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  D. purpureaو  Digitalis lanataهاي گونه در مطالعه باززایی مستقیم و غیر مستقیم

 در شرایط درون شیشه

  

  3بدرالدین ابراهیم سید طباطبایی و*2مجید طالبی، 1محمود تقیئی

  

  )7/11/1396 رش:یخ پذی؛ تار 4/10/1394 افت:یخ دری(تار

  

 

  دهیچک

شود. استفاده از کشت بافت هاي احتقانی قلب استفاده مین یک گیاه زینتی و دارویی در درمان نارساییعنوا) به.Digitalis spگل انگشتانه (

هاي باززایی مستقیم . در این پژوهش روشاستدر ریزازدیادي و تولید پایدار ترکیبات دارویی در مقیاس وسیع بسیار مؤثر  ،و سلول گیاهی

تحت تیمارهاي مختلف اکسین و سیتوکنین مورد بررسی قرار گرفـت. در روش غیـر    D. lanataو  D. purpureaو غیر مستقیم در دو گونه 

  هـاي گونـه  گونـه بـاززایی در کـالوس   رخ داد و هـیچ  BAP گرم در لیترسه میلی و در پاسخ به D. lanataزنی فقط در گونه مستقیم جوانه

D. purpurea  نمونه گره نشان داد کـه در هـر دو گونـه   جهت باززایی مستقیم ریز ی مختلفترکیب هورمون 13صورت نگرفت. استفاده از، 

 D. purpureaهاي حاصل در روش مسـتقیم در گونـه   شاخه شود. تعدادمی حاصل BAPحاوي هورمون  MSهاي بهترین باززایی در محیط

که میزان فنل تولید شده در هر دو گونه در  گیرد. نتایج نشان دادتر صورت میسریع ،هاي مختلف کشتبیشتر بود و پاسخگویی آن به محیط

هاي بدون اکسین و حتی هاي حاصل در محیطکشت جوانه و باززایی مستقیم بسیار کمتر از کشت برگ در باززایی غیر مستقیم است. شاخه

ید فنل بسیار اندك و نیـز ایجـاد   زایی کردند و سپس به خاك منتقل شدند. با توجه به میزان تولگرم در لیتر زآتین نیز ریشهحاوي یک میلی

  .شودهاي جوانه هر دو گونه، این روش ترجیح داده میهاي بسیار بیشتر در کشتتعداد شاخساره

  

  

 هاي رشد گیاهیکنندهتنظیمگل انگشتانه، باززایی، کشت بافت،  :يدیکل يهاواژه

  

  

  

  

  

  دانشگاه صنعتی اصفهان گروه بیوتکنولوژي کشاورزي، دانشکده کشاورزي، ستاد، آموخته کارشناسی ارشد، دانشیار و اترتیب دانشبه. 3و  2، 1

  mtalebi@cc.iut.ac.ir :یکیمسئول مکاتبات: پست الکترون :*
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  مقدمه

هـایش  سبب شکل خاص گل) که بهDigitalis. spگل انگشتانه (

ــا  ــز ن ــاه نی ــده دســتکش روب ــیمی ــه خــانواده  م ــق ب شــود، متعل

Scrophulariacae جـنس   .تاسDigitalis     از ایـن خـانواده بـه

نس هـاي مختلـف ایـن ج ـ   شود و گونـه میگونه تقسیم  20-12

هاي چند ساله هسـتند  درختچه ساله و علفی و گاهیعموماً یک

عنوان یک گیاه زینتی در فضـاي سـبز اسـتفاده    ). این گیاه به12(

هـاي قرمـز، ارغـوانی و    بـه رنـگ   ي متنوعهاشود. وجود گلمی

جـذابیت آن را   ،هااي رنگ داخل کاسه گلهاي قهوهلکهبا فید س

 بر این، برگعلاوهبراي استفاده در فضاي سبز بیشتر کرده است. 

