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  چكيده

اجـرا  با استفاده از چهار رقم تحت كشـت در ايـران    زا و باززايي هويج سازي شرايط توليد كالوس ريختآزمايشي جهت بهينه
 ـ D-2,4هـا جـدا شـده و در محـيط حـاوي      قطعات محور زير لپـه از گياهچـه  . گرديد   گـرم در ليتـر جهـت    ميلـي  2/0ا غلظـت  ب
جدا شده و به محيط جديد ) گرمميلي 25حدود (هاي تكثيريافته هاي كوچكي از كالوسسپس تكه. دهي و تكثير قرار گرفتندكالوس

نظـيم كننـده   نتايج نشان داد كه غلظت پـائين ايـن ت  . گرم در ليتر انتقال يافتند ميلي 1و  5/0، 2/0شامل  D-2,4هاي مختلف با غلظت
) گـرم در ليتـر   ميلـي  1/0(كينتـين  . زا موثرتر بود هر چند كه غلظت بالا باعث رشد بيشتر كالوس شد رشد در توليد كالوس ريخت

) گـرم در ليتـر   ميلـي  1(هاي سوماتيكي موثرتر از بنزيل آمينو پورين همچنين در ميزان باززايي به خصوص از نظر ميزان توليد جنين
براي تعيين تفاوت بين اين دو محيط از نظر ميزان توليد كالوس و باززايي مـورد اسـتفاده قـرار     MSmو  MSشت دو محيط ك. بود

در ميان ارقام مورد استفاده نيز، رقم نـانتس ايمپـرود   . داراي تأثير بيشتري است MSmگرفتند كه نتايج بدست آمده نشان داد محيط 
  .ر داشتهاي پايدا توانايي بيشتري در توليد گياهچه

 بنزيل آمينو پورين، توفوردي، كينتين، هويج: كليدي هايواژه
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  مقدمه
جهت حصول نتايج مناسب در هر آزمايش كشت بافت 

بايست شرايط رشد و باززايي براي هر گياه خاص و بـا  مي
غلظت مواد تنظيم كننـده  . توجه به هدف آزمايش بهينه شود

ــين   ــه اكس ــت، از جمل ــيط كش ــاهي در مح ــد گي ــا و رش ه
ها نقش اساسي در شروع كشت بافت يا سلول و سيتوكينين

در بســياري از مــوارد . كننــد هــدايت ايــن فراينــد ايفــا مــي
ها بايد ابتدا توليد كالوس نمايند و پس از آن امكان ريزنمونه

ها كه اسـاس بـاززايي هسـتند    ها و نيز شاخسارهتوليد جنين
داشتن اطلاعات كافي از اين جهت كـه چـه   . آيد بوجود مي

وس هـاي رشـد كـال   تركيبي از محيط كشت و تنظـيم كننـده  
سبز، ترد و با قابليت رشد سريع و به عبارت ديگر كـالوس  

در حـال  . باشـد كننـد بسـيار مهـم مـي    زا را توليد ميريخت
حاضر راهي براي برآورد دقيق محيط كشت و نيز پروتكـل  

. باشـد رشد براي ايجاد نوع خاصي از كالوس موجـود نمـي  
ه ها بايد از طريق يك آزمايش دقيق براي هر گوناين ويژگي

خاص گياهي و نيز براي هـر رقـم جديـد مـورد مطالعـه و      
هاي كشـت و  اساس هر آزمايش، محيط. بررسي قرار گيرند

هاي گياهي نتايج مطلـوبي را  هايي كه در ديگر گونهپروتكل
هاي بسياري نيز جهـت تعيـين   تلاش). 10(باشد اند ميداده

ــويج    ــاه ه ــاززايي در گي ــالوس و ب ــراي ايجــاد ك روشــي ب
(Daucus carota L.)  و  20، 19، 28(به انجام رسيده است

11 .(  
بـراي القـاء و توليـد     ها ها در بسياري از آزمايشاكسين

هـاي رشـد    كننده يكي از اين تنظيم. شوند كالوس استفاده مي
شـود،   دهـي اسـتفاده مـي   كه به وفور بـراي شـروع كـالوس   

جهت تحقـق اهـداف اصـلاحي    . است (D-2,4) 1توفوردي
هـاي سـوماتيكي امـري    جنين لوس با توانايي توليدتوليد كا

هاي سوماتيكي اغلـب در  فرايند توليد جنين. ضروري است
شود، اما  آغاز مي) D-2,4به خصوص (محيط حاوي اكسين 

در صورتي كه غلظت تنظـيم كننـده رشـد در مراحـل بعـد      
مقدار تنظيم ). 7(شود ها متوقف ميكاهش نيابد، رشد جنين

زا را هاي جنـين رد استفاده ميزان توليد كالوسكننده رشد مو
بيـان  ) 2008(ادويـن و همكـاران   . تحت تأثير قرار مي دهد

زا و توليد جنـين تنهـا در   هاي جنيننمودند كه القاء كالوس
كننـده   تـأثير تنظـيم  . دهـد هاي پائين اكسين روي ميغلظت

رشد سيتوكينين نيز در كشت بافت بسيار قابل توجـه اسـت   
هـا جهـت تحريـك تقسـيم     كه اغلب همراه بـا اكسـين  چرا 

. گيرنـد زايي مورد اسـتفاده قـرار مـي   سلولي و كنترل ريخت
زايي گاهي مواقع افزودن سيتوكينين خاصي براي القاء جنين

هـايي كـه بـه    از سـيتوكينين ). 8(باشـد  در يك گياه لازم مي
و بنزيل آمينـو   2شود كينتينوفور در كشت بافت استفاده مي

هـاي انـدك سـيتوكينين    غلظـت . باشـند مي (BAP) 3ورينپ
اغلب براي القاء توليد ) ميكرومولار 5/2تا  5/0معمولاً بين (

