
 1395، 2، شماره 29جلد                                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

385 

در گياهان و تغييرات سوماكلونال هاي اكسين و سيتوكينين  مطالعه تغييرات ميزان هورمون
  (.Nicotiana rustica L) توتونباززايي شده و كالوس 

  حمان امام زادهو ر منصور شريعتي، *پور علي اكبر احسان محمد امين طغياني، 
 شناسي دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيستاصفهان، 

  3/10/93 :تاريخ پذيرش  26/3/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

 محيطي هايمحرك به پاسخ تنظيم و نمو رشد، ازجمله حياتي و متعدد هايفرايند كنترل در سيتوكينين و اكسين هاييتوهورمونف
 ديگري،سطح ميزان تواند با تنظيم  هاي اكسين و سيتوكينين ميمشخص شده است كه هريك از هورمون. دارند ثريؤم نقش گياه
گرم در ليتر  ميلي 2 حاوي MS محيط در توتون ي برگهاجداكشت در اين مطالعه .شدباثر ؤزايي ماندام همانندهايي يندابر فر

گرم در ليتر  ميلي 5/0و  NAAگرم در ليتر هورمون  ميلي 1حاوي  MSو محيط كشت ) بنزيل آمينو پورين( BAPهورمون 
هاي اكسين و سيتوكينين ميزان هورمون. هاي القاي باززايي و توليد كالوس قرار گرفتند عنوان محيط ترتيب به به  Kinetinهورمون

اكسين به سيتوكينين در  نسبت .گيري شداندازه 1هاي نسل ها و كالوسترتيب در ماه اول، دوم و سوم پس از باززايي در نوساقه به
كه حاكي از اثرات سريع و ممانعت كننده اكسين در مراحل اوليه رشد بر سنتز و مقدار  تغيير يافته بودزماني سه ماه  بازه
هاي فراينداز طريق تنظيم و تغيير ديگر  "سيتوكينين روي اكسين كند و احتمالا در حالي كه اثرات ممانعت كننده. بودتوكينين سي

كه با توجه به عدم  در گياه شاهد بود تر از مقدار آنپايين كالوس همچنين ميزان اكسين و سيتوكينين در. شد انجامنموي 
توجيه كننده كاهش  شاهد در مقايسه با هاي كالوس و وجود تنها يك منبع هورموني قابل دسترس براي آنهاتمايزيافتگي سلول

  .باشدهورموني مشاهده شده مي

  .كالوستنباكو، سيتوكينين ، گياه اكسين، ، باززايي: هاي كليديواژه

   ehsanpou@sci.ui.ac.ir: پست الكترونيكي،  09131135520: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
حد مطلوب و بهينه اكسين در سلول و انتقال قطبي  حفظ

حياتي و  ،آن در گياه براي شكل گيري الگوهاي نموي
ها نيز همچنين همانند اكسين، سيتوكينين. ضروري مي باشد

-هاي مهمي در رشد و نمو گياهان به شمار ميتنظيم كننده

داراي  هاو سيتوكينين هابه طور مشخص اكسين). 14( آيند
و از  رشد و نمو گياه هستند دروظايف مشخص و مهمي 

قابليت  رشد،به عنوان تنظيم كننده  آنجا كه هر دو هورمون
هاي گياه و داشتن وظيفه سيگنالينگ قسمتبيشتر سنتز در 

اكسين  جهت ميانكنشاز اين  در فرايند نمو دارند، بنابراين
بسيار مورد اي و نمو هاي توسعهينداو سيتو كينين در فر

گيري و حفظ مثال براي شكل به عنوان. استاهميت 
دهند، تعامل  تشكيل ميها كه بنيان كل پيكره گياه را ستميمر

به طور مثال  .)14( لازم است هاو سيتوكينين هااكسين
هاي زيرزميني گياه و بخش هاي هواييقسمت يگيرشكل

 آيندبه وجود ميها مريستمهاي ساقه و به ترتيب از مريستم
هاي نموي يندادر كنترل فر هاو سيتوكينين هااكسين .)16(

در ريشه و ساقه، با يكديگر ايجاد چيرگي راسي همانند 
تحقيقات اخير در زمينه  .دارند تقابل و بر هم كنش

هاي كه ميانكنش است بيوشيميايي و ژنتيكي تصديق كرده
بين اكسين و  هاي سيگنالينگكنش تداخلي و بر هم
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سيتوكينين براي تمايز يابي و حفظ مريستم گياه لازم و 
به  ديگر نيز هاي رايج آزمايش ).14(ضروري مي باشد 