حاوي ترکیبات گلیکوزیـدي قلبـی    ،این جنس هاي مختلفگونه

نــوع مختلــف آن در  23(کاردنولیــد) هســتند کــه تــاکنون تنهــا 

شـناخته شـده اسـت     D. purpureaهاي حاصل از گونـه  عصاره

ــاره  18( ــتفاده از عصـ ــان   D. purpurea). اسـ ــت درمـ جهـ

هاي قلبی اولین بار توسط ویلیـام ویترینـگ شـرح داده    نارسایی

شــد. در میــان ترکیبــات گلیکوزیــدي حاصــل از ایــن گیاهــان، 

عنوان داروهایی مفیـد در  دیگوکسین و دیجیتوکسین هنوز هم به

بـر ایـن   عـلاوه تفاده دارنـد.  هاي احتقانی قلب اسدرمان نارسایی

نتایج، جدیدترین مطالعات اپیدمیولوژیک خواص ضد سـرطانی  

هاي سینه و پروستات) این ترکیبـات را نیـز   خصوص سرطان(به

). تولید شیمیایی گلیکوزیـدهاي  32و  23، 17( اندآشکار ساخته

مسـتلزم صـرف    ،داشتن سـاختار بـزرگ و ناپایـدار    دلیلقلبی به

ن نسبتاً زیادي است و لذا این روش تولیـد، مقـرون   هزینه و زما

ترین منبع تولیـد ایـن ترکیبـات،    به صرفه نیست و در نتیجه مهم

). تولید 17( خواهد بود Digitalisهاي مختلف جنس برگ گونه

ــت  ــن متابولی ــاري ای ــز   تج ــنتی نی ــاورزي س ــق کش ــا از طری ه

) و محتـــواي 24و  14، 2هـــاي گونـــاگونی دارد (محـــدودیت

شـدت تحـت تـأثیر    کوزیدهاي قلبی حاصل از این روش بـه گلی

). کشت بافت و سـلول  27گیرد (میشرایط اقلیمی و خاك قرار 

تواند جایگزینی مناسب جهت تولیـد  میگیاهی در مقیاس وسیع 

هاي حاوي این ترکیبـات و ریزازدیـادي آن باشـد و    پایدار گونه

ژوهشـگران  این موضوع سبب شده است که توجه بسـیاري از پ 

هـاي  اي گونـه بـه کشـت درون شیشـه    ،در دو دهه اخیـر  ویژهبه

، 25، 16، 15، 11، 9، 1( شودمعطوف  Digitalisمختلف جنس 

 رشـدي  مختلـف  يهـا کنندهتنظیم و مغذي مواد). 31و  28، 26

 درون شـرایط  در را کاردنولیـدها  تولیـد  میـزان  کـه  این برعلاوه

. مؤثرند نیز گیاهان باززایی بر هند،دمی قرار تأثیر تحت ايشیشه

   گــالاکتوز گلــوکز، مــالتوز، ســوکروز، اثــرات مثــال بــراي

ــانیتول و ــر م ــد روي ب ــه رش ــاریزنمون ــل يه ــهگو هیپوکوتی   ن

D. obscura  کـه و مشـخص شـد    گرفـت  قـرار  بررسـی  مـورد 

 صـورت  بـدین . کندمی ایفا زاییاندام در گانه دو نقشی سوکروز

 داردبـر عهـده    را زایـی انـرژي  نقش مه و اسمزي نقش هم که

 حضـور  وسـیله بـه  D. purpureaدر گونـه   کـالوس  رشد). 26(

 افـزایش  1:2 نسـبت بـه   ترتیـب بـه  خارجی سیتوکینین و اکسین

 و برگـی  يهـا ریزنمونـه  در سـاقه  و جوانـه  تشـکیل  و یابـد می

 ازگرم در لیتـر  میلی 1-5 اثر تحت ،این گونه کالوس يهاکشت

  ). 3( دهدمی رخ iP-2سیتوکینین 

 بــرا ر اثـر  بیشـترین  کـه  رشــدي يهـا کننـده تنظـیم  میـان  از

 هـا سـیتوکینین  و هـا اکسـین  کـه  رسدمی نظر به دارند، زاییاندام

 سیتوکینین، مختلف انواع کلیطوربه. هستند سهم بیشترین داراي

 تقویـت  بـاززایی  جهـت  را جـا هناب جوانه تمایزیابی و زاییساقه

 در ریشـه  مسـتقیم  تمایزیـابی نیز  اکسین مختلف انواع و نندکمی

 گونـه  بـه  توجـه  بـا  امـا ، دهندمی افزایش را شده باززا يهاساقه

 بیشـترین  که استفاده مورد سیتوکینین یا اکسین نوع تحقیق، مورد

 درمثـال   عنـوان بـه اسـت.   متفـاوت دارنـد،   زاییاندام بر را تأثیر

 صورت D. trojana گونه مستقیم زاییساقه روي بر که تحقیقی

 يهـا کننـده تنظیم بهترین BAP و NAA که شد مشخص گرفت

 بهتـرین  آنکـه  حـال )، 6( اندساقه تکثیر و باززایی جهت رشدي

ــب ــونی ترکی ــت هورم ــاززایی جه ــداکار ب ــاقه در م ــه س   گون

D. davisiana ــتفاده ــب  از اس ــت ( IAA و TDZترکی  ).10اس

 تجمــع و زایــیانــدام روي بــر اســید جیبرلیــک اثــرات بررســی

 نشان D.obscura گونه اي شیشه درون يهاکشت در کاردنولید

 بـه  اسـید  لیـک یجیبر ریزنمونـه،  نـوع  از نظـر  صرف که دهدمی

 ـانـدام  تحریـک  باعث تنهایی  يهـا واکـنش  امـا  شـود ی نمـی زای
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 ار ندوش ـمـی  تقویـت  سـیتوکینین  یـا  اکسین وسیلهبه که زاییاندام