بـرگ اسـتفاده   زا به خصوص در گياهـان پهـن  كالوس جنين
ــي ــودمـ ــون). 7( شـ ــتفاده از هورمـ ــين و  اسـ ــاي كينتـ هـ
از محـيط    هاي حاصـل آمينوپورين در باززايي گياهچه بنزيل

، 2(هاي ديگر نيز ذكر شده اسـت  س در گزارشكشت كالو
  ).30و  29، 27

بـراي   D-2,4اين آزمايش جهت تعيين غلظـت مناسـب   
بـر   BAPالقاء و توليد كالوس و نيز بررسـي اثـر كينتـين و    

هـاي سـوماتيكي در دو   باززايي، به خصـوص توليـد جنـين   
   1 .سطح كشت و در چهار رقم هويج انجام شد

  
  مواد و روش ها

  چهار رقم هويج كه در ايـران مـورد كشـت قـرار     بذور 
گيرند شامل مونارچ، نانتس ايمپرود، تم تم و ويلمورن از مي

تمـامي   .موسسه تحقيقات سبزي و صيفي دزفول تهيه شدند
مراحل ايـن تحقيـق در گـروه بيوتكنولـوژي موسسـه ملـي       

واقع در شـهر مسـكو    (RAAS)تحقيقات سبزيجات روسيه 
 ـ 2008-2009در سال  بـذور ارقـام مـورد     .ه انجـام رسـيد  ب

  پـس  . استفاده در خـاك و در محـيط گلـدان كشـت شـدند     
هـاي  ها رشـد كـافي نمودنـد، قسـمت    هفته كه گياهچه 3از 

ها جدا شده و تحت عمـل گنـدزدايي   محور زير لپه گياهچه
جهت اين كار قطعات محور زير لپه در اتـانول  . قرار گرفتند

                                                 
1- 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
2- Kinetin 3- Benzylaminopurine 
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 10ه شده و سپس بـه مـدت   ثانيه قرار داد 30به مدت % 70
در . ور شـدند هيپوكلريت سديم غوطـه % 1دقيقه در محلول 

دقيقه با استفاده از آب  5نهايت سه مرتبه و هر بار به مدت 
سـانتيمتر   7/0تـا   5/0قطعاتي به طول . استريل شسته شدند

با  D-2,4كه حاوي ) MS1 )16 جدا شده و در محيط كشت
گرم در ليتر و آگار  30اكارز گرم در ليتر، س ميلي 2/0غلظت 

 گــرم در ليتــر بــود قــرار داده شــدند و تحــت  5بــه ميــزان 

ــاي ــت C 1±25°دمـ ــوري 70-80%، رطوبـ  8/16، دوره نـ
 μmol m-2 sec-1 1000و در شدت نـور ) روشنايي/ تاريكي(

در ميـزان رشـد    D-2,4براي برآورد تـأثير  . نگهداري شدند
هـايي كـه در    الوسها و نيز تـأثير آن در بـاززايي ك ـ   كالوس

گـرم در   ميلي 2/0با غلظت  D-2,4حاوي  MSمحيط كشت 
ليتر رشد و تكثير پيـدا كـرده بودنـد بـه قطعـات كـوچكتر       

هـاي   تقسيم شده و سـپس بـه محـيط   ) گرم ميلي 25حدود (
كه هر كدام شـامل سـه غلظـت    ) MSm2 )15و  MSجديد 

 گرم در ليتر بودند، ميلي 1و  5/0، 1/0شامل  D-2,4مختلف 
ده قطعه كالوس در هر پتري ديـش قـرار   . انتقال پيدا كردند

پـس  . داده شد و براي هر تيمار سه تكرار در نظر گرفته شد
هايي از كالوس شامل تغيير وزن،  از گذشت يك ماه، ويژگي

رنگ و استحكام مورد مشـاهده و يادداشـت بـرداري قـرار     
ها  وستجزيه واريانس براي تغيير در مقدار وزن كال. گرفتند

هاي كامل به صورت آزمايش فاكتوريل در قالب طرح بلوك
. به انجام رسـيد  SASتصادفي با استفاده از نرم افزار آماري 

دار ها به روش آزمون حداقل تفـاوت معنـي   مقايسه ميانگين
)LSD (انجام شد.  

زايي  و كينتين در ميزان ريخت BAPجهت بررسي تأثير 
توليد شده در مرحلـه قبـل    هايو باززايي در هويج، كالوس

صـورت جداگانـه    كه بـه  MSmو  MSهاي جديد به محيط
گرم در  ميلي 1با غلظت  BAPهاي رشدي  كننده شامل تنظيم

گرم در ليتر بودند انتقـال   ميلي 1/0با غلظت  Kinetinليتر و 
مشابه با آزمايش قبل، تعداد ده قطعه كالوس در . پيدا كردند

. مرتبه تكـرار شـد   3و هر تيمار هر پتري ديش قرار گرفت 
هاي سوماتيكي، شاخسـاره   ماه تعداد جنين 1پس از گذشت 

  زايـي و  بـرآورد درصـد ريخـت   . و ريشه شـمارش گرديـد  
زايي و نمودارهاي مربوطـه بـا اسـتفاده از نـرم افـزار      جنين

Excel 2007 1   .به انجام رسيد  
  

  نتايج و بحث
ميـانگين وزن  تجزيه واريانس وزن كالوس نشان داد كه 

ــين غلظــت MSmو   MSكــالوس در دو محــيط  هــاي و ب
داري و نيز بين ارقـام، داراي تفـاوت معنـي    D-2,4مختلف 

دهد نشان مي) 2جدول(ها  مقايسه ميانگين). 1جدول(بودند 
 MSm )8/42كــه ميــانگين وزن كــالوس در محــيط كشــت 

بيشـتر  ) گـرم  ميلـي  6/39( MSاز محـيط كشـت   ) گرم ميلي
وت اصلي بين اين دو محيط كشت، وجود كازئين تفا. است

در محـيط  ) گـرم در ليتـر   ميلي 500به ميزان (هيدروليز شده 
تواند به عنوان كازئين هيدروليز شده مي. است MSmكشت 

هـا و مهمتـر از همـه    يك منبع كلسـيم، فسـفات، ويتـامين   
كــازئين . اســيد آمينــه مختلــف باشــد 18تركيبــي شــامل 

اصـلاح وضـعيت رشـد در كشـت     هيدروليز شـده بـراي   
زايـي  تعليقي، كشـت كـالوس، كشـت شاخسـاره و جنـين     

نه  MSmدر محيط كشت ). 7(سوماتيكي بسيار موثر است 
بـود   MSدهي و تكثير آن بهتر از محيط تنها شروع كالوس

زا در همه ارقام بيشتر بود  بلكه درصد توليد كالوس ريخت
-غلظت أثيرمقدار رشد كالوس همچنين تحت ت). 3جدول (

به طور كلـي  . باشددر محيط كشت مي D-2,4هاي مختلف 
منجـر بـه    D-2,4در اين آزمايش استفاده از سـطوح بـالاي   
، )گرم ميلي 5/46(توليد حجم بيشتري از كالوس شده است 

نشان داده شده اسـت،   3اما بر اساس نتايجي كه در جدول 
هـاي  نسبت به غلظت زا در اين شرايط توليد كالوس ريخت

ميـانگين وزن كـالوس در محـيط    . ديگر اين ماده كمتر بـود 
گـرم بـود، كـه     ميلـي  1/37برابر  D-2,4گرم ميلي 2/0حاوي 

هاي ديگـر  كمترين مقدار توليد كالوس در مقايسه با غلظت
  د شدهــزا تولي كالوس ريخت دــاده است، اما درصــاين م

                                                 
1- Murashige and Skoog 
2- MS Masuda 
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ه در دو هـاي تكثيـر يافت ـ   تجزيه واريانس وزن كالوس -1جدول 
در چهـار   D-2,4هاي مختلـف   محيط كشت و تحت تأثير غلظت

  رقم هويج
ميانگين 
 مربعات

  درجه
 آزادي 

 منابع تغيير

 بلوك 2 5/94*

 محيط كشت 1 05/172**

 تنظيم كننده رشد 2 6/558**

 رقم 3 5/186**

ns6/16 2 تنظيم كننده رشد × محيط كشت 

ns27 3 رقم × محيط كشت 

ns69/3 6  رقم× تنظيم كننده رشد 

ns5/2 6 رقم× تنظيم كننده رشد  ×محيط 

  اشتباه آزمايشي 46 9/3
  دارغير معني: ns درصد،   1و  5دار در سطح احتمال به ترتيب معني  **و*

  
شـرايط مشـابهي بـراي مقـدار كـالوس      . بيشترين مقدار بود

م هايي كه از رقريز نمونه. زا در هر رقم وجود داشت ريخت
گـرم   ميلي 2/0حاوي  MSmنانتس ايمپرود در محيط كشت 

قرار داده شده بودند، بيشترين مقدار كـالوس   D-2,4در ليتر 
اين ). 3جدول (درصد را توليد نمودند  90زا برابر با  ريخت

زا توليد شـده در   مقدار خيلي بيشتر از مقدار كالوس ريخت
گرم در ليتر  ليمي 1برابر با  D-2,4شرايط مشابه اما با غلظت 

مقدار تكثير كالوس به نوع رقم نيز وابسته ). درصد 50(بود 
دهد كه ارقام ويلمورن  نشان مي 2به عنوان مثال جدول . بود

و نانتس ايمپرود، به ترتيب حداكثر و حداقل مقدار كـالوس  
، اما مقدار كالوس )گرم ميلي 7/37و  4/44(را توليد نمودند 

قم نانتس ايمپرود در مقايسه با رقم زا توليد شده در ر ريخت
هاي تفاوت). 3جدول (ها بيشتر بود  ويلمورن در همه محيط

موجود بين ارقام از نظر ميزان توليد كالوس در گياهان ديگر 
  ).17و  26(نيز گزارش شده است 

زا توسـط محققـان    در توليد كـالوس ريخـت   D-2,4اثر 
) 1996(ران ريبينسكي و همكا. ديگر نيز گزارش شده است

نشان داد كه در گياه هويج، استفاده از اين تنظيم كننده رشد 
) 2008(ادويـن و همكـاران   . زايي شـد  منجر به القاء ريخت

هـاي گيـاه   خاطر نشان كردند كـه در اثـر كشـت ريزنمونـه    
در محـيط كشـت   ) Arabidopsis thaliana(آرابيدوپسـيس  

، امـا  كالوس شروع به رشـد و تكثيـر نمـوده    D-2,4حاوي 
زايـي آنهـا در صـورتي كـه بـه مـدت زمـان        توانايي ريخت

طولاني در اين محـيط نگهـداري شـوند از بـين رفتـه و در      
ماه، توانـايي بـاززايي بـه طـور      6-8نهايت پس از گذشت 

ــي  ــين م ــل از ب ــامين  . رودكام ــارا و كوم و ) 1979(فوجيم
گـزارش نمودنـد كـه در گيـاه     ) 1988(دوريس و همكاران 

هـاي محـور   توانند از ريزنمونه زا ميهاي جنينلهويج، سلو
آزمايشـي توسـط   . بدسـت آينـد   D-2,4زير لپه در حضـور  

 D-2,4هـاي مختلـف    بـا اسـتفاده از غلظـت   ) 1994(دينگو 
زا در  جهت بررسي اثر اين مـاده در توليـد كـالوس ريخـت    

در محيط كشت اسـتفاده   D-2,4وقتي كه از . برنج انجام شد
وقتـي  . هـا مشـاهده نشـد   ف ريزنمونـه نشد، پاسخي از طـر 

  گــرم در ليتــر بــود،  ميلــي 2يــا  1غلظــت ايــن مــاده برابــر 
زا تشكيل شدند و زماني كـه غلظـت    هاي غير جنينكالوس

گـرم در ليتـر بـود، شـرايط حـد       ميلـي  5/0يـا   2/0آن برابر 
  هــا و توليــد كــالوس مشــاهده واســطي بــين توليــد جوانــه

  .شد

  
  و چهار رقم هويج D-2,4هاي مختلف  براي محيط هاي كشت، غلظت) گرم ميلي(ن وزن كالوس مقايسه ميانگي  -2جدول 

  رقم               D-2,4  محيط كشت            
 نام رقم  وزن كالوس   غلظت وزن كالوس   نوع وزن كالوس

b 6/39  MS  c  1/37 2/0  b  4/39 مونارچ 

a 8/42 MSm  b  40 5/0   b  7/37 رودنانتس ايمپ 

   a  5/46 1  a  5/43 تم تم 

      a  4/44 ويلمورن 
  ندارند) LSDآزمون (درصد  5داري در سطح احتمال اعداد هر ستون كه داراي حرف مشابه باشند، از نظر آماري تفاوت معني *   



 1390تير ماه / 4شماره / چهارمسال / تمجله دانش زراع

 ٨٣

  in vitroزا در چهار رقم هويج در محيط  توليد كالوس ريخت -3جدول 
  كالوس مورفوژن   )گرم در ليترميلي(D-2,4 غلظت  محيط كشت  رقم

  مونارچ
MS  

2/0 4/8 ± 70  
5/0 0/9±43 

1 9/8±40 

MSm  
2/0 8/6±83 
5/0 1/9±50 

1 1/9±47 

  نانتس ايمپرود
MS  

2/0 6/7 ± 77  
5/0 9/8±60 

1 0/9±43 

MSm  
2/0 5/5±90 
5/0 9/8±60 

1 1/9±50 

  تم تم
MS  

2/0 8/8±63  
5/0 1/9 ± 50  

1 7/8±34  

MSm  
2/0 1/8±73  
5/0 1/9±53  

1 9/8±40 

  ويلمورن
MS  

2/0 1/9±47  
5/0 9/8±40  

1 4/8±30  

MSm  
2/0 6/8±67  
5/0 1/9±50  

1 9/8±40  
7/18 =01/0LSD   05/0=  04/14و LSD 

  
همچنـين گـزارش نمودنـد كـه     ) 2007(اگما و همكـاران   

  مــورد اســتفاده در محــيط كشــت، بــه طــور  D-2,4غلظــت 
هاي تشكيل شـده را  داري توليد، نوع و كيفيت كالوسمعني

آنهـا متوجـه شـدند كـه غلظـت      . دهـد تحت تأثير قرار مـي 
مطلوب اين تنظيم كننده رشد زمـاني كـه در سـطوح پـائين     

ان و همكـاران  رازكريشـن . شـود مـوثرتر اسـت   استفاده مـي 
بـه   D-2,4همچنين اظهار نمودند كه غلظت بـالاي  ) 2001(

طور فعالي علائم كشـندگي از خـود نشـان داده و بنـابراين     
 .دهدفرايند توليد كالوس را كاهش مي

  
  باززايي

هـا از نظـر   نتايج بدست آمده نشان داد كـه بـين محـيط   
زايي در شـرايط مختلـف تفـاوت    زايي و جنينميزان ريخت

نسبت به محـيط   MSmدار وجود دارد و محيط كشت نيمع
). 5و  4جـدول  (از اين نظر موثرتر بـوده اسـت    MSكشت 

زا كه در محـيط   تقريباً در همه موارد، درصد كالوس ريخت
. بيشتر بود MSرشد كرده بود از محيط كشت  MSmكشت 

كنند، توانـايي بـاززايي    ها در آن رشد مي شرايطي كه كالوس
زايـي   بيشترين مقدار ريخت. دهد ت تأثير قرار ميآنها را تح

هاي تكثير شده  زماني بدست آمد كه كالوس) درصد 8/82(
حاوي تنظـيم   MSmاز رقم نانتس ايمپرود در محيط كشت 

به محـيط كشـت   ) گرم در ليتر ميلي D )2/0-2,4كننده رشد 
MSm  انتقـال پيـدا   ) گـرم در ليتـر   ميلـي  1/0(حاوي كينتين
 MSاز محيط كشت  MSmي به جاي استفاده از وقت. نمودند

با مقايسـه  . درصد كاهش يافت 65استفاده شد اين مقدار به 
  هاي د شده در هر كالوس و درصد كالوســتعداد اندام تولي
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زايي ارقـام هـويج تحـت تـأثير     تجزيه واريانس ريخت - 4جدول
هـاي  و دو نـوع سـيتوكنين در محـيط    D-2,4هاي مختلف  غلظت

  لفكشت مخت

  درجه  منابع تغيير
  آزادي 

ميانگين 
  مربعات

 ns001/0 2 بلوك
 58/0** 3 ژنوتيپ

 61/0** 1  محيط كشت
 39/1** 2 اكسين

 93/7** 1  سيتوكنين
 05/0* 3  محيط ×ژنوتيپ
 046/0** 6  اكسين ×ژنوتيپ
 11/0** 3  سيتوكنين ×ژنوتيپ
 ns012/0 2  اكسين×محيط
 ns027/0 1  سيتوكنين×محيط

 43/0** 2  اكسين ×سيتوكنين 
 05/0** 6  اكسين ×محيط  ×ژنوتيپ
 ns028/0 3  سيتوكنين ×محيط  ×ژنوتيپ
 ns03/0 6  سيتوكنين ×اكسين  ×ژنوتيپ
 008/0** 2  سيتوكنين ×اكسين ×محيط
 043/0* 6 سيتوكنين ×اكسين  ×محيط  ×ژنوتيپ

 014/0 94 خطا
  

. هـا بيشـتر آشـكار شـدند     اوتزا در اين دو تيمار، تف ـ جنين
 17/3تعداد اندام توليد شده در هر كالوس به طور متوسـط  

. بود MSو  MSmبه ترتيب براي محيط هاي كشت  53/2و 
  زا بـراي ايـن دو نمونـه     هـاي جنـين   همچنين درصد كالوس

نتايج مشابهي براي ديگـر  . بود 3/53و  3/73به ترتيب برابر 
توان نتيجـه گرفـت    مي. د داردتيمارها و در ارقام ديگر وجو

تأثير مستقيمي بـر افـزايش پتانسـيل     MSmكه محيط كشت 
زايي در گياه هويج به خـاطر دارا بـودن    زايي و جنين ريخت

  ).6و  5جدول (كازئين هيدروليز شده دارد 
نشــان داده ) 1981(در تحقيقــي توســط چانــد و روي  

كشت  شده است كه افزودن كازئين هيدروليز شده به محيط
MSهـا ضـروري اسـت    ، براي تشكيل شاخساره از كالوس .

هاي هويج در محيطي كه حاوي كازئين  كشت تعليقي سلول
هيدروليز شده به عنوان تنها منبع نيتروژن بود باعـث توليـد   

هاي بسـياري   هرچند گزارش). 1(هاي سوماتيكي شد  جنين

ه بـه  زايي با افزودن كازئين هيدروليز شد در مورد القاء جنين
محيط كشت وجود دارد، در بيشتر مـوارد تشـكيل كـالوس    

هاي سوماتيكي در غياب ايـن منبـع    زا يا تشكيل جنين جنين
  ).22و  18(اسيد آمينه امكان پذير نيست 

در  D-2,4تـر   هـاي پـائين   تأثير مثبت استفاده از غلظـت 
زايـي   زايي و جنين دهي، بر ميزان ريخت مراحل اوليه كالوس

قابـل مشـاهده    5و  4د به وضـوح در جـدول   در مراحل بع
 D-2,4هاي كشت، وقتي  تقريباً در همه ارقام و محيط. است

گرم در ليتر جهت توليد كالوس و كينتين  ميلي 2/0با غلظت 
گـرم در ليتـر در مرحلـه بـاززايي مـورد       ميلي 1/0با غلظت 

زا و  زا، جنـين  استفاده قرار گرفتنـد درصـد كـالوس ريخـت    
بـه  . در كالوس بيشترين مقدار خود را دارا بودندتعداد اندام 

در محيط كشت، باعـث   D-2,4هاي بالاي  طور كلي، غلظت
نسـبت بـه    BAPعلاوه بر اين، . كاهش توانايي باززايي شد

كمترين . زايي داراي تأثير كمتري بود كينتين از نظر القا جنين
در رقــم ويلمــورن در ) درصــد 7/16(زايــي  مقــدار ريخــت

بـا   BAPگرم در ليتر و  ميلي 1با غلظت  D-2,4شرايطي كه 
گرم در ليتر در محـيط كشـت مـورد اسـتفاده      ميلي 1غلظت 

در  BAPبه جاي استفاده از كينتين . قرار گرفتند مشاهده شد
 3/53زا بـا فراوانـي    اين تيمار، منجر به توليد كالوس ريخت

. درصد شد 30درصد به  3/3زايي از  درصد و افزايش جنين
در رقـم  ) 1/0(حداقل تعداد اندام توليد شده در هر كالوس 

هاي تكثير يافته در محيط كشت  تم تم بود كه در آن كالوس
MS  2,4گرم در ليتر  ميلي 1حاوي-D   به محيط كشـتMS 

بيشترين تعداد انـدام در كـالوس   . انتقال يافتند BAPحاوي 
در رقم نانتس ايمپرود بدست آمد كه در آن جهـت  ) 17/3(

بـا   D-2,4هـا از تنظـيم كننـده رشـد      شروع و تكثير كالوس
هـا   گرم در ليتر استفاده شد و سپس كالوس ميلي 1/0غلظت 

گـرم در   ميلـي  1/0به محيط جديد حاوي كينتين با غلظـت  
  . ليتر انتقال يافتند
در غلظت پائين براي توليد كـالوس و   D-2,4استفاده از 

زايي و كينتين جهت باززايي، در هـويج و ديگـر    القاء جنين
) 1996(سـيلورتند و همكـاران   . گياهان گزارش شده اسـت 

  (.Allium ampeloprassum L)بيان نمودند كه در تره فرنگي 
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  هويج رقم چهار و سيتوكنين نوع دو ،D-2,4 مختلف هايغلظت كشت، هايمحيط براي زاييريخت درصد ميانگين سهمقاي  -5 جدول
  رقم   D-2,4  محيط كشت    سيتوكنين

  نام رقم  درصد  غلظت درصد  نوع درصد   نوع  درصد
b 5/30  BAP  b 7/39   MS  a4/51  2/0  c 3/35  مونارچ 

a 6/53    Kinetin  a 7/48  MSm  b5/41  5/0  a 5/52  نانتس ايمپرود 

      c1/31  1  b 3/43  ويلمورن 

         c 2/33  تم تم 
  ندارند) LSD آزمون( درصد 5 احتمال سطح در داريمعني تفاوت آماري نظر از باشند، مشابه حرف داراي كه ستون هر اعداد*  

  
آبكـي   باعث توليد كـالوس نـرم و   D-2,4هاي بالاي  غلظت

هاي پائين، كالوس فشـرده را   شود در صورتي كه غلظت مي
تشــريح ) 1990(كومــامين و همكــاران . توليــد مــي نماينــد

در  D-2,4ميكرومولار از  05/0نمودند كه استفاده از غلظت 
هـايي بـا    روز براي القاء توليد سـلول  6گياه هويج به مدت 
يش از هاي سوماتيكي ضروري است و ب توانايي توليد جنين

