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  20/3/94 :تاريخ تصويب                                                         13/5/93: تاريخ دريافت
  چكيده
هاي مختلف اين گياه حاوي انواع مهمي از  قسمت. است Corylusهاي متعلق به جنس  يكي از گونه Corylus avellanaفندق  :مقدمه
  .باشد ميكروبي بسيار ارزشمند مي سرطاني و ضد هاي دارويي با اثرات ضد متابوليت
  .هاي كوتيلدوني بذر انجام شد و باززايي فندق از ريزنمونه كالزايي سازي بهينهتوانايي توليد تاكسول و همچنين  ارزيابيتحقيق حاضر با هدف  :هدف

دي كلرو  -4و  2 هاي حاوي هورمون(MS)  موراشيگ و اسكوك قطعات كوتيلدون براي القاي كالوس در محيط كشت  :روش بررسي
گرم در  ميلي 1و  5/0، 0هاي  به تنهايي و يا در تركيب با غلظت. گرم در ليتر ميلي 1و  5/0، 0هاي  در غلظت (D – 4 ,2) فنوكسي استيك اسيد

 MSهاي به دست آمده در همان محيط كالزايي واكشت و يا به محيط  به منظور باززايي كالوس. كشت شدند (BA) بنزيل آدنين ليترهورمون
همچنين به منظور ارزيابي توان توليد متابوليت تاكسول  .گرم در ليتر منتقل شدند ميلي 3و  2، 1، 5/0، 25/0، 0هاي  در غلظتBA حاوي هورمون 

  .دشميكرو مولار استفاده  160و  130، 100، 70، 40، 10، 0هاي  هاي كشت كالوس از اليسيتور متيل جاسمونات در غلظت در محيط
در . باززايي مشاهده شد D - 4 .2 گرم در ليتر ميلي 5/0ي حاوي در تيمار هورمون. در همه تيمارهاي هورموني كالوس تشكيل شد :نتايج

بيشترين و كمترين ميزان توليد تاكسول به ترتيب در  .باززا شد گرم در ليتر ميليBA  1چه در غلظت  تيمارهاي باززايي بيشترين تعداد ساقه
هاي باززا  ساقه .دشمشاهده  )mg/KgDW 3/4( و تيمار شاهد) mg/KgDW7/16 (ميكرو مولار متيل جاسمونات  130تيمار حاوي 

دار  ريشه BA گرم در ليتر ميلي 5/0هورمون در تركيب با  (NAA) نفتالين استيك اسيد گرم در ليتر ميلي 2حاوي MS شده در محيط كشت 
موس و كوكوپيت به هايي كه به خوبي رشد كرده بودند به منظور سازگاري در مخلوط پرليت، پيت  زايي گياهچه پس از ريشه. شدند

هفته گياهان سازگار شده از  4پس از . قرار داده شد ،درصد بود 90دار كه داراي رطوبت  اي درپوش كشت، در محفظه 1:2:1نسبت 
  .يافتندل انتقاو به گلخانه  دهش محفظه خارج

 سلولي سوسپانسيونويژه كشت اي ب كشت درون شيشه سازي توليد متابوليت تاكسول در شرايط در بهينهتوان  مي تحقيق اين نتايج از :گيري نتيجه
  .استفاده نمودفندق  تراريخت هاي و همچنين باززايي كالوس

  

   زاييكال، ، توليد تاكسولباززايي ،Corylus avellana :واژگان گل
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 ...اثر متيل جاسمونات بر توليد

 

  مقدمه
هاي متعلق به  يكي از گونه (Corylus avellana)فندق 

 بادر مناطقي از اروپا و آسياي ميانه  است كه Corylusجنس 
هاي خنك به صورت  هاي معتدل و مرطوب و تابستان زمستان
هاي مختلف اين گياه حاوي  قسمت. ]1[ كند رشد مي خودرو
ميكروبي  خواص دارويي و ضد با هاي ثانويه متعددي متابوليت

سرطاني  همچنين مواد دارويي با اثرات ضد. استبسيار با ارزش 
  .]2[ ترين آنها تاكسول است، در اين گياه وجود دارد كه مهم

وپلاستيك است كه در ابتدا با نئ يك عامل آنتي تاكسول
شده است  استخراج ميسرخدار عملكرد پايين از پوست درخت 

و در درمان عمومي سرطان كاربرد فراوان دارد و اگرچه به طور 
شود، اما  در نظر گرفته مي سرخدار كلي يك متابوليت مختص

است و اهميت فندق نه  فندق نيز يافت شدهدرخت اكنون در 
ن يك خشكبار بلكه به عنوان يك گياه دارويي نيز تنها به عنوا
افزايش تقاضا براي فندق تنها . ]2 - 5[است  افزايش يافته

هاي استاندارد يا جديد كه  وسيله توزيع سريع رقمه تواند ب مي
تكثير . برآورده شود ،اند هاي اصلاحي انتخاب شده از برنامه

انبي از هاي ج فندق به طور عمده از طريق جداسازي شاخه
 شود اگرچه خوابانيدن و قلمه زدن نيز استفاده مي. ريشه است

هاي سنتي تكثير فندق پرزحمت، داراي هزينه  اما روش. ]6[
  .]7[گير است  فراوان و وقت

تكثير گياهان در شرايط آزمايشگاهي روشي بسيار مفيد 
توليد و توسعه . جهت توليد داروهاي گياهي با كيفيت است

براي توليد گياهان در نيازي  تيكي، پيشهاي سوما جنينمؤثر 
به عنوان  in vitroهاي  تكنيكهمچنين . سطح تجاري است

ابزار نيرومندي براي حفاظت ژرم پلاسم و توليد انبوه بسياري 
بر  علاوه. ]8[اند  هاي گياهي در معرض تهديد ارائه شده از گونه

ظرفيت عملكرد اين بهبود ژنتيكي روش ديگري براي افزودن 
براي تحقيقيات بيشتر روي تركيبات  .]9[ دارويي گياه است

هاي دارويي بالقوه، سيستم باززايي درون  بيوشيميايي و ارزش
اي براي توليد گياهان مورد نياز است زيرا گياهاني كه در  شيشه

ها و  كنند در معرض هجوم فصلي باكتري مزرعه رشد مي
تواند  محيطي هستند كه مي هاي ها و همچنين آلودگي قارچ

  هاي برداشت شده را تحت تأثير  ارزش دارويي بافت

  

طاني تاكسول در رس همچنين وجود ماده ضد. ]10[ قرار دهد
فندق توجه به كشت كالوس و توليد سوسپانسيون سلولي را 

تحريك سنتز تاكسول توسط مواد بيولوژيك  .باعث شده است
و يا غير بيولوژيك در كشت سلول هاي گياهي در شرايط 

هاي به كار رفته بسيار  محرك. دشو اي انجام مي درون شيشه
اند و روي مسيرهاي مختلفي از بيوسنتز تاكسول دخالت  متنوع
، ات نقره، سيترات آمونيومردر اين راستا استفاده از نيت. كنند مي

متيل جاسمونات، اسيد ساليسيليك و اسيد آراشيدونيك براي 
در اين ميان اسيد . تحريك توليد تاكسول گزارش شده است

جاسمونيك و مشتقات آن نظير متيل جاسمونات به عنوان 
اند و سنتز سريع آنها چه  هاي حد واسط مشخص شده سيگنال

 .]11[ ييد شده استأدر گياه و چه در كشت سلولي ت

همراه با القاي اليسيتور متيل اي  دورن شيشه كشت
اي  به منظور توليد كالوس و باززايي درون شيشه جاسمونات
ابزاري بسيار كارآمد جهت برآورده شدن نيازهاي  گياه فندق

هاي ژنتيكي  ورزي به منظور دست بنابراين. است مذكور
توليد افزايش  در راستاي مطالعه كشت سلولي مطلوب و
چون تاكسول و همچنين تكثير  يهاي ثانويه ارزشمند متابوليت

اي شامل  سازي شرايط كشت درون شيشه انبوه اين گياه، بهينه
  .ي و باززايي ضروري استزايكال

كه با هدف كشت سوسپانسيون سلولي فندق و  تحقيقيدر 
هاي  از ريزنمونه ها انجام شد، بررسي توليد تاكسول و تاكسان

كالوس و كشت  يكردن پروتكل القا مختلف فندق براي بهينه
هايي كه از كشت  محيط. دشسوسپانسيون سلول استفاده 

سوسپانسيون سلول بازيافت شدند محتوي تاكسول و 
بر روي  تقسيم سلول را ضد هاي وابسته بودند و فعاليت تاكسان
مطالعه بر روي كشت . ]4[ هاي تومور انسان نشان دادند سلول

پتانسيل . پيش از اين نيز انجام شده استبافت و باززايي فندق 
 زايي سوماتيكي كوتيلدون فندق توسط دهي و جنين كالوس
نتايج . بررسي شد 2009و همكاران در سال  (Aygun) آيگون

تركيبي از  زا زماني كه هاي جنين نشان داد كه درصد كوتيلدون
به ترتيب با  BAو  (NAA) نفتالين استيك اسيد هاي هورمون
استفاده شود، بيشترين مقدار  گرم در ليتر ميلي 1و  5/0 مقادير

سوماتيكي خيلي كم القاء جنين  BA است و همچنين در غياب
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ابراهيمي و همكاران   

 

روي سنتز پوتريسين بر  هاي بررسي اثر ممانعت كننده .]12[ است
اي نشان داد كه در فندق زماني  زايي فندق در كشت برگ لپه جنين

زايي  و اسپرميدين همزمان كاهش يابد، جنين كه پوتريسين
كند، اما به وسيله سطوح پايين پوتريسين  سوماتيكي كاهش پيدا مي

در زمينه ريزازديادي نيز مطالعاتي روي . شود به تنهايي متأثر نمي
   .]14 - 16[ فندق انجام شده است

و  زاييسازي شرايط كال به منظور بهينه تحقيقدر اين 
هاي اين گياه به عنوان ريزنمونه  باززايي فندق از كوتيلدون

همچنين به منظور بررسي توليد تاكسول در مرحله  .استفاده شد
هاي مختلف متيل جاسمونات به عنوان  دهي از غلظت كالوس

 .دشاليسيتور استفاده 

  
  ها شمواد و رو

  هاآن هاي گياهي و ضدعفوني تهيه نمونه
از درختان مزرعه  1391در تابستان سال بذرهاي گياه فندق 

ــاريومي( تحقيقــاتي پژوهشــكده گياهــان دارويــي ــا كــد هرب  ب
750MPIH( ــه آزمايشــگاه منتقــل شــدند  جمــع در . آوري و ب

آزمايشگاه پوسته رويي بذر جدا شد و بذرهاي سـالم در زيـر آب   
سـاعت   2بـه مـدت    20محلول تويين  جاري همراه با چند قطره

پس از آن بذرها در زير لامينار ايرفلو ابتدا به مدت . ور شدند غوطه
سپس . درصد ضدعفوني سطحي شدند 70 اتانول ثانيه با الكل 30
سپس با كلريد جيوه . بار با آب مقطر استريل شستشو شدند 2 -  3
بار بـا آب   2 -  3دقيقه استريل و در نهايت  4درصد به مدت  1/0

  .مقطر استريل شستشو داده شدند
  
  ييكالزا

و شـده  ابتدا پوسته سخت بذرهاشكسته  ،پس از ضدعفوني
جـدا شـده و    )مزوكـارپ ( اي شكل روي لپه پوسته رويي قهوه

ها بوسيله اسكالپل قطعه قطعه و به منظور كالزايي  پس از آن لپه
ــت    ــيط كشـ ــر روي محـ ــون  MSبـ ــاوي هورمـ ــاي حـ    هـ

 2,4-D وBA هـر   گرم در ليتر ميلي 1و  5/0، 0هاي  در غلظت
بـه  . به تنهايي و يا در تر كيـب بـا يكـديگر كشـت شـدند     يك 

گـرم در ليترآگـار    7شـكر و   گـرم در ليتـر   30ها  تمامي محيط

. در نظر گرفته شد 8/5هاي كشت  تمامي محيط pH .افزوده شد
گـراد   درجه سانتي 23 ± 2ها در اتاق رشد در دماي  تمام محيط

رصـد  يـك مـاه پـس از كشـت د    . و در تاريكي قرار گرفته شد
  .ها بررسي شد كالزايي، وزن تر و خشك كالوس