 تشـکیل اما  جلوگیري زاییاندام از که صورت دینب ،دهدمی تغییر

 رشـد  يهـا کننـده تنظـیم  بـر عـلاوه ). 9( بخشـد می بهبود را جنین

 سـن  ،)ریشه و ساقه نوك ،لهیپوکوتی برگ،( ریزنمونه نوع گیاهی،

 متقابـل  تـأثیر  و شـود مـی  برداشت ریزنمونه آن از که مادري گیاه

 زایـی انـدام  پاسـخ  بـر  نیـز  رشدي يهاکنندهتنظیم نوع و ریزنمونه

هـاي  کننده). در این مطالعه اثر تنظیم28و  20( مؤثرند هاریزنمونه

 D. purpureaو  D. lanataهاي زایی گونهاندام مختلف رشدي بر

مورد ارزیابی قرار گرفته و بهترین روش جهت ریز ازدیـادي ایـن   

  شود.می) معرفی in vitroیشه (دو گونه در شرایط درون ش

  

  ها مواد و روش

  هاضدعفونی و کشت ریزنمونهتهیه مواد گیاهی، 

ــال  ــی س ــایش ط ــن آزم ــاي ای ــگاه  1392و  1391ه در آزمایش

بیوتکنولوژي دانشکده کشاورزي دانشگاه صنعتی اصفهان انجـام  

از گلخانـه آموزشی/پژوهشـی    D. purpureaگونه  هايبذرشد. 

آوري شـد.  شاورزي دانشگاه صـنعتی اصـفهان جمـع   دانشکده ک

نیـز توسـط دانشـکده علـوم دانشـگاه       D. lanataبذرهاي گونه 

 هـا بـذر ضـدعفونی سـطحی،   فردوسی مشهد تهیه شـد. جهـت   

 5/1دقیقـه در محلـول هیپوکلریـت سـدیم      10مدت پـنج تـا   به

جهـت   20همـراه یـک قطـره محلـول تـوئین      بـه ) V/Vدرصد (

ده ضدعفونی کننـده قـرار داده شـدند و سـپس در     افزایش اثر ما

دقیقـه در آب مقطـر    15مـدت  بـه شرایط اسـتریل و زیـر هـود    

 هـاي بـذر عـدد از   10شـو داده شـدند. تعـداد    واستریل شسـت 

 30دار و حاوي هاي درپیچضدعفونی شده هر گونه درون شیشه

) و بـدون  21موراشیگ و اسـکوگ (  MSلیتر محیط کشت میلی

هـاي  کننده رشدي قرار داده شدند. برگ و گـره  نه تنظیمگوهیچ

عنـوان ریزنمونـه مـورد    هاي هـر دو گونـه بـه   حاصل از گیاهچه

  استفاده قرار گرفتند.  

  

  هاي کشت بافتآزمایش

هاي برگـی از  نمونهاززایی غیر مستقیم نیز ابتدا ریزجهت انجام ب

ند و در هر دو گونه در شرایط استریل از گیاهان مادري جدا شد

هاي مختلـف اکسـین و سـیتوکینین در    حاوي غلظت MSمحیط 

). جهـت جلـوگیري از سـیاه    1شدند (جـدول  سه تکرار کشت 

گـرم در لیتـر   میلـی  پـنج هاي برگی، از دو تیمـار  نمونهشدن ریز

هـاي  گرم در لیتر نیتـرات نقـره در محـیط   میلی دوو ث  ویتامین

ــس از    ــد. پ ــتفاده ش ــت اس ــا 15-20کش ــت، روز از ت ریخ کش

ــاززایی و ایجــاد گیاهچــه وارد  کــالوس هــاي حاصــل جهــت ب

گـرم در لیتـر   هایی با غلظت سه، چهار، پنج و شش میلـی محیط

BAP  .شدند  

جهت انجام باززایی مسـتقیم، پـس از پـنج هفتـه از کشـت      

هـاي گـره   هاي با رشـد کـافی، ریزنمونـه   و ایجاد گیاهچه هابذر

  هـاي مختلـف   غلظـت  محیط حـاوي  15در  D. purpureaگونه

) و Kin، زآتــین و (BAPگــرم در لیتــر) ســیتوکینین میلــی 6-1(

و در سه تکرار کشـت   NAAگرم در لیتر میلی 1/0غلظت ثابت 

هاي حاصل از هر تیمـار  شدند و پس از چهار هفته تعداد شاخه

هفتـه از کشـت    12). پـس از  2شمارش و ثبت شدند (جـدول  

 MSهـاي حاصـل در محـیط    ه، گیاهچD. lanataگونه  هايبذر

گرم در لیتر اسید جیبرلیک واکشت شدند تـا بـا   حاوي پنج میلی

عنوان ریزنمونه جهت گره، تعداد کافی گره بهافزایش فاصله میان

باززایی در اختیار قرار گیرد. تیمارهاي اعمال شده بـا تیمارهـاي   

). تمامی 2بود (جدول مشابه  D. purpureaاعمال شده در گونه 

گـراد و شـرایط   درجـه سـانتی   22±2ها در شرایط دمـایی  تکش

ساعت روشنایی و هشت ساعت تاریکی انجام شدند.  16نوري 

هاي تولید شده در هر تیمار پس از رسیدن به رشد کـافی  شاخه

  متر) شمارش شدند. سانتی 4 - 6(طول 

هاي حاصل از هر دو نوع روش در هر دو گونه در شـرایط  شاخه

حـاوي   MSزایی در محـیط کشـت   ریشهداسازي و جهت استریل ج

  (سه تکرار) قرار داده شدند. IBAگرم در لیتر صفر تا سه میلی

ــس از رشــد مناســب و ریشــه  ــل دهــی گیاهچــهپ ــاي گ ه

هـاي کوچـک   دار شده بـه گلـدان  هاي ریشهاي، گیاهچهانگشتانه

مـاس و خـاك   هاي مساوي شـن، خـاکبرگ، پیـت   حاوي نسبت

سازگاري با محـیط طبیعـی وارد گلخانـه شـدند.      منتقل و جهت
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  روز 30برز پس از  -اساس مقیاس هوکرنیبر D. lanataو  D. purpureaدهی در دو گونه مقایسه میانگین کالوسنتایج . 1جدول 

 تولید کالوس در

D. lanata   

  تولید کالوس در

D. purpurea 
  تیمار  )mg/lتنظیم کننده رشدي (

o0 m0 0 1  

e75/9  dc19  BAP (  1/0  mg/l ) + NAA (1 mg/l) 2  

gh75/7  gf5/15  BAP ( 5/0  mg/l ) + NAA (1 mg/l) 3  

ij25/6  ab5/21  BAP ( 1 mg/l ) + NAA (1 mg/l) 4  

d25/11  a23  BAP ( 3 mg/l ) + NAA (6mg/l) 5  

ef5/9  a23 BAP ( 4 mg/l ) + NAA (6mg/l) 6  

k75/3  ij12  BAP ( 3 mg/l ) + IAA (6 mg/l) 7  

lmn25/2  jk5/10  BAP ( 4 mg/l ) + IAA (6 mg/l) 8  

a15  bc75/20  BAP ( 3 mg/l ) + NAA (6mg/l) + VC (5 mg/l) 9  

ab75/13  bc75/20  BAP ( 4 mg/l ) + NAA (6mg/l) + VC (5 mg/l) 10  

ij75/5  hi75/12  BAP ( 3 mg/l ) + NAA (6mg/l) + AgNO3 (2 mg/l) 11  

fg25/8  gh5/14  BAP ( 4 mg/l ) + NAA (6mg/l) + AgNO3 (2 mg/l) 12  

mn5/1  l7  BAP ( 5/0  mg/l) + IAA ( 5/0  mg/l) 13  

no25/1  kl75/8  BAP ( 5/0  mg/l) + IAA (1mg/l) 14  

klm75/2  l5/8  BAP ( 5/0  mg/l) + IAA (  2 mg/l) 15  

kl  3  l5/8  BAP ( 5/0  mg/l) + IAA (3mg/l) 16 

j25/5  ef5/16  BAP ( 5/0  mg/l) + NAA( 5/0  mg/l) 17 

hi75/6  de25/18  BAP ( 5/0  mg/l) + NAA (1mg/l) 18 

cd75/11  ab25/21  BAP ( 5/0  mg/l) + NAA (  2 mg/l) 19 

bc13  a75/22  BAP ( 5/0  mg/l) + NAA (3mg/l) 20 

دهند.دار در سطح پنج درصد را نشان میحروف غیر مشابه در هر ستون اختلاف معنی  

  

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده

)، شـمارش  18و  17اساس مقیاس هوکرنی بـرز ( زایی برکالوس

زایی در آزمایشگاه انجـام و سـپس   ها و درصد ریشهتعداد شاخه

هــا آزمــایش شــد. کلیــهذخیــره  EXCELافــزار در برنامــه نــرم

صــورت فاکتوریــل در قالــب طــرح کــاملاً تصــادفی توســط بــه

تجزیـه و تحلیـل آمـاري شـد و اثـر       SASافـزار  هاي نـرم برنامه

آنهـا  زایـی و بـاززایی   ژنوتیپ و تیمارهاي هورمونی بر کـالوس 

هاي زایی (باززایی مستقیم) در گونهمستقیم) و شاخه (روش غیر

D. lanata  وD. purpurea شد. ین تعی  

  نتایج و بحث

  دهی و باززایی غیر مستقیمکالوس

هـاي حـاوي ترکیبـات مختلـف از     نتایج حاصل از محیط کشت

ــت    ــیتوکینین در غلظ ــین و س ــواع اکس ــاگون، در  ان ــاي گون ه

ــه ــه ریزنمون ، D. purpureaو  D. lanataهــاي برگــی دو گون

هـاي برگـی دو گونـه    دهی متفاوت در ریزنمونهوضعیت کالوس

هـاي  نمونهکه ریزطوريبه)، 1د آزمایش را نشان داد (جدول مور

بسـیار جزئـی    در واکـنش بـه مقـادیر    D. purpureaبرگی گونه 

گــرم در لیتــر) و مقــادیر بســیار بــالاتر میلــی 1/0-5/0اکســین (
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 D. lanataو  D. purpureaازاي هر گره در دو گونه . میانگین تعداد جوانه به2جدول 

 رتعداد شاخه د

D.lanata  

 تعداد شاخه در

D. purpurea 
  تیمار  )mg/lتنظیم کننده رشدي (

g1  e75/1  1 بدون تنظیم کننده رشدي  

ef75/3  c16  BAP (1mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 2  

d9  b25/20  BAP (2mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 3  

b5/12  a25/43  BAP (3mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 4  

16/25a a25/41  BAP (4mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 5  

bc25/11  -  BAP (5mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 6  

cd25/10  -  BAP (6mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 7  

d75/8  d75/4  Zea(1mg/l) +NAA ( 1/0 mg/l) 8  

fg25/2  d75/6  Zea(2mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 9  

fg25/2  c25/13  Zea(3mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 10  

e5  b25/19  Zea(4mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 11  

e5/4  e75/1  Kin (1mg/l) + NAA ( 1/0 mg/l) 12  

e25/1  e75/1  Kin (2mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 13  

fg25/2  de25/4  Kin (3mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 14  

fg25/2 5d Kin (4mg/l)  + NAA ( 1/0 mg/l) 15  

  دهند.دار در سطح پنج درصد را نشان میحروف غیر مشابه در هر ستون اختلاف معنی

  

                

  D. purpureaو ب)  D. lanataالف)  هايهاي برگی گونهنمونهدهی در ریز. کالوس1شکل 

  

هـاي بزرگـی   ) نیز کالوسBAPگرم در لیتر میلی 10سیتوکینین (

  دهـی در گونـه  تـرین کـالوس  کـه مطلـوب  حالی، درتولید کردند

D. lanata  گرم در لیتر میلی 6در اثر اعمالNAA  +3 گرم میلی

). این در صـورتی  1و شکل  1حاصل شد (جدول  BAPدر لیتر 

هـا و از جملـه   است که مطالعات پیشین غلظـت بـالاي اکسـین   

NAA      ــی ــه برگ ــالوس در ریزنمون ــکیل ک ــک تش را در تحری

) و ایـن  8انـد ( اي مـؤثر دانسـته  انگشـتانه هاي مختلف گل گونه

تأثیر ژنوتیپ در واکنش به شرایط محیط کشـت را نشـان   نتیجه 

  دهد.می

هـاي سـالم و فعـال (بیشـتر در     باید توجه داشت که کالوس

 )ب( (الف)
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  D. lanata. مراحل باززایی غیر مستقیم در گونه 2شکل 

  

جاذب یا بازدارنده هاي حاوي مواد )، در محیطD. lanataگونه 

ــامین ــل (ویت ــره) حاصــل شــدند. در   ث ســنتز فن ــرات نق و نیت

زایـی حاصـل شـد امـا     هاي بدون جاذب فنل نیز کـالوس محیط

  سیاه شدن نیز شروع شد. ،زمانطور همبه

ــاززایی در گونــه  ــر   Digitalisهــاي مختلــف  ب تحــت اث

ی طـورکل بـه )، امـا  10و  4( دهـد هاي مختلفی رخ میسیتوکینین

گیرد که ریزنمونه درصد باززایی هنگامی صورت می 98بیش از 

کشـت   BAPگـرم در لیتـر   حاوي سه میلی MSبرگی در محیط 

هـا در  ). بهترین محیط کشت جهت باززا شـدن کـالوس  5شود (

 BAPگرم در لیتـر  شش میلیحاوي MS، محیط D. lanataگونه 

یی در ). در مطالعـه حاضـر بهتـرین بـاززا    8معرفی شده اسـت ( 

، در محـیط کشــت حـاوي ســه   D. lanataهـاي گونــه  کـالوس 

هـاي بـیش از پـنج    غلظـت  حاصل آمد و BAPگرم در لیتر میلی

از تشکیل پریموردیـوم سـاقه جلـوگیري     BAPگرم در لیتر میلی

هاي حاصل در ابتدا زرد روشن بودند و سـپس بـه   کرد. کالوس

ي بـرگ شـروع   هاسبز تیره تغییر رنگ دادند و سرانجام سرآغازه

  هــاي حاصــل از گونــه). کــالوس2بــه تشــکیل کردنــد (شــکل 

D. purpurea هاي بالاي سیتوکینین همگی در واکنش به غلظت

صرفاً افزایش حجم نشان دادند و باززایی صورت نگرفت. ایـن  

هـایی کـه مسـیر    موضوع ثابت شده است که باززایی در کالوس

 ).19نخواهد بود ( گیرند، مطلوبمیافزایش حجم را در پیش 

 

  کشت ریزنمونه گره و باززایی مستقیم

انـواع هورمـون   گرم بر لیتـر  میلی) 1-6هاي مختلف (اثر غلظت

هاي گره دو نمونه) در تکثیر ریزKin، زآتین و BAPسیتوکینین (

). 2آزمـایش شـدند (جـدول     D. purpureaو  D. lanataگونـه 

در محـیط   D. lanataهـاي بـرگ و گـره گونـه     کشت ریزنمونه

گونه جاذب ترکیبات فنلـی نشـان داد کـه    بدون هیچ MSکشت 

هاي برگی سیاه شـده و از بـین   نمونههمگی ریز ،روز 20پس از 

هاي گره کشت شده در رفتند. این در صورتی است که ریزنمونه

). گل 3شدگی نداشتند (شکل ها علائم خاصی از سیاهاین محیط

در تولید ترکیبات فنلـی اسـت. جـدا    اي مستعد اي گونهانگشتانه

ها از گیاه مادري سبب اکسید شدن ایـن  کردن برگ و دیگر اندام

اي یـا سـیاه شـدن    فنـل اکسـیدازها و قهـوه   ترکیبات توسط پلـی 

شـود. محصـولات ایـن اکسیداسـیون سـبب توقـف       میها بافت

نمونـه در  هـا، عـدم تثبیـت ریـز    فعالیت آنزیمی، تیره شدن بافت

). اسـتفاده  22شود (میمرگ ریزنمونه  یتنهادر و محیط کشت 

گـرم در  میلـی  5/0 - 3هاي ) در غلظت3AgNOاز نیترات نقره (

هاي برگی شد، اما تقریبـاً  شدگی ریزنمونهسبب کاهش سیاه ،لیتر

 از تولید کالوس جلوگیري کرد.

هاي مختلـف کشـت   در تحقیق حاضر مشخص شد که جنبه

 ـ درون شیشـه  بـا یکــدیگر   Digitalisه از جـنس  اي ایـن دو گون

هـاي حاصـل از   ها، تعداد شاخسارهاند. یکی از این جنبهمتفاوت

اي که نتایج حاصـل از  است به گونهکشت مستقیم (کشت گره) 

نمایـانگر   هاي حاصـل)، ها (تعداد شاخسارهتجزیه و تحلیل داده

در بعضی از تیمارهـاي اعمـال    05/0دار در سطح اختلاف معنی

همچنـین پاسـخگویی    ،)2اسـت (جـدول   شده در این دو گونه 

با سرعت بالاتري صورت  D. purpureaهاي گره گونه نمونهریز
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 روز از تاریخ کشت 20پس از  D. lanataجوانه گونه ب) برگ و الف) نمونه هاي . تفاوت در تولید فنل در ریز3 شکل

  

  

  گرم در لیتر اسید جیبرلیکدر پاسخ به پنج میلی D. lanataاي گونه گره. افزایش فاصله میان4شکل 

  

 D. lanataبا توجه بـه ایـن کـه دوره رشـد رزتـی گونـه        .گرفت

تر از گونه دیگر مورد تحقیق در این پـژوهش اسـت، لـذا    طولانی

 MSهـاي حاصـل در محـیط    وردن گـره، دانهـال  دست آبهجهت 

گرم در لیتر اسید جیبرلیک واکشت شـدند و پـس   حاوي پنج میلی

)، 4اي (شـکل  گرهروز از تاریخ کشت و افزایش فاصله میان 25از 

  زایی مستقیم مورد استفاده قرار گرفتند.  هاي حاصل جهت بازگره

 D. purpureaبیشترین تعداد شاخساره در کشت گره گونـه  

گـرم در لیتـر   میلـی  BAP  +1/0گرم در لیتر درتیمار با سه میلی

NAA   حاصل شد و در گونـهD. lanata     نیـز، بیشـترین تعـداد

گرم حاوي چهار میلی MSشاخساره و با رشد مناسب در محیط 

وجــود آمــد. بــهNAA گــرم در لیتــر میلــیBAP  +1/0در لیتــر 

یک از نیز در هیچ BAPگرم در لیتر میلی پنجهاي بیش از غلظت

هـاي  تأثیر مثبتی در افزایش تعداد جوانـه  ،دو گونه مورد بررسی

هــاي فاقــد هورمــون حاصــل از کشــت گــره نداشــتند. محــیط 

عنوان شاهد در نظر گرفتـه شـدند. از بـین تمـامی     سیتوکینین به

کشـت شـده در ایـن     D. purpurea هـاي گـره گونـه    نمونهریز

یـک از  یاهچـه حاصـل آمـد و هـیچ    هاي کشت، تنها دو گمحیط

رشد کـافی   ،هادر این محیطD. lanata هاي گره گونه نمونهریز

هـاي  از کشـت  کـدام و مناسب از خود بـروز ندادنـد. در هـیچ    

نمونـه گـره از مـواد جـاذب فنـل اسـتفاده نشـد امـا پدیـده          ریز

ــه ســیاه ــتن ریزنمون ــین رف ــداد. در شــدگی و از ب ــز رخ ن هــا نی

یـک از  ، باززایی در هـیچ D. purpureaونه هاي کالوس گکشت

بیشـترین تعـداد    D.lanataتیمارها صورت نگرفت و در گونـه  

و بـه   BAPگـرم در لیتـر   با غلظت سه میلـی  شاخه در اثر تیمار

 )ب( (الف)
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ند تواالوس تولید شد. این نتایج میازاي هر کتعداد سه شاخه به

اززایی دلیلی بر برتري کشت جوانه و باززایی مستقیم نسبت به ب

 د.مستقیم باش غیر

  در مطالعــات اخیــر نیــز بهتــرین روش جهــت تکثیــر گونــه

D. purpurea    استفاده از کشت گره در باززایی مسـتقیم معرفـی

). با توجه به این که هدف نهـایی از تکثیـر ایـن    13شده است (

دسترسـی بـه بیومـاس گیـاهی بیشـتر جهـت        ،هاي گیاهیگونه

است، اسـتفاده از ریزنمونـه گـره در    رسیدن به مواد مؤثره بیشتر 

ضـمن آن کـه در روش    ،تـر باشـد  تواند مفیـد تکثیر مستقیم می

ثبـات ژنتیکـی گیاهـان حاصـل      ،کشت جوانه با احتمـال بیشـتر  

 ).30شود (نسبت به گیاهان مادري نیز حفظ می

 

  تعیین بهترین سیتوکینین در تولید شاخساره 

د شاخه تولید شـده در هـر   بر تعدا BAPطورکلی اثر هورمون به

). 2دو گونه بیشـتر از دو نـوع سـیتوکینین دیگـر بـود (جـدول       

ــتفاده از  ــه  BAPاس ــه   در و D. purpureaدر گون ــت س غلظ

هاي بسیار زیاد و متراکم شـد  گرم در لیتر سبب ایجاد شاخهمیلی

مؤثر واقع شد. در حقیقـت   D. lanataو با شدت کمتر در گونه 

گـرم در  میلـی  5تـا  BAP )4به مقادیر بالاتر  D. lanataدر گونه 

لیتر) جهت دستیابی به بیشترین تعداد جوانه نیاز اسـت. در ایـن   

پژوهش هورمون زآتین در هر دو گونه مورد آزمایش، در مرتبـه  

 دوم اهمیت از لحـاظ تعـداد شـاخه تولیـد شـده قـرار گرفـت.       

ر و هاي تولید شده در اثر تیمار با این هورمون طـول کمت ـ شاخه

 ،داشتند BAPهاي حاصل از تیمار با رنگ سبزتري نسبت شاخه

گـرم در لیتـر   هاي حاصل از تیمار با یک میلـی همچنین گیاهچه

زایی کردند. برخی زآتین پس از پنج هفته از شروع کشت، ریشه

تــرین مهــم BAPهــا نیــز هورمــون زآتــین را پــس از  گــزارش

کـه بعضـی   صـورتی در)، 30دانند (در تکثیر شاخه میسیتوکینین 

مؤثرترین هورمون جهـت   BAPدیگر از منابع کینیتین را پس از 

). تعداد شاخه تولید شده در گونه 29و  7دانند (تکثیر شاخه می

D. lanata  گـرم در لیتـر کینیتـین    در تیمار با غلظت چهار میلـی

گرم میلی یکتقریباً با تعداد شاخه تولید شده در تیمار با غلظت 

  برابر بود.، BAPر هورمون در لیت

 MSبا وجود اینکه نتایج حاصل از پـژوهش حاضـر، تیمـار    

 NAA گرم در لیتر میلیBAP +1/0 گرم در لیتر حاوي سه میلی

چـه در  دست آوردن حداکثر ساقهترین محیط جهت بهرا مناسب

هاي حاصل از ایـن  د، اما شاخهکنمعرفی می D. purpureaگونه 

تـر هسـتند.   تـر و کوتـاه  اي دیگـر متـراکم  ه ـمحیط نسبت محیط

گـرم در لیتـر   حـاوي یـک میلـی    MSهاي حاصل ازتیمار شاخه

BAP  +1/0 گرم در لیتر میلیNAA تري نسـبت  طول بسیار بلند

هـاي مسـتقل از   هاي دیگر دارند و جدا کردن گیاهچـه به محیط

ل که نیـاز بـه انتقـا   طوريبه ،گیردتر صورت میآنها بسیار راحت

ها به محیط مناسب جهت طویل شدن نیست. این پدیده گیاهچه

ــودن فاصــله غلظــت اکســین و    ــه نزدیــک ب ــوط ب احتمــالاً مرب

هاي حاصل از است. این در صورتی است که گیاهچهسیتوکینین 

+  BAPگـرم در لیتـر   میلـی  MS +1در محـیط   D. lanataگونه 

شته و پس از ، ماندگاري طولانی نداNAAگرم در لیتر میلی 1/0

  ). 5ند (شکل شومدتی به زردي گراییده و پژمرده می

هـاي متعـادل اکسـین و سـیتوکینین     زمان با غلظـت تیمار هم

شوند. نتایج حاصـل نشـان داد کـه اسـتفاده از     سبب باززایی می

ــالاتر از پــنج میلــی ســبب ایجــاد  BAPگــرم در لیتــر مقــادیر ب

و رشد عادي گیاهچـه را  شود میهاي بسیار زیاد و متراکم شاخه

زایـی  د. افزودن اکسین سبب تسریع در روند شاخهکنمیمتوقف 

گـرم  میلی 0 -5/0شود اما استفاده از آن در مقادیر محدود (نمی

ها بـر رشـد طـولی    در لیتر) باعث توقف اثر بازدارنده سیتوکینین

از  ).29کنـد ( ها را عادي مـی هاي جانبی شده و رشد ساقهشاخه

گرم میلی 5/0ها در مقادیر بالاتر از دیگر استفاده از اکسینسوي 

سـبب تولیـد    ،هـا چـه دهـی در سـاقه  بر بروز ریشهعلاوهدر لیتر 

) کـه ایـن پدیـده رشـد عـادي      6شـود (شـکل   مـی کالوس نیـز  

گـرم در  میلی 1/0کند؛ بنابراین از مقدار میها را متوقف گیاهچه

  ش استفاده شد.در این پژوه، NAAلیتر هورمون 

  

  هاي باززا شدهزایی گیاهچهریشه

گـرم  میلی 0 -3زایی در تمامی تیمارهاي در مطالعه حاضر ریشه
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  حاوي MSمحیط  در D. purpureaگونه ب) و  D. lanataگونه الف) ي ها. تکثیر شاخه5 شکل

  NAA گرم در لیتر میلی BAP  +1/0 گرم در لیتریک میلی 

  

  

  هاي حاصل از کشت گره در محیط حاويچهزایی در ساقه. کالوس6ل شک

 زآتین گرم در لیتریک میلی +  NAAگرم در لیترمیلی 5/0 

  

گرم در لیتر زآتین + و حتی در تیمارهاي یک میلی IBAدر لیتر 

 100 طـور بـه نیـز   ،زاییشاخه براي NAAگرم در لیتر میلی 1/0

اي ن دریافـت کـه گـل انگشـتانه    تـوا مـی درصد صورت گرفت. 

زا است؛ در مطالعات صورت گرفته پیشین در گیاهی سهل ریشه

زایـی در  هـاي دیگـر ایـن جـنس نیـز پدیـده ریشـه       مورد گونـه 

 1/0( هاي بدون اکسین و یا مقـادیر بسـیار انـدك اکسـین    محیط

  ) .10و  8) نیز حاصل شده است (IAAگرم در لیتر میلی

هش نشـان داد کـه بیشـترین تعـداد     نتایج حاصل از این پژو

هـاي گـره در   نمونـه شاخساره در هر دو گونه، در استفاده از ریز

هـاي حاصـل   باززایی مستقیم حاصل خواهند شد. تعداد گیاهچه

بـود. بهتـرین    D. lanataبیشـتر از گونـه    D. purpureaاز گونه 

هـاي جوانـه نیـز سـه تـا      ترکیب هورمونی جهت باززایی کشت

 NAAگـرم در لیتـر   میلـی BAP  +1/0گـرم در لیتـر   چهار میلـی 

هاي برگی، میزان تولید خلاف ریز نمونه، همچنین برشناخته شد

یابد. شدت کاهش میبه ،هاي گرهنمونهفنل هنگام استفاده از ریز

هـا بـا   هاي دارویی در این گونـه با توجه به اینکه تولید متابولیت

ــو    ــافتی همس ــایز ب ــی ثبـ ـ تم ــت و از طرف ــی در اس ات ژنتیک

هاي حاصل از کشت جوانه نیز بیشـتر اسـت، لـذا روش    گیاهچه

  .ها مفیدتر خواهد بودباززایی مستقیم در این گونه

 )ب( (الف)
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Abstract 

Foxglove (Digitalis sp.), as an ornamental and medicinal plant, is used for treatment of heart congestive disorders. Use 
of plant cell and tissue culture can be effective in large scale micropropagation and stable production of medicinal 
compounds. In this study direct and indirect regeneration methods in two species of this genus (D. purpurea and D. 
lanata) were investigated in response to different concentrations of auxin and cytokinin. In indirect method 
(regeneration through callus), regeneration occurred only in D. lanata in response to 3mg L-1 BAP, and no regeneration 
observed in callus of D. purpurea. Use of 13 different combinations of plant growth regulators for direct regeneration 
from node explants showed that the best regeneration in both species occurred in MS medium supplemented by BAP. 
Number of shoots produced in direct method in D. purpurea was more than that of D. lanata.  The response of explants 
of D. lanata to different treatments was faster. The results showed that phenol production in node culture of both 
species was much less than leaf culture in indirect regeneration. Rooting was rapidly achieved even in mediums without 
auxins and 1 mg L-1 Zeatin. Rooted plantlets transported into the soil and acclimated in greenhouse. Taking to the 
account of low phenol production and high number of shoots in direct regeneration, this method could be suggested for 
the micropropagation of foxglove. 
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