ــدگي دارد  ــدت، نقــش بازدارن ــن م ــاران . اي ســاتوه و همك
اي هويج را براي توليد  هاي يك هفته محور زير لپه) 1986(

 D-2,4گرم در ليتر از  ميلي 1كالوس در محيط كشت حاوي 
قرار دادند و سپس آنهـا را بـه محـيط كشـت جديـد بـراي       

ت هاي سوماتيكي در غلظ تشكيل جنين. باززايي انتقال دادند
ميكرومـولار   1/0بيشـتر از غلظـت    D-2,4ميكرومولار از  1

نـانومولار از ايـن مـاده، عامـل      10كاهش يافت، و غلظـت  
) 2007(اگما و همكـاران  . ها نبود بازدارنده در تشكيل جنين

نشان دادند كه در سـيب زمينـي شـيرين، القـاء كـالوس بـا       
 D )5/0-2,4هاي پائين تنظيم كننـده رشـد    استفاده از غلظت

موثر بود، اما استفاده از سطوح بالاي ايـن  ) گرم در ليتر ميلي
كميـت و  ) گـرم در ليتـر   ميلـي  3بالاتر از (تنظيم كننده رشد 

  .داري كاهش داد زا را به طور معني هاي جنين كيفيت كالوس
زايي اساساً بـه گونـه    نوع سيتوكنين و نقش آن در ريخت

نشان دادند كـه  ) 1964(هالپرين و وترل . گياهي وابسته است
گـرم در ليتـر    ميلي 2/0در كشت بافت هويج كينتين با غلظت 

هــاي كشــت مختلــف بــراي تحريــك   توانــد در محــيط مــي
) 2006(شاري و همكاران . زايي مورد استفاده قرار گيرد جنين

 ،)Melia azedarach( گـزارش نمودنـد كـه در زيتـون تلـخ     

2,4-D و زا نـدارد   نقشي در توليد كالوس ريختBAP   بـراي

كه تنها باعث (تر از تنظيم كننده رشد كينتين  زايي مناسب اندام
اين نتيجـه مشـابه   . مي باشد) زا شد غير اندام هاي القاء كالوس

براي درخت چـريش  ) 1996(نتايج بدست آمده توسط دريو 
(Azadirachta indica Juss.)  در ايـن تحقيقـات نيـز    . اسـت

. زا شــد هــاي غيــر انــدام كينتــين فقــط باعــث توليــد كــالوس
ها در القاء يـا شـروع    گزارشاتي نيز مبني بر دخالت سيتوكينين

ر اغلب گزارشات، فقط مقـادير  د) 16(رشد ريشه وجود دارد 
ــت    ــوده اس ــوثر ب ــيتوكينين م ــدك س ــال،  . ان ــوان مث ــه عن ب

كـه   MSتوانند در محيط كشـت   هاي چغندرقند مي شاخساره
بـود بـدون اسـتفاده از     گـرم در ليتـر كينتـين    ميلي 5/0حاوي 

  ). 13(هيچگونه اكسيني توليد ريشه نمايند 
ــده و  271در ايــن آزمــايش، تعــداد  گياهچــه ســبز، زن

ارقـام  ). 6جـدول  (سازگار به شرايط طبيعـي بـاززايي شـد    
، 5/33نانتس ايمپرود، تم تم، ويلمورن و مونارچ به ترتيـب  

. بودنددرصد از اين گياهچه ها را دارا  8/18و  1/22، 5/22
همانطور كه در مباحث قبل ذكر شـد رقـم نـانتس ايمپـرود     

زا و نيـز   داراي توانايي توليد بيشترين مقدار كالوس ريخـت 
تـوان رقـم نـانتس     بنابراين مي. بيشترين توانايي باززائي بود

ايمپرود را به عنوان يك رقم مناسب براي انجـام تحقيقـات   
هفتـاد و  . ديگر در زمينه كشت بافـت هـويج معرفـي نمـود    

هـا حاصـل    چهار درصد از گياهان بـاززايي شـده از جنـين   
ــتفاده از    ــه اس ــه در نتيج ــدند ك ــت  D-2,4ش  2/0در غلظ

گـرم در ليتـر    ميلـي  1/0گرم در ليتر و كينتين با غلظت  ميلي
بــراي حصــول تعــداد كــافي از گياهچــه هــا، طــي فراينــد  

هاي كشـت بافـت هـويج     زايي سوماتيكي در آزمايش جنين
  .شود مي توصيه
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  بر مورفوژني و باززايي در هويج  Kinetinو  D ،BAP-2,4اثر نوع رقم، محيط كشت، هورمون هاي  -6جدول 

نانتس 
 ايمپرود

MS 

2/0  BAP1/9±0/46 80/0 6/4 ± 70/6 5 
Kinetin7/8±0/65 53/2 1/9 ± 3/53 10 

5/0  BAP0/9±2/43 73/0 5/5 ± 0/10 5 
Kinetin1/9±0/52 47/1 0/9 ± 3/43 7 

1  BAP0/9±3/40 60/0 3/3 ± 30/3 3 
Kinetin1/9±4/45 03/1 8/8 ± 7/36 6 

MSm 

2/0  BAP0/9±7/56 23/1 5/5 ± 0/10 8 
Kinetin9/6±8/82 17/3 1/8 ± 3/73 14 

5/0  BAP 1/9±5/45 07/1 6/4 ± 70/6 7 
Kinetin3/8±3/71 83/1 8/8 ± 6/62 11 

1  BAP9/8±3/39 70/0 5/5 ± 0/10 5 
Kinetin9/8±0/60 87/1 1/9 ± 7/46 10  

 ويلمورن

MS 

2/0  BAP0/9±5/42 30/0 6/4 ± 70/6 1 
Kinetin8/8±3/62 90/1 8/8 ± 7/3611 

5/0  BAP7/8±0/35 27/0 3/3 /± 30/32 
Kinetin1/9±7/46 00/1 2/8 ± 2/289 

1  BAP6/8±0/34 23/0 3/3 ± 30/31 
Kinetin9/8±0/40 00/1 7/7 ± 3/237 

MSm 

2/0  BAP1/9±0/47 73/0 5/5 ± 0/106 
Kinetin3/8±3/71 33/2 1/9 ± 3/5312 

5/0  BAP0/9±3/40 33/0 6/4 ± 60/61 
Kinetin8/8±3/62 43/1 1/9 ± 4/449 

1  BAP8/6±7/16 23/0 3/3 ± 30/31 
Kinetin1/9±3/53 23/1  4/8 ± 0/308 

    05/0LSD2/10 19/0  1/14    
    01/0LSD  1/12 25/0  02/17    
  

  D-2,4غلظت   محيط كشت  رقم
 )گرم در ليترميلي(

  نوع 
  سيتوكينين

  زايي ريخت
(%)  

  تعداد اندام 
  در كالوس

  زاييجنين
(%)  

هاي تعداد گياهچه
  باززايي شده

  تم تم

MS 

2/0  BAP8/8±7/36  67/0 6/4 ± 70/6  3 
Kinetin1/9±4/49  27/1 9/8 ± 8/38 8 

5/0  BAP3/7±0/20  50/0 0 2 
Kinetin0/9±3/43  97/0 4/8 ± 0/30 7 

1  BAP6/4±70/6  10/0 0 0 
Kinetin9/8±1/40  00/1 1/8 ± 7/26 6 

MSm 

2/0  BAP0/9±2/40  97/0 6/4 ± 70/6 7 
Kinetin4/8±0/70  10/2 0/9 ± 7/56 12 

5/0  BAP5/8±2/32  57/0 6/4 ± 70/6 3 
Kinetin0/9±6/56  53/1 0/9 ± 3/43 8 

1  BAP7/7±3/23  37/0 3/3 ± 30/3 2 
Kinetin8/8±7/36  60/0 7/7 ± 3/23 3 

 مونارچ

MS 

2/0  BAP4/8±0/30  53/0 6/4 ± 70/6 2 
Kinetin1/9±0/55  03/2 1/9 ± 3/44  8 

5/0  BAP7/7±3/23  57/0 3/3 ± 30/3  2  
Kinetin1/9±6/45  10/1 4/8 ± 0/30  7 

1  BAP 2/6±3/13  30/0 0  1 
Kinetin8/8±7/36  90/0 6/7 ± 4/22  3 

MSm 

2/0  BAP6/8±0/33  53/0 6/4 ± 70/6  3 
Kinetin4/8±0/69  47/1 0/9 ± 6/56  8 

5/0  BAP2/8±0/28  77/0 6/4 ± 70/6  3 
Kinetin1/9±5/55  33/1 9/8 ± 0/40  6 

1  BAP 1/8±7/26  57/0 3/3 ± 30/3  2 
Kinetin1/9±0/50  10/1 4/8 ± 0/30  6 



 1390تير ماه / 4شماره / چهارمسال / تمجله دانش زراع

 ٨٧

  منابع
1- Anderson, J. O., 1976. Embryogenesis in wild 

carrot cells. In Vitro, 12: 332-339. 

2- Asemota O., R. E. Chukwuemeka and O.O. 

Joshua, 2007. Date palm (Phoenix dactylifera L.) in 

vitro morphogenesis in response to growth 

regulators, sucrose and nitrogen. African Journal 

of Biotechnology, 6: 2353-2357.  

3- Chand S. and S. C. Roy, 1981. Induction of 

organogenesis in callus cultures of Nigella sativa 

L. Ann. Bot., 48: 1-4. 

4- De Vries S. C., H. Booij, P. Meyerink, G. 

Huisman, D. H. Wilde, T. L. Thomas and A. Van 

Kamen, 1988. Acquisition of embryogenic potential 

in carrot cell-suspension culture. Planta, 176: 

196-204. 

5- Dinghou L., 1994. Some regulations of somatic 

embryogenesis and organogenesis in indica rice. 

Journal of Tropical and Subtropical Botany, 2: 

70-78. 

6- Drew R., 1996. Clonal propagation of neem by 

tissue culture. In: Sing R. P. Chari M. S. Raheja 

A. K. Kraus W. (eds.), Neem and environment, 

Science Publishers, Inc., Lebanon, New Hampshire, 

999-1005. 

7- Edwin F. G., A. H. Micheal and D.K. Geert-Jan, 

2008. Plant propagation by tissue culture. 3rd 

Edition, Volume 1, The Background. Springer, 

Netherland. 

8- Fujimura T. and A. Komamine, 1979. Involvement 

of endogenous auxin in somatic embryogenesis in 

a carrot cell suspension culture. Z. Pflanzenphysiol, 

95: 13-19. 

9- Halperin W. and D. F. Wetherell, 1964. Adventive 

embryony in tissue cultures of the wild carrot 

(Daucus carota L). Am. J. Bot., 51: 274-283. 

10- Harisha, S., 2001. Biothechnology procedures and 

experiments handbook, Infinity Science Press 

LLC, Hingham, Massachusetts. 

11- Kalashnikova E. A., 2003. Cell selection of 

plants on resistance to fungous diseases. 

Authoref. of the doctor thesis, Moscow, 50 p. 

12- Komamine A., M. Matsumoto, M. Tsukahara, A. 

Fujiwara, R. Kawahara, M. Ito, J. Smith, K. 

Nomura and T. Fujimura, 1990. Mechanism of 

somatic embryogenesis in cell cultures. in 

Physiology, Biochemistry and Molecular biology 

(eds. Nijkamp et al.): 307-313. 

13- Konwar B. K. and R. H. A. Coutts, 1990. Rapid 

regeneration of sugar beet (Beta vulgaris L.) plants 

from in vitro cultures. in Physiology, Biochemistry 

and Molecular biology (eds. Nijkamp et al.): 114-118. 

14- Masuda K., Y. Kikuta, Y. Okazava, 1981. A 

revision of the medium for somatic embryogenesis 

in carrot suspension culture. J. Fac. Agr., 60: 

183-193. 

15- Murashige T. and F. Skoog 1962. A revised 

medium for rapid growth and bio-assays with 

tobacco tissue cultures. Physiol. Plant, 15: 473-

497. 

16- Nemeth G., 1979. Benzyladenine-stimulated 

rooting in fruit-tree rootstocks cultured in vitro. Z. 

Pflanzenphysiol, 95: 389-396. 

17- Oggema J. N., M. G. Kinyua and J. P. Ouma, 

2007. Optimum 2,4-D concentration suitable for 

embryogenic callus induction in local Kenyan 

sweet potato cultivars. Asian Journal of Plant 

Sciences, 6 (3): 484-489.  

18- Osifo F. O., 1988. Somatic embryogenesis in 

Dioscorea. J. Plant Physiol., 133: 378-380. 

19- Polyakov A. V. 2005. Regenerant obtaining of 

vegetable crops and its propagation in vitro. 

Methodical recommendation. Moscow: RAAS. 

27 p. 

20- Polyakov A. V. and O. F. Chikrizova, 2009. Cell 

selection of carrot (Daucus carota L.) on 

resistanse to biotic stresses. Research parers on 

vegetable crop production, Moscow: ARRIVC, 

pp. 484-488. 

21- Radhakrishnan T., T. G. K. Murthy, K. Chandran 

and A. Banyopadhyay, 2001. Somatic Embryogenesis 

in Arachis hypogaea. Aust. J. Bot., 49: 753-759.  

22- Radojevic L., 1988. Plant regeneration of 

Aesculus hippocastanum L. (Horse chestnut) 

through somatic embryogenesis. J. Plant Physiol., 

132: 322-326. 

23- Ribnicky D. M., N. Ilic, J. D. Cohen and T. J. 

Cooke, 1996. The effects of exogenous auxins on 

endogenous indole-3-acetic acid metabolism, the 

implications for carrot somatic embryogenesis. 

Plant Physiol., 112: 549-558. 



  و همكاران كرامت ربيعي                                                            زايي و باززايي در هويجسازي شرايط كالوس بهينه
 

 88

24- Satoh S, H. Kamada, H. Harada and T. Fujii 

1986. Auxin-controlled glycoprotein release into 

the medium of embryogenic carrot cells. Plant 

Physiol., 81:931-933.  

25- Sharry S., J. L. Cabrera Ponce, L. H. Estrella, R. 

M. Rangel Cano, S. Lede and W. Abedini, 2006. 

An alternative pathway for plant in vitro 

regeneration of chinaberry tree Melia azedarach 

L. derived from the induction of somatic 

embryogenesis. Electronic Journal of Biotechnology, 

9(3) Special Issue.  

26- Silvertand B., A. Rooyen, P. Van Lavrjsen, A. 

M. Harlem and E. Van Jacobsen 1996. Plant 

regeneration via organogenesis and somatic 

embryogenesis in callus cultures derived from 

mature zygotic embryos of leek (Allium 

ampeloprassum L.). Euphytica, 71: 261-270.  

27- Tiwari S. and R. Tuli 2007. Factors promoting 

efficient in vitro regeneration from de-embryonated 

cotyledon explants of Arachis hypogaea L. Plant 

CellT Tissue and Organ Culture, 92: 15-24.  

28- Tukavin G. B. and N. A. Shmikova, 2000. Mothodical 

recommendations on double haploid production 

by androgenesis method. Moscow: Academy of 

agricultural sciences. 56 p. 

29- Zhang C., Q. Li and L. Kong 2007. Induction, 

development and maturation of somatic embryos 

in Bunge’s pine (Pinus bungeana), Plant Cell 

Tissue and Organ Culture, 91: 273-280. 

30- Zhao P., W. Wang Feng, F.SH. Wu, F. Yang and 

W. Wang 2007. High-frequency shoot regeneration 

through transverse thin cell layer culture in 

Dendrobium Candidum Plant Cell, Tissue and 

Organ Culture, 90:131–139. 
 



 1390تير ماه / 4شماره / چهارمسال / تمجله دانش زراع

 ٨٩

Optimization of conditions for morphogenic callus production  
and regeneration of carrot (Daucus carota L.) 

 
K. rabiei1,*, M. Khodambashi1, and M. Omidi2 

 
1. Department of  Biotechnology and Plant Breeding, Shahrekord University 
2. Associate Professor of  Plant Breeding, Department of  Biotechnology and Plant Breeding, Shahrekord University 
3. Professor Molecular Genetics and Biotechnology, Department of Agronomy and Plant Breeding, University  

of Tehran 
 
Received: 03/13/2010 
Accepted: 12/25/2010 
 
 
Abstract  

Experiments were carried out for optimization of conditions for morphogenic callus 
production and regeneration of carrot (Daucus carota L.) using four cultivated cultivars in 
Iran. Hypocotyl segments were cultured on medium supplemented with 0.2 mg/l 2,4-D for 
callus initiation and proliferation. Small portions of calli (25 mg) were cut and transferred to 
new media with different concentrations of 2,4-D including 0.2, 0.5 and 1 mg/l. Results 
showed that low level of 2,4-D was more effective in morphogenic callus production although its 
high concentrations caused more callus growth. Kinetin in concentration of 0.1 mg/l was also 
more effective for regeneration than benzyl amino purine (1 mg/l), especially according to 
embryoid production. MS and MSm media were used in the experiments to identify the 
differences between these two media according to callus, embryoid and plantlet production. 
Obtained results showed that MSm is more useful than MS medium for callus production and 
regeneration of carrot plantlets. Among tested cultivars improved Nantes had more capability 
to produce viable plantlets. 
Keywords: BAP, carrot (Daucus carota), kinetin, 2,4-D 
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