  
  القاي اليسيتور

بـا   بار 3دست آمده در بهترين تيمار كالزايي ه هاي ب كالوس
بار در همان محيط واكشت شـدند و سـپس    روز يك 21فاصله 

، 0هاي  حاوي متيل جاسمونات در غلظت MSبه محيط كشت 
 72. انتقـال يافتـد  ميكرو مولار  160و  130، 100، 70، 40، 10

ها با استفاده  ساعت پس از القاء ميزان توليد تاكسول در كالوس
  .دشبررسي  (HPLC) از روش كروماتوگرافي

  
  باززايي

 حـاوي هورمـون   MSمحيط  بهها  به منظور باززايي كالوس
BA گـرم در ليتـر   ميلي 3و  2، 1، 5/0، 25/0، 0هاي  در غلظت 

گـراد   درجه سانتي 23 ± 2دماي ها در  تمام محيط. منتقل شدند
 8ساعت نور و  16لوكس و با فتوپريود  6000 و در شدت نور

يك مـاه پـس از كشـت درصـد و     . ساعت تاريكي قرار گرفتند
  .شد يتعداد گياهان گياهان باززا شده بررس

  
  زايي ريشه

 MS زايي به محيط كشـت  گياهان باززاشده به منظور ريشه
و  NAA گــرم در ليتــر ميلــي 2و  1، 5/0هــاي  حــاوي غلظــت

گرم  ميلي 5/0و  1/0در تركيب با (IBA)  ايندول بوتيريك اسيد
يك ماه پس از كشت درصد گياهـان  . منتقل شدند BA در ليتر
  .ها بررسي شد دار شده و تعداد ريشه ريشه
  

  سازگاري
هايي كه به خوبي رشد كرده بودنـد   زايي گياهچه پس ريشه

هاي كشت خارج شده ابتـدا بـراي    از شيشهبه منظور سازگاري 
شسـته شـده و    ها كـاملاً  جداسازي آگار در زير آب ولرم ريشه

سپس در مخلوط پرليت، پيـت مـوس و كوكوپيـت بـه نسـبت      
دار كـه داراي   اي درپـوش  سـپس در محفظـه  . دش ـكشت  1:2:1
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 ...اثر متيل جاسمونات بر توليد

 

هفتـه گياهـان    4پـس از  . قرار داده شد ،درصد بود 90رطوبت 
  .ه خارج و به گلخانه منتقل شدندسازگار شده از محفظ

  
 HPLC (High Pressure Liquid آزمون طيـف سـنجي  

Chromatography)   
  

 هاي تيمـار  به منظور سنجش توليد متابوليت تاكسول در كالوس
 HPLCشده عصاره متانولي به شرح زيـر تهيـه و توسـط دسـتگاه     

ي هـا  سـاعت بافـت   24بعـد از گذشـت   . مورد آناليز قـرار گرفـت  
ليتـر متـانول محلـول     ميلي 10تراريخت در ازت مايع پودر و توسط 

در ايـن مرحلـه   . سپس در دسـتگاه سـونيكاتور قـرار داده شـد    . دش
 10مجـدد در   .دشده و حلال در دماي اتاق خشك شمحلول فيلتر 

 1:1) حجمـي /حجمـي (آب با نسـبت   :كلرومتان ليتر حلال دي ميلي
روشـناور  . دش ـسـانتريفيوژ   rpm 5000محلول حاصل با . دشحل 

ميكرليتـر متـانول    100د و مجدد در شحاصل در دماي اتاق خشك 
ميكرومتـر   2/0د و بعد از عبور دادن از فيلتر شحل  HPLCبا گريد 

  .  ]17[ دشبا مشخصات زير تزريق  HPLCبه دستگاه 
‐ HPLC system (Knauer, Germany). 
‐ C-18 column (Perfectsil Target, ODS3, 5 μm, 
250 × 4.6 mm, Teknokrome, Germany). 
‐ Taxol was eluted with a linear gradient of 
acetonitrile and water (45:55) at a flow rate of 1 
mL min-1. 
‐ Taxol detected at 227 nm using a UV detector 
(K-250, Knauer, Germany). