بيشترين آن دهي مشاهده گردريشه NAAحاوي 

گرم در حاوي يك ميلي MSدر محيط كشت ) درصد 100(

و محيط كشت  BAPگرم در ليتر و يك ميلي NAAليتر 
MS گرم در ليتر حاوي دو ميليNAA  گرم در ميلي 5/0و
 MSدر محيط كشت  درصد 66/91و همچنين  BAPليتر 

گرم در ليتر ميلي 5/0و  NAAگرم در ليتر حاوي يك ميلي
Kin 4شكل (دست آمد به.(  

 جب الف

 الف
 ب
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هاي داراي حروف ميانگين( هاي رشد گياهي مختلفكنندهاي در تنظيمشيشهدهي ريزنمونه بذري فندق در شرايط دروندهي و ريشهساقه -4شكل 

  )ارندداري با يكديگر نددرصد اختلاف معني 5مشترك، براساس آزمون دانكن در سطح احتمال 
دهي با درصد زايي و ريشهدهي در مقايسه با كالوسساقه

بيشترين . مشاهده شدNAA حاوي هاي كمي در محيط
حاوي  MSدر محيط كشت ) درصد 100(دهي ميزان ساقه
 BAPگرم در ليتر و يك ميلي NAAگرم در ليتر يك ميلي

 گياهي كننده رشدتنظيمفاقد  MSدر محيط . مشاهده گرديد
دهي مشاهده دهي و ساقهريشه درصد 66/16نيز ) شاهد(

 موثرو تحريك بهتر با NAA توان گفت مي). 4شكل (شد 
ها در مرحله رشد در مرحله القاي ريشه باعث رشد بهتر آن

دهي را بر ريشه NAAاثر مثبت  اين علت. گرددريشه مي

توان به تاثير آن در تحريك تقسيم اولين سلول آغازگر مي
  ).18(بوط دانست ريشه مر

هاي كشت شده به محيطهاي منتقلدر كالوس: باززايي
 MSداراي سايتوكينين در محيط كشت و فاقد اكسين 

شبيه به (اشكال متورمي BAP  گرم در ليترميلي 5/0حاوي 
) 5شكل (مشاهده شد تشكيل و ) جنينيساختارهاي پيش

ن توليد جنين سوماتيكي، اندام ساقه يا ريشه در آ ولي
  .صورت نگرفت

  
پس از ) ج(، ساقه فندق )ب(، برگ )الف(هاي بذر هاي حاصل از ريزنمونهجنيني روي كالوستشكيل ساختارهاي كروي شكل شبه پيش -5شكل 

  BAP گرم در ليترميلي 5/0حاوي  MSانتقال به محيط 
نشان داد كه ) 6شكل (نتايج حاصل از مقايسه ميانگين 

 2/1(وس و در نتيجه وزن تر كالوس بيشترين رشد كال
 2/0حاوي  MSمحيط كشت در ريزنمونه بذر و ) گرم
و  584/0(و كمترين وزن تر كالوس  BAP گرم در ليترميلي

بترتيب در ريزنمونه برگ در محيط كشت ) گرم 595/0
MS  گرم در ليترميلي 5/0حاوي BAP  و ريزنمونه ساقه در

وجود  Kin در ليترگرم ميلي 2/0حاوي  MSمحيط كشت 
  .دارد

 ج ب  الف
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هاي داراي حروف مشترك، براساس ميانگين( هاي فاقد اكسينهاي مختلف فندق پس از انتقال به محيطرشد كالوس حاصل از ريزنمونه -6شكل 

  )داري با يكديگر ندارنددرصد اختلاف معني 5آزمون دانكن در سطح احتمال 

هاي تك گره پس از آن كه ريزنمونه: ايشيشهتكثير درون
 رشد گياهي هايكنندهتنظيمهاي داراي تركيبات در محيط

هاي رشدي مورد نظر براي رشد و تكثير قرار گرفتند، پاسخ
بطوريكه برخي ريشه و برخي ساقه . متفاوتي ايجاد نمودند

). 7شكل (و برگ توليد كردند و يا هر دو را نشان دادند 
نشان داد ) 9جدول (ها حاصل از تجزيه واريانس دادهنتايج 

مختلف از نظر  رشد گياهي هايكنندهتنظيمكه بين تركيبات 

دار زايي و تعداد برگ رشدكرده اختلاف معنيدرصد ريشه
 5هاي داراي رشد طولي بيش از  گياهچه. وجود دارد

هاي كاملا توسعه يافته، از محيط  متر و حاوي برگ سانتي
- اي خارج شده و پس از انتقال به گلدان مرحلهشيشهدرون

 -7شكل (ي سازگاردهي با محيط طبيعي صورت گرفت 
  ).ه

  
حاوي دو  MSشده روي محيط هاي كشتدهي و رشد ريشه در ريزنمونهريشه) الف و ب. هاي تك گره فندقاي ريزنمونهشيشهرشد درون -7شكل 
حاوي  MSشده روي محيط هاي كشتهاي تازه در ريزنمونهرشد ساقه و توليد برگ) ؛ ج و دKinدر ليتر  گرمميلي 5/0و  NAAگرم در ليتر ميلي

  .اي پس از سازگارسازييافته به شرايط گلخانهگياهچه انتقال) ؛ هIBAگرم در ليتر ميلي 05/0و  BAPگرم در ليتر پنج ميلي
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  هاي رشد گياهي مختلفكنندههاي حاوي تنظيمهاي تك گره فندق در محيطده ريزنمونهشگيريهاي رشدي اندازهميانگين مربعات شاخص -9جدول 

  ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغيير
  دهيدرصد ريشه  تعداد برگ

  410/1480**  54/3** 15 هاي رشد گياهيكنندهتنظيم
  240/94  521/0 32  خطا
  24/46  19/46 - )درصد(ضريب تغيير 

  درصد 1ار در سطح احتمال دمعني: ** 

) درصد 55/55درصد و  22/72(زايي بيشترين درصد ريشه
گرم حاوي دو يا چهار ميلي MSبترتيب در محيط كشت 

 Kinگرم در ليتر ميلي 5/0در تركيب با  و NAAدر ليتر 
 TDZهاي كشت حاوي در حاليكه در محيط. مشاهده شد

ي كشت حاوي هاو محيط IBAتنهايي يا در تركيب با به
BAP )گرم در ليتردو ميلي ( وIBA )گرم در ليترسه ميلي (

در محيط . زايي مشاهده نشدبه تنهايي هيچ گونه ريشه
زايي مشاهده درصد ريشه 66/6تنها  كننده رشدتنظيمبدون 
-بر ريشه Kinرفته تاثير كارهاي بهدر بين سايتوكنين. شد

شكل (بود  TDZ و BAPداري بيشتر از زايي بطور معني
8.(  

  
هاي داراي حروف مشترك، براساس ميانگين(هاي رشد گياهي مختلف كنندهفندق در تنظيم هاي تك گرهزايي ريزنمونهميانگين درصد ريشه -8شكل 

  )داري با يكديگر ندارنددرصد اختلاف معني 5آزمون دانكن در سطح احتمال 
حاوي  MSدر محيط رشد كرده  داد برگ تازهبيشترين تع

-ميلي 05/0همراه به BAPگرم در ليتر ميلي 5/7و  5، 5/2

گرم در ليتر ميلي 5/2حاوي  MSو محيط  IBAگرم در ليتر 
TDZ  گرم در ليتر ميلي 05/0وIBA در محيط . دست آمدبه
MS  گرم در ليتر ميلي 05/0حاويIBA  و محيطMS  بدون
با ). 9شكل (اي رشد نكرد هيچ برگ تازه رشد كنندهتنظيم

 5/7و  5گرم در ليتر به ميلي 5/2از  TDZافزايش غلظت 

داري ها بطور معنيگرم در ليتر رشد ساقه و تعداد برگميلي
هاي حاوي در حاليكه در محيط كشت. كاهش يافته است

BAP  5/7و  5گرم در ليتر به ميلي 5/2با افزايش غلظت از 
هاي تازه رشدكرده افزايش رم در ليتر تعداد برگگميلي

دار نبود معني يافت، هر چند كه اين افزايش از نظر آماري
  ).9شكل (
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راي حروف مشترك، هاي داميانگين(مختلف  هاي رشد گياهيكنندهتنظيم در فندق گرههاي تكتعداد برگ تازه رشد كرده از ريزنمونه ميانگين -9 شكل

  )داري با يكديگر ندارنددرصد اختلاف معني 5براساس آزمون دانكن در سطح احتمال 

نتايج تجزيه واريانس نشان داد : گيري تاكسولاندازه
كه بين تيمارهاي مورد بررسي از نظر ميزان ) 10جدول (

داري اختلاف معني در سطح احتمال يك درصد تاكسول
  .وجود دارد

- ها و تنظيمتجزيه واريانس مقدار تاكسول در ريزنمونه - 10جدول 

  هاي رشد گياهي مختلفكننده

 ميانگين مربعات درجه آزادي  منابع تغيير
 392/7** 5  تيمار
 642/0 6  خطا
 53/14   )درصد(ضريب تغيير 

  درصد 1دار در سطح احتمال معني:  **

 29/7و  92/7بيشترين مقدار تاكسول با مقادير  طوريكهب
 16/29و  68/31و عملكرد ويژه  گرم در ليترميلي

هاي بترتيب در كالوس ر گرم وزن تر كالوسدميكروگرم 
حاوي  MSحاصل از ريزنمونه بذر و برگ در محيط كشت 

گرم در ليتر ميلي 5/0همراه به D-2,4گرم در ليتر ميلي يك
BAP 97/2با ميانگين ( كمترين مقدار تاكسول. دست آمدبه 
ر گرم دميكروگرم  88/11گرم در ليتر و عملكرد ويژه ميلي

نيز در كالوس حاصل از ريزنمونه بذر  )وزن تر كالوس
 D-2,4گرم در ليتر ميلي 4حاوي  MSمحيط كشت  روي
جدول ( مشاهده شد Kinگرم در ليتر ميلي 5/0همراه به

11(.  
  هاي رشد گياهي مختلف محيط كشتكننده، در حضور تنظيمهاآمده در  عصاره ريزنمونهدستميانگين تاكسول به - 11جدول 

شماره محيط 
  كشت

  غلظت تاكسول ريزنمونه هاي رشد گياهيكنندهتنظيم
  )گرم در ليترميلي( 

  عملكرد ويژه
 DKin BAP-2,4  )ميكروگرم در گرم كالوس( 

  bc91/4   bc64/19  بذر - 5/0 1 1
  b15/5   b6/20   ساقه  1  -  2 2
  بذر 5/0 - 1 3

a92/7   
a68/31  

  بذر 5/0 - 2 4
bc86/3   

bc44/15  
  a29/7   a16/29   برگ  5/0  -  1 5
  بذر - 5/0 4 6

c97/2   
c88/11  

  داري با يكديگر ندارنداختلاف معني% 5هاي داراي حروف مشترك، براساس آزمون دانكن در سطح احتمال ميانگين
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  بحث
كه براي  دادان هاي مختلف نشنتايج ضدعفوني ريزنمونه

حصول نتيجه مطلوب بسته به ريزنمونه مورد استفاده بهتر 
. هاي بهينه هيپوكلريت سديم استفاده شود است غلظت

بطوريكه در ريزنمونه برگ و ساقه هرچند در ضدعفوني 
هاي داراي درصد، درصد ريزنمونه 5با هيپوكلريت سديم 

تر اسآلودگي قارچي كمتر است ولي با توجه به بافت حس
ها اين تيمار باعث ايجاد سوختگي و از بين رفتن آن

شده بيشتر ايهاي قهوهريزنمونه شده و درصد ريزنمونه
درصد  5/2بنابراين ضدعفوني هيپوكلريت سديم . است

هاي در ريزنمونه بذر درصد ريزنمونه. باشدتر ميمناسب
درصد  5شده در ضدعفوني هيپوكلريت سديم  ايقهوه

داري درصد ولي بطور معني 5/2ز هيپوكلريت سديم بيشتر ا
بر اين، بين علاوه . هاي برگ و ساقه بودكمتر از ريزنمونه

درصد از نظر درصد  5درصد و  5/2هيپوكلريت سديم 
داري وجود ريزنمونه زنده و غيرآلوده بذر تفاوت معني

نداشته و درصد آلودگي قارچي در تيمار ضدعفوني 
داري كمتر از درصد بطور معني 5هيپوكلريت سديم 

درصد بود، بنابراين تيمار ضدعفوني  5/2هيپوكلريت سديم 
-تر بهدرصد در ريزنمونه بذر مناسب 5هيپوكلريت سديم 

  ).5جدول (رسد نظر مي

هاي برگ و ساقه در تمام تركيبات زايي در ريزنمونهكالوس
 MSجز محيط به مورد استفاده هاي رشد گياهي كنندهتنظيم

گرم در و يك ميلي D-2,4گرم در ليتر حاوي چهار ميلي
و  NAAگرم در ليتر درصد و دو ميلي 07/49با  Kinليتر 

درصد در ريزنمونه  66/41با  Kinگرم در ليتر ميلي 5/0
هاي رشد گياهي، كه  كنندهبدون تنظيم MSساقه و محيط 

زايي مشاهده نشد، در بقيه تيمارها هيچ كالوس در آن
درصد نداشت  100داري با زايي تفاوت معنيرصد كالوسد

كالوس تفاوت زيادي بين ) وزن تر(ولي از نظر عملكرد 
هاي رشد كنندهتنظيم). 7جدول (تيمارها وجود داشت 

گياهي مورد استفاده يكي از عوامل بسيار مهم است كه 

 هاي گياه در شرايط درونزايي و رشد سلولكالوس
دهد ولي نوع و غلظت اثير قرار مياي را تحت ت شيشه

موردنياز براي هر گياه و يا حتي براي هر ژنوتيپ بايد 
هاي مورد در اين تحقيق، در بين اكسين. سازي شودبهينه

در مقايسه با  BAPيا  Kinدر تركيب با  D-2,4استفاده، 
ها شرايط مساعدتري را با اين سايتوكنين NAAتركيب 

براي . هاي فندق مهيا كردير سلولبراي القاء تقسيم و تكث
ها و همچنين موقع انتقال زايي سلولتقسيم و ريخت

حضور  Mبه  G2و از مرحله  Sبه  G1ها از مرحله سلول
در گياهان مختلف . ها لازم استها و سايتوكينيناكسين

ها ترين عامل در القاي كالوس اكسينگزارش شده كه مهم
. نمايندقش را تسهيل ميها اين نهستند و سايتوكنين

- ها با تحريك اسيدي شدن ديواره سلولي انبساطاكسين

همچنين . دهندآن را افزايش مي )extensibility( پذيري
هاي هاي رمزكننده پروتئينmRNAها رونويسي اكسين

ها نيز از سايتوكنين. كننددخيل در رشد سلولي را القاء مي
هاي دوك، ير در رشتههاي درگطريق تنظيم توليد پروتئين

دهند طور مستقيم چرخه سلولي را تحت تاثير قرار ميبه
)26 ،32 ،31.(  

-وسكال طيشرا يبا هدف بررس )1(ابراهيمي و همكاران 

هاي دمبرگ و جوانه زنمونهيربا استفاده از در فندق  ييزا
را  BAو  D،2-4 هاي مختلفغلظت بيترك، فندق يجانب

هاي كنندهتنظيمكه تمام دند بررسي نموده و گزارش كر
جوانه  ييازلوسرا روي كا ريحداكثر تاثرشد گياهي 

 5/0هاي ماريوزن تر و خشك در ت نيشتريب. داشتند
 ترير لد گرميليم 5/0با  بيدر ترك D،2-4 ترير لد گرم يليم

BA نيز در مطالعه ) 4(رضانژاد و طراحي  .دست آمدهب
بيان كردند كه ) .Rosa gallica L(زايي رز گاليكا  كالوس

هاي رشد در توليد كالوس كنندهنوع، غلظت ونسبت تنظيم
براي  BAPگرم در ليتر ميلي 3تا  2موثر هستند و نسبت 

. هاي مختلف موثر بودندزايي جداكشتتحريك كالوس
تحقيق حاضر نيز همانند نتايج مطالعات ديگر مانند گيبسون 

شت سلولي سرخدار در ك) 13(و فرنس ) 14(و همكاران 
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نشان در كشت سلولي فندق ) 7(و بستوسو و همكاران 
  اكسين گروه هاي رشد گياهيكنندهتنظيم تركيب دهد كه مي
، تحريك تقسيم و تكثير زدايي در تمايز D-2,4 ويژهبه

همراه با و  كالوس نقش مهمي دارند و توليد سلولي
 فندقوس در توليد و رشد كال BAPها از جمله  كينينويتاس

  .تر هستندمؤثر

اي نشان داد كه حضور شيشهنتايج حاصل از تكثير درون
NAA همراه بهKin در محيط كشت موجب تحريك ريشه -

. كنندگردد ولي تعداد برگ كمتري را ايجاد ميزايي مي
 BAPدر غلظت كم در كنار غلظت بالاي  IBAحضور 

از  بيشترين تاثير را در رشد ساقه و توليد برگ تازه
اين در حالي است كه در . شتهاي تك گره داريزنمونه

با همان غلظت هيچ برگي  IBAمحيط كشت حاوي فقط 
ها ريشه توليد درصد از ريزنمونه 42توليد نشده و حدود 

در محيط كشت حاوي فقط ). 9و  8هاي  شكل(نمودند 
BAP تنهايي نيز اگرچه برگ رشد كرده ولي كمتر از به

-نظر ميبه. بوده است IBAدر تركيب با هنگامي است كه 

در تحريك و رشد ساقه و ايجاد برگ  BAPاثر  IBAرسد 
اي نيز در مطالعه) 10(داميانو و همكاران . كندرا تقويت مي

هاي مختلف فندق در ايتاليا گزارش كردند دو روي رقم
براي  IBAگرم در ليتر ميلي 01/0و  BAPگرم در ليتر ميلي

همچنين پيوندي و . باشدايي مناسب ميزمرحله شاخه
در ريزازديادي گياه اسطوخودوس ) 3(همكاران 

)Lavandula vera (ها بيان كردند كه سرعت رشد ريزنمونه
داري را نشان افزايش معني  BAPدر محيط كشت داراي 

ها و جداكشت داده است و موجب افزايش در تعداد نوساقه
ل مستقيم يا غيرمستقيم ها در تشكيسايتوكنين .شده است

- در تركيب با اكسين ند و معمولاًهست شاخساره بسيار موثر

طور هتعادل بين اكسين و سايتوكنين ب. روندكار ميهها ب
هاي گياهي و همچنين در گياه  سلولزايي ريختمعمول در 

  ).32و  31(كامل نقش بسيار مهمي دارد 

لوس و كشت هاي كاهاي ثانويه در سلولتوليد متابوليت
سوسپانسيون تحت تاثير عوامل مختلفي مانند ژنوتيپ 

هاي كنندهويژه از نظر تنظيمها، تركيب محيط كشت بهسلول
در مطالعه ). 2(گيرد رشد گياهي و شرايط رشد قرار مي

حاضر، مقايسه ميزان تاكسول در كالوس رشدكرده روي 
- نشان مي D-2,4هاي حاوي سطوح مختلف محيط كشت

- ميزان تاكسول بطور معني D-2,4كه با افزايش غلظت دهد 

نظر دست آمده بهطبق نتايج به. داري كاهش پيدا كرد
و  BAPحاوي  MSرسد كالوس حاصل از محيط كشت مي

براي . كند، تاكسول بيشتري توليد ميD-2,4هاي كم غلظت
مقدار ) 11جدول ( 4و  3مثال در دو محيط كشت شماره 

BAP  2,4با افزايش غلظت ثابت بوده و-D از يك ميلي-

گرم در به دو ميلي 3گرم در ليتر در محيط كشت شماره 
، مقدار تاكسول تقريباً به 4ليتر در محيط كشت شماره 

ي بعدي در همچنين در درجه. نصف كاهش يافته است
يكسان  Kinكه در هر دو غلظت  6و  1هاي شماره محيط

گرم در ليتر به ميلي از يك D-2,4است، با افزايش غلظت 
درصد كاهش  5/39گرم در ليتر مقدار تاكسول چهار ميلي
نشان دادند ) 7(بستوسو و همكاران ). 11جدول (نشان داد 

- هايي براي توليد تاكسول است كه بهكه فندق داراي آنزيم

عنوان يك مسير خاص فقط در جنس سرخدار در نظر 
تجاري توليد عنوان منبع تواند بهشد و ميگرفته مي

هاي كنندهتاثير تنظيم .ها مورد استفاده قرار گيرد تاكسان
رشد گياهي بر ميزان توليد متابوليت ثانويه در مطالعات 

در كشت ) 19(لوو و همكاران . زيادي گزارش شده است
تعاملي مخالف بين متيل  Panax ginsengسلولي 

را گزارش كردند بطوريكه اثرات  D-2,4جاسمونات و 
كننده رشد از محيط دست آمد كه اين تنظيمهينه وقتي بهب

هاي در كشت camptothecinعملكرد  .كشت حذف شد
 Camptothecaهاي كالوس مايع توسعه يافته از كشت

acuminate  كه روي محيط كشتMS  2,4حاوي-D  و
Kin درصد وزن خشك  0025/0وجود آمده بودند حدود به
 NAAحاوي  MSوي محيط ها روقتي كالوس). 29(بود 
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گرم در ميلي 998/0به  camptothecinرشد كردند تجمع 
هاي رشد كنندهدر اكثر موارد غلظت تنظيم). 35(ليتر رسيد 

هاي ثانويه اي در تجمع متابوليتگياهي فاكتور تعيين كننده
نوع و غلظت اكسين يا سايتوكنين يا نسبت ). 11(است 

هاي گياهي كشت شده و اكسين به سايتوكنين رشد سلول
- طور چشمگيري تحت تاثير قرار ميتوليد محصول را به

-در بسياري از موارد مشاهده گرديده كه تنظيم). 20(دهد 

هاي ثانويه مانع توليد متابوليت D-2,4كننده رشد گياهي 
و يا جايگزيني آن با  D-2,4براي مثال، حذف . شودمي

NAA  ياIAA يانين در كشت باعث افزايش توليد آنتوس
، نيكوتين در كشت carota Daucusسوسپانسيون 

، شيكونين در كشت Nicotiana tabacumسوسپانسيون 
، 33، 28(شود مي  Portulaca grandifloraسوسپانسيون

در بيوسنتز  D-2,4با اين وجود، تحريك توسط ). 24
و توليد  Daucus carotaكارتنوئيد در كشت سوسپانسيون 

گزارش شده  Oxolis linearisر كشت كالوس آنتوسيانين د
ها بسته به نوع متابوليت و گونه سايتوكنين). 21، 22(است 

توليد  Kinبراي مثال، . گياهي اثرات متفاوتي دارند
تحريك  Haplopappus gracilusآنتوسيانين را در كشت 

 Populusكند ولي مانع توليد آن در كشت سلول مي
 ).30، 22(شود مي
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Abstract 

In this research, the effects of type and concentration of plant growth regulators (2,4-D, 
NAA, Kin, BAP, IBA, TDZ) on callus induction from different explants, in vitro 
micropropagation of hazelnut via single node explants and also amount of taxol in 
callus were investigated. For this, seed, leaf and stem explants surface sterilized with 
different treatment and cultured on MS medium containing 2,4-D or NAA (1, 2 and 4 
mg/l) in combination with Kinetin and BAP (0.5 and 1 mg/l). In addition, in order to in 
vitro micropropagation, single node explants were prepared and cultured on MS 
medium containing different levels of plant growth regulators. The results indicated that 
the percentage of callus induction from leaf explants was significantly (p≤ 0.01) higher 
than that of seed and stem. The highest percentage of callus induction and fresh weight 
of callus was observed on MS medium containing 2 mg/l 2,4-D and 0.5 mg/l BAP. The 
highest percentage of root induction in single node explants of hazelnut was observed 
on MS medium containing 2 mg/l NAA and 0.5 mg/l Kin and the MS medium 
containing 2 or 4 mg/l NAA and 0.5 mg/l Kin. The highest number of leaves was 
obtained on MS medium containing BAP and 0.05 mg/l IBA and MS medium 
containing 2.5 mg/l TDZ and 0.05 mg/l IBA. The highest content of taxol was observed 
in the calli derived from seed and leaf explants on MS medium supplemented with 1 
mg/l 2,4-D and 0.5 mg/l BAP. 

Key words: Corylus avellana, Micropropagation, Secondary metabolite, Tissue culture 