تعادل هورموني بين اكسين و  است كه هخوبي نشان داد
زايي مل اصلي در كنترل انداماسيتوكينين ع

)Organogenesis (باشد مي)هاي قرار دادن جدا كشت .)13
كالوس در معرض نسبت بالاي اكسين به سيتوكينين منجر 
به شكل گيري ريشه و بعكس آن يعني نسبت بالاي 

. شودمي تشكيل نوساقه به اكسين باعث القايسيتوكينين 
اين امر است كه هر  بيانگرهاي ديگر به وضوح پژوهش

تواند سطح هاي اكسين و سيتوكينين مييك از هورمون
هاي مشاهده  يافتهبر اساس . )12و  7(را تنظيم كند  يديگر

كه  توتون تراريختهاي موتانت و گياهان شده از فنوتيپ
، بود القاء شده هامعمول سيتوكينين در آنتوليد بيش از 

زياد در  IAA سنتزهمچنين . كاهش يافته بود IAAمقدار 
منجر به كاهش مخزن سيتوكينين  ترانس ژن شده تنباكو

انجام شده با توجه به مشاهدات . )7و  4، 1(شود گياه مي
كنش اين دو هورمون وجود تعامل و يا تقابل در ميان 

آورد بوجود مي را است و اين فرضيهگياهي با هم محتمل 
ميانكنشي بين اكسين و  هايپياماز  اي پيچيدهكه شبكه

سعي در  پژوهشاين  .)12و 5(سيتوكينين وجود دارد 
و تغييرات مطالعه مقدماتي تغييرات اين دو هورمون 

در هنگام باززايي، تشكيل كالوس و احتمالي سوماكلونال 
ي هامحيط كشت روي غلظتهاي هورمون اثرات احتمالي

هاي باززايي شده نوساقه داخلي اكسين و سيتوكينين در
  .دارد

  مواد و روشها
 كه علفي است گياهي) .Nicotiana  rustica L( توتونگياه 

عدم نياز به هزينه و  بذر فراوان وتوليد به دليل رشد سريع، 
مطالعات براي  ي مناسبمدل ،هاي خاص براي رشد تيمار

براي انجام تمام  .ستيفيزيولوژي گياهكشت بافت و 
 MS مربوطه در اين تحقيق از محيط كشت پايههاي آزمايش

درصد حجم به وزن ساكارز و به  3و  )10(شد استفاده 

براي ( ميلي گرم در ليتر 2به مقدار  BAPطور جداگانه 
ميلي گرم در ليتر به  1به مقدار  NAAو  )القاي باززايي

 لقاي تشكيلبراي ا( Kinetinميلي گرم در ليتر  5/0همراه 
، حجم نهايي كردنافزوده شد و پس از مخلوط ) كالوس

سپس به كمك . ميلي ليتر رسانده شد 1000با آب مقطر به 
NaOH )N 1/0 ( وHCl )N 1/0 (pH  محيط كشت روي

به محيط ) گرم 10حدود (تنظيم گرديد و در آخر آگار  8/5
 250هاي اين محيط كشت به شيشه. كشت اضافه گرديد

ميلي ليتري منتقل و اتوكلاوه شد و بعد از خنك شدن آماده 
  . شدمصرف 

- از جدا كشت) Regeneration(براي ايجاد سيستم باززايي 

-سانتي 1 ابعاد تقريبي كه درتوتون برگ ) explant(هاي 

، تحت شرايط استريل برش زده شده بودند، مربع متر
 MSهاي ها در محيط كشتاين جدا كشت. استفاده شد

بنزيل آمينو ( BAPميلي گرم در ليتر هورمون  2حاوي 
ها  شيشه. قرار گرفتند و به اتاق كشت منتقل شدند) پورين

ساعت  8ساعت روشنايي و  16اي  نور دورهدر شرايط 
ثانيه متر  ومول فوتون برميكر 30تاريكي با شدت تقريبي 

به منظور القاي تشكيل  همچنين. داري شدندمربع نگه
 MSدر محيط كشت  توتونهاي برگ كشتكالوس جدا

ميلي گرم  5/0و  NAAتر هورمون يميلي گرم در ل 1حاوي 
پس از قرار گرفتن . قرار گرفت Kinetinدر ليتر هورمون 

ها به اتاق كشت ها روي محيط كشت، نمونهجدا كشت
 8ساعت روشنايي و  16اي  در شرايط نور دورهو منتقل 

ميكرومول فوتون  30ساعت تاريكي با شدت تقريبي 
   .داري شدندنگهبرثانيه مترمربع 

 براي خالص سازي سيتوكين: و اكسينسنجش سيتوكينين 
 و همكاران Unyayar هاز روش اصلاح شد )زآتين(
دار همچنين براي تعيين سطح مق. شداستفاده  )1996(

تومري هورمون سيتوكنين آزاد سنجش از طريق اسپكتروف
 گرم وزن تر گياه 5/0منظور  بدين. مورد استفاده قرار گرفت

ميلي ليتر از محلول استخراج  15را توزين و با توتون 
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) 5:12: 3(يد آمونيوم هيدروكس ،كلروفروم ،شامل متانول
سپس به محلول همگن . يده شدمخلوط و در هاون ساي

ميلي ليتر آب مقطر اضافه شد و در ادامه فاز  6حاصل 
روي هيتر منتقل  فاز آبي براي تبخير متانول كلروفرم دور و

سپس مقدار . تنظيم گرديد pH 7 در ادامه فاز آبي روي. شد
 فاز اتيلن. ميلي ليتر اتيلن استات به فاز آبي اضافه شد 4

سانتي متر منتقل و  15استات به يك پتري ديش با قطر 
اين . روي هيتر قرار داده شد تا به طور كامل تبخير گردد

ي باقيمانده روي اسپس محتو. شدكار سه مرتبه تكرار 
در يك نرمال شستشو و NaOH ميلي ليتر  1پتري را با 

براي . را جمع و به اپندورف انتقال داده شد NaOHنهايت 
نانومتر تنظيم  260 با اسپكتروفوتومتر طول موجسنجش 
ها از منحني استاندارد براي محاسبه مقدار هورمون .گرديد

تهيه شده براي سيتوكينين استفاده و مقادير بدست آمده 
براي سيتوكينين بر حسب ميكروگرم بر گرم وزن تر ثبت 

   .شد

از روش اصلاح شده  )IAA( براي استخراج اكسين
Mandal  گيرياندازهبراي . )9( استفاده شد همكارانو 
 هانمونه تر بافت گرم 25/0 مقدار هوايي، اندامهاي اكسين
 چيني ونها درون  درصد 80 اتانول ليترميلي 1 در و توزين

به  حاصل محلول. آمد بدست همگن محلولي تا يدهساي
 بدليل( شد ريخته ليتري ميلي 5/1 اپندورف درون

 انجام نور از دور به بايد استخراج اكسين شدن فتواكسيده
 محيط در يك ساعت 24 مدت به مذكور محلول .)بگيرد
 مدت به محلول زمان اين طي از بعد. گرديد آنكوبه تاريك

 ماريدرون بن گراد سانتي درجه 77 دماي در دقيقه 25
 دور در دقيقه 10 مدت به محلول گرفت و در ادامه قرار
rpm 3000 سانتريفيوژ از بعد رويي محلول .شد سانتريفيوژ 

 درب و يافت انتقال آزمايش لوله درون به و شد جدا سازي
 ليتر ميلي 8/0سپس  .شد پوشيده مي  آلومينيو ورقه باها  لوله

 مرحله در هوايي يها اندام يا ريشه از شده استخراج عصاره
 ميلي 6/1سپس . شد ريخته آزمايش لوله يك درون قبل
 .اضافه گرديد آزمايش لوله هر به سالكوفسكي معرف ليتر

 15 مدت به واكنش شدن كامل براي آزمايش يها لوله
 قرار گراد سانتي درجه 40- 50 دماي در ماري بن در دقيقه
 صورتي كمپلكس ونياكسيداس واكنش شدن كامل با .گرفت
 در فريك كلريد توسط IAA شدن اكسيد نتيجه كه رنگي
  .شد  تشكيل ،است پركلريك اسيد حضور

 موج طول در هانمونه جذبها  محلول شدن آماده از پس
nm530 محلول .شد تعيين اسپكتروفتومتري دستگاه توسط 

 استفاده الكل ml 8/0 با سالكوفسكي معرف ml6/1  بلانك
 گرم در ميكروگرم حسب بر اكسين مقدار نهايت در. گرديد
  .شد گزارش گياهي بافت

به منظور بررسي احتمال وقوع تنوعات :  PCRهاي آناليز
پرايمر استفاده شد، كه  10با   PCRسوماكلونال از آزمايش 

، OPA18  ،OPA20و با ترتيب  RAPDعدد از پرايمرها  5
OPAA06  ،FPK101 ،FPK105  عدد ديگر مربوط به  5و

،  8CG  ،(CAA)5(AC)بود كه شامل   ISSRپرايمرهاي 
(AC)8TA  ،(GATA)4  و(GACA)4 براي هر . شدمي

به منظور . شددر دو تكرار انجام  PCRها يك از نمونه
گرم  5/0ابتدا ، )6(استفاده شد   CTABاز DNAاستخراج 
 Glass( ايكوچك شيشه هاي گياه با استفاده از دانهاز بافت 

beed ( يدسانتريفيوژ گردميلي ليتري  1تيوب  در يك .
 ml 16) ميكرو ليتر بافر  250ها هر يك از تيوپسپس به 

EDTA 0.25M ,56 ml NaCl 5M ,20 ml Tris-Hcl ,4 g 

CTAB 2% ) DNA  ميكروليتر از محلول ايزوآميل  250و
  rpmدقيقه در دور 12كلروفوم و نمونه ها به مدت /الكل

ميكروليتر از  140حدود بعد سانتريفيوژ شد و  13000
دقيقه  7افزوده و به مدت محلول ايزوپروپانل سرد به آن 

 1رسوب حاصل با . سانتريفيوژ گرديد rpm  13000در دور
دقيقه  5شستشو داده شد و به مدت % 70ميلي ليتر اتانول 

خشك  DNAرسوب . سانتريفوژ شد rpm  13000در دور
ميكروليتر آب مقطر استريل به آن  100حدود بعد گرديد و 

  .شداضافه 
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و  ميكروليتر انجام گرديد 20در حجم نهايي  PCR واكنش
 2و  µL Taq DNA polymerase 0.2 : شامل مواد زير بود

µL dNTp 20 Mm  2و µL PCR Buffer (lx)  3و µL 

genomic  DNA  1.5و µL primer(10 p moL)  1.5و µL 

primer (10 p moL)  0.8و µL Mgcl2 mM.  شرايط انجام
PCR  آورده شده است و در نهايت 1در جدول شماره 

ولت  80- 100درصد آگارز با ولتاژ  1با ژل  PCRمحصول 
با  DNAدر پايان الكتروفورز، باندهاي . الكتروفورز گرديد
 Gel Documentationدر دستگاه  UVاستفاده از نور 

نام  با استفاده از پرايمرهاي PCR هاي آزمايش. مشاهده شد
  .با دو تكرار انجام گرديد 2جدول شماره  برده شده در

  

  PCRمراحل انجام  -1جدول
  دناتوره Cº94 دقيقه4
 دناتوره Cº94 دقيقه1

  اتصال Cº35 ثانيه 40
 طويل شدن Cº72 ثانيه40

 تعداد سيكل 35 
  

  RAPD-PCRو  ISSR-PCRكد و توالي پرايمرهاي مورد استفاده در  -2جدول 

Primer Sequence 5’ t o 3’ RAPD     
Primer code

Primer Sequence 5’ to 3 ISSR  primer 
code 

5’–AGGTGAACCGT–3’ OPA 18 5’ –CAACAACAACAACAA–3’ (CAA)5 

5’ – GTTGCGATCC – 3’ OPA 20 5’–CACACACACACACACTA– 3’ (AC)8TA 

5’–GTGGGTGCCA–3’ OPAA 06 5’–GATAGATAGATAGATA-3’ (GATA)4 

5’–ACACGGACGTCA–3’ FPK101 5’–GACAGACAGACAGACA–3’ (GACA)4 

5’–ACTTGGCGGCCT–3’ FPK105 5’–ACACACACACACACACCG–3 (AC)8CG 
  

 ها بر اساس يك طرح كاملاًگيري تمامي شاخصاندازه
و براي تجزيه و تحليل گرديد تكرار انجام  3تصادفي با 

و پست هاك  ANOVAو آزمون  SPSSها از نرم افزار داده
  . دانكن استفاده شد

  نتايج
همان طور كه در قسمت مواد  ها در اين مرحله از آزمايش

در  توتونهاي برگ ها بدان اشاره شد، جداكشتو روش
و  Kinetinهمرا  MSو محيط  BAPحاوي  MSمحيط 
NAA روز آثاري از ظهور  15پس از گذشت . قرار گرفت
هاي كوچك در لبه زخمي قطعات برگي مشاهده كالوس

هايي ظاهر شده كه با رشد و ساقهها، نواز اين كالوس. شد
هاي جانبي و برگ، در نهايت يك گياه كامل ايجاد جوانه

سپس در يك بازه . شدباززايي و سيستم باززايي كامل 
به ترتيب در ماه اول، دوم و سوم ميزان  ماهه 3زماني 

هاي ساقههاي سيتوكينين و اكسين در نومحتواي هورمون
  . گيري شد باززايي شده اندازه

همچنين پس از گذشت يك هفته، در محيط كشت حاوي 
Kinetin  وNAA ها در تمام نمونه هابرگ در كناره لبه

ادامه تبديل ظاهر شد كه در هاي كوچكي كالوس %)100(
 واكشت. به يك توده بزرگ سفيد رنگ كالوس گرديد

ها روي ها سه هفته بعد از قرار دادن جداكشتكالوس
هاي ايجاد بدين صورت كه كالوس. انجام شدمحيط كشت 

نار به قطعات هاي استريل در زير هود لاميشده روي پليت
شرايط در به محيط تازه منتقل و كوچكتر تقسيم شده و 

هاي نسل اين كالوس. ابه توليد كالوس نگهداري شدندمش
براي ماه پس از رشدشان از محيط كشت خارج و  1اول، 

بررسي محتواي اكسين و سيتوكينين مورد استفاده قرار 
  . گرفتند

هاي هوايي هاي رشد در اندامبررسي محتواي هورمون
  در گياهان باززايي شده

هوايي  اندامبررسي محتواي هورمون سيتوكينين در 
بالاترين درصد باززايي يعني مقدار  :گياهان باززايي شده
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 BAPميلي گرم در ليتر  2حاوي  MSدر محيط % 100
گيري شده در ميزان محتواي سيتوكينين اندازه. مشاهده شد

هاي ساقهنو) مجموعه جوانه برگ و ساقه(هاي هوايي اندام
-افزايش معني، يي شده در يك بازه زماني سه ماههباززا

ميزان ). A1 شكل(داري را در سطوح سيتوكينين نشان داد 
 1و  2هاي ماهه نسبت به نوساقه 3هاي ساقهسيتوكينين نو

روزه، سطح  60هاي در نوساقه. ماهه، افزايش يافته بود
روزه  30هاي در آنها نسبت به گياهچه هورمون سيتوكينين

نين بررسي انجام همچ. دادرا نشان ميداري افزايش معني
هاي كمترين مقدار سيتوكينين در نوساقهكه شده نشان داد 

  .وجود داردروزه  30

هوايي گياهان  بررسي محتواي هورمون اكسين در اندام
هاي ساقهگيري ميزان اكسين در نواندازه: باززايي شده

دار ، نشان از كاهش معنيباززايي شده در طول سه ماه
روز از باززايي  30هايي كه نوساقه). B1 شكل(د راكسين دا

ماه،  3و  2هايي با عمر آنها گذشته بود نسبت به نوساقه
روزه  60هاي ساقهنو. بود بالاترميزان محتواي اكسين آنها 

روزه هم، افزايش ميزان اكسين را نشان دادند  90نسبت به 
روزه، ميزان اكسين كمتري  30 هاياما نسبت به نوساقه

ماه  3هايي با عمر همانطور كه ذكر شد نوساقه .داشتند
كمترين مقدار اكسين را نسبت به دو بازه زماني ديگر نشان 

  . دادند

هاي توليد هاي رشد در كالوسبررسي محتواي هورمون
  شده از برگ تنباكو

از آنجا كه : بررسي محتواي هورمون اكسين در كالوس
نياز به هورمون در محيط كشت  براي القاي توليد كالوس

گياه ها با برگ تنها امكان مقايسه كالوسرو  ازاين ،است
به عنوان ) MS  محيط(رشد يافته در محيط بدون هورمون 

علاوه بر اين بدليل عدم امكان بررسي  .وجود داشت شاهد
نياز به واكشت كالوس (تغييرات هورمون در بازه زماني 

بازه زماني  تغييرات هورمون در امكان اندازه گيري) مرتب
   .مناسب نيز بسيار كم است

در اكسين  و سيتوكينينمقايسه ميزان محتواي هورمون 
 كه ، نشان داد)برگ(شاهد  توليد شده با گياهان يهاكالوس

اين دو اكسين  و سيتوكينينداري در ميزان اختلافي معني
اكسين مقدار البته ). B2و  A2 شكل(تيمار وجود دارد 

هايي كه يك ماه از واكشت آنها گيري شده در كالوس اندازه
داري را نسبت به شاهد رشد يافته گذشت، كاهش معنيمي

  .نشان داد MSدر محيط پايه 

هاي توليد شده در شكل هاي باززايي شده و كالوسنوساقه
  .نشان داده شده است 3

  

  

          
  هاي هوايي در گياهان باززايي شدهدر اندام )B( و اكسين )A( يننمحتواي هورمون سيتوكي -1شكل

  .باشدبر اساس آزمون دانكن مي )P≤ 0.05( دار دهنده اختلاف معني و حروف نامشابه نشان  SD±تكرار  3ها ميانگين داده 
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  در كالوس و گياه شاهد) B(اكسين  و) A( سيتوكينينبررسي محتواي هورمون  -2 شكل

  .باشدبر اساس آزمون دانكن مي )P≤ 0.05( دار دهنده اختلاف معني و حروف نامشابه نشان  SD±تكرار  3ها ميانگين داده 

 
  توتون يهانوساقهي يباززا مراحل و كالوسرشد  -3 شكل

به منظور بررسي اين احتمال كه، در گياهان  تحقيقاين در 
باززايي شده تنوعات سوماكلونال به وقوع پيوسته و موجب 

گياهان  ايجاد تغييرات ژنتيكي شده باشد، الگوي ژني
باززايي شده با استفاده از ده نوع پرايمر تصادفي در دو 
تكرار مورد بررسي قرار گرفت و با گياهان غير باززايي 

-الگوي باندكه نتايج نشان داد ). 4شكل(شد  شده مقايسه

 اززايي شده با شاهدهاي بنوساقه PCRهاي حاصل از 
را در  تفاوت سه باند ) MSگياه رشد كرده در محيط(

تنها با استفاده از پرايمر  bp 900 و 550و 350محدوده
FPK101  تغيير  احتمالي وقوعبيانگر نشان داد كه اين امر

ي شده يبين گياه شاهد و گياه باززا DNAدر الگوي 
قابل ذكر است از كليه پرايمر هاي استفاده شده  .باشد مي

ي را در اتتغيير توانست FPK101در اين پژوهش تنها 
ي شده يگياه شاهد در مقايسه با گياه باززا DNAالگوي 

در كالوس و گياه شاهد  DNAمقايسه الگوي  .نشان دهد
  .نيز تغييري را نشان نداد
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باندهاي تكثير شده در گياهان  ،RAPD-PCR  نتايج آناليز  -4شكل 

با  )باززايي شده: Rشاهد، : Cماركر، : M(شاهد و باززايي شده 
   FPK101پرايمر  استفاده از 

در گياه شاهد در  را  bp 950 و 700، 350 فلش تغيير باند حدود
  .دهدي شده نشان مييبا گياه باززا مقايسه

  بحث
هاي يندادر كنترل بسياري از فر هاو سيتوكينين هااكسين

ايجاد چيرگي راسي در ريشه و ساقه، همانند اصلي در نمو 
هاي انجام پژوهش. دارند با يكديگر تقابل و بر هم كنش

هر يك  اين امر است كه بيانگربوضوح شده در اين زمينه 
تواند سطح ديگر را هاي اكسين و سيتوكينين مياز هورمون
  .تنظيم كند

گيري محتواي اكسين و نتايج به دست آمده از اندازه
سيتوكينين در گياهان باززايي شده در طول يك بازه زماني 

نشان دهنده اثرات متقابل اين دو هورمون  احتمالاسه ماهه 
بديهي است تغييرات مشاهده شده در گياه . باشدبر هم مي

متابوليسمي و  ايفرايندهمانند ديگري هاي أتواند منش مي
مقدار سيتوكينين . باشد فيزيولوژيكي نظير فتوسنتز نيز

گيري گيري شده در ماه اول نسبت به اكسين اندازهاندازه
شده در همان ماه، ناچيز و كم بوده و با گذشت زمان در 

هاي دوم و سوم ميزان سيتوكينين افزايش و كاهش  ماه
سوم نسبت اكسين اكسين اتفاق افتاد، به طوري كه در ماه 

در اين . داري كاهش يافته بودبه سيتوكينين به طور معني
باره مشخص شده است كه سطوح سيتوكينين فعال 

تواند از طريق كاهش سنتز، تبديل به فرم پيوسته و يا  مي
و القاي آنزيم سيتوكينين  دهاي اكسيداتيو تقليل يابآنزيم

و توسط هاي تنباكاكسيداز توسط اكسين در جدا كشت
و نشان داده شده  Kaminekاكسين به خوبي در پژوهش 

توانند با ها مياز طرفي ديگر سيتوكينين .)15و  8(است 
- مي اين پيوستگي. ته نيز غير فعال شوندتبديل به فرم پيوس

 القا شود IAA هاي متصل شدهو يا فرم IAAتواند بوسيله 
تواند نسبت هورمون اكسين و مي ها اين گزارش. )3(

با توجه به اينكه  .كندسيتوكينين را در ماه اول تفسير 
هاي ها از مكانها در ماه اول فاقد ريشه بوده و ريشهنوساقه

اصلي سنتز سيتوكينين هستند، از اين رو ممكن است نسبت 
 عدم تمايز كامل ريشه دليل بهبالاي اكسين به سيتوكينين 

  .باشد

ر سيتوكينين بر روي اكسين، گزارش شده است در مورد اث
تواند هم اثر ممانعتي و هم اثر افزايشي بر كه سيتوكينين مي

رسد كه و به نظر مي )3و  2، 1(مقدار اكسين داشته باشد 
كننده  هاي شركتمسيتوكينين از طريق ممانعت فعاليت آنزي

اكسين  يزانفزايش ماكسين، باعث ا در تشكيل فرم پيوسته
اين گزارش با نتايج بدست آمده از ). 17(شود  فعال و آزاد

تواند به اين علت باشد كه تحقيق مطابقت داشته و مياين 
توجيحي  ،چون در محيط كشت سيتوكينين وجود دارد
از طرف . باشد براي افزايش محتواي اكسين در ماه اول

و همكاران    Eklofديگر مطالعات انجام شده توسط 
با خصوصيت  كه در گياهان تراريخت نشان داد) 2000(

اكسين در كل پيكره افزايش سنتز سيتوكينين، محتواي 
كه اين يافته با نتايج پژوهش حاصل در  كاهش مي يابد

اين تضاد موجود در نتايج، پيچيدگي موجود . تضاد است
دهد و به نظر در ميانكنش بين اين دو هورمون را نشان مي

هاي را فقط در برگ IAAينين القاي سنتز رسد سيتوكمي
رسد دهد و به نظر ميجوان و در حال توسعه افزايش مي

تنها راه پاسخ گويي به اثر متضاد سيتوكينين روي اكسين 
مطالعه محتواي هورموني بلافاصله بعد از تغيير در محتواي 

  .باشد دو هورمونيكي از اين 
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 )2004( و همكاران، Nordstromهاي بر اساس يافته
منو  - 5-آدنوزيناكسين از طريق مسير مستقل از ايزوپنتيل 

اولين حد واسط توليد شده در مسير بيوسنتز (فسفات 
، يك اثر تعديل كننده منفي روي ميزان )سيتوكينين

سيتوكينين دارد اما اثرات سيتوكينين بر ميزان محتواي 
ين امر نشان ا. باشداكسين در كل پيكره گياه آهسته مي

دهد كه به احتمال زياد سيتوكينين از طريق تغيير  مي
تواند بر محتواي هاي رشد و نمو ميينداتعدادي از فر

توان نتايج ها ميبا توجه به اين يافته. ثيرگذار باشدأاكسين ت
حاصل از  اين پژوهش را بدين گونه تفسير كرد كه 

، اكسين موجب هاساقهدر مراحل اوليه ايجاد نو "احتمالا
هاي كاهش توليد و يا القاي متصل شدن سيتوكينين در برگ

با اين حال با گذشت مدت زمان باززايي . راسي شده است
و با توجه به اينكه در محيط كشت فقط سيتوكينين وجود 

به مرور زمان سيتوكينين جذب شده به  "داشت، احتمالا
هاي ا و ريشههساقههمراه سيتوكينين توليد شده در خود نو

ايجاد شده، باعث ايجاد اثرات كاهشي در محتواي اكسين 
  . شده و مقدار اكسين آزاد را در ماه سوم كاهش داده است

هاي اكسين تحقيق همچنين ميزان محتواي هورموناين در 
هاي برگ جداكشتي حاصل از هاو سيتوكينين در كالوس

اي راسي هتنباكو نيز سنجش و با محتواي هورموني برگ
 ،)به عنوان شاهد(رشد يافته بودند  MSكه در محيط  توتون

كه  نتايج به دست آمده حاكي از آن بود. مقايسه شد
تر از ها پايينگيري شده در كالوسهمحتواي هورموني انداز

تواند به اين اين امر مي. است ان شاهدمقدار آن در گياه
ه فاقد تمايز اينكعلت  هاي كالوس بهدليل باشد كه سلول

هاي برگ كه داراي كلروپلاست باشند، با ماهيت سلولمي

هاي هوايي را و سيستم هدايت آوندي بوده و قسمت
بعلاوه . باشدكند، متفاوت مياي ميمرتبط با سيستم ريشه

گياهان شاهد داراي چند منبع متفاوت براي سنتز هورمون 
هايي و اندام ها فاقد اندامكدر حالي كه كالوس ،باشدمي

هاي اصلي سنتز هورمون اكسين و هستند كه عنوان مكان
ها تنها منبع دسترسي كالوس "باشند و اساساسيتوكينين مي

موجود در محيط  هاي هورمونيبه هورمون، همان نسبت
ها و كشت است كه در مقايسه با منابع سنتز كننده هورمون

- ر هورمونعدم وجود سيستم جذب كننده و هدايتي، مقدا

  .)11(كند هاي مذكور را در كالوس كمتر مي

تواند منجر هاي گياهان جديد ميتغييرات ژنتيكي بين نسل
هايي كه در سنتز ژن ها و احتمالانبه ايجاد تغيير در بيان ژ
هاي اكسين و سيتوكينين دخالت و متابوليسم هورمون

در نتيجه باعث تغيير در ميزان نسبت  ،دارند، شده باشد
مطالعه اگرچه اين در  .گيري شده بشودهاي اندازههورمون

ي شده پس از تكثير يدر گياه باززا DNAتغيير يك باند 
ينكه چنين مشاهده شد ولي ا FPK101توسط پرايمر 

تغييري مربوط به ژن هاي مسير سنتز سيتوكينين و يا 
دقيق تكميلي  هايشايزمآبدون انجام اكسين است 
  .غيرممكن است

  سپاسگزاري

نويسندگان مقاله از معاونت پژوهشي و تحصيلات تكميلي 
حمايت از انجام اين پژوهش تشكر بدليل دانشگاه اصفهان 

  .كنند مي
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The studuy of Auxin and Cytokinin varation and somaclonal 
varation in regenerated plant and callus of tobacco  

(Nicotiana rustica L.) 
Toghyani M.A., Ehsanpour A.A., Shariati M. and Emamzadeh R. 

Biology Dept., Faculty of Science, University of Isfahan, Isfahan, I.R. of Iran 

Abstract 

Auxin and cytokinin are two phytohormones which are effective for various vital 
processes such as plant growth, development and coordinating the responses to the 
environmental stimuli. It has been argued that these two phytohormones can affect the 
process of organogenesis by balancing each other's level. In this study tobacco explants 
were used in an MS medium including 2 mg/lit of BAP hormone and the MS medium 
including 1 mg/lit of NAA hormone and 0.05 mg/lit of kinetin hormone were 
respectively for regeneration and callus formation. The amounts of Auxin and cytokinin 
were estimated in the first, second and third months after regeneration in the new shoots 
and the first generation callus respectively. The results of the above analyses revealed 
the proportion of Auxin to cytokinin in the time span of three months and this 
proportion confirmed the quick and preventing effects of auxin in early stages of growth 
on synthesis and amount of cytokinin. However, the preventing effects of cytokinin on 
auxin are slow and are probably through managing and changing other developmental 
processes. In addition, the amount of auxin and cytokinin in callus was lower compared 
with the amount of it in the control plant. This can be due to the fact that the cells of the 
callus are not distinctive and are different from the cells of the leafs which have 
compartment and different sources for the synthesis of hormone, in fact, the only 
available hormonl source for calluses is the one provided in the culture medium. 

Key words: Auxin, Callus, Cytokinin, Nicotiana rustica, Plant Regeneration.  

  

  
 

 

 

 

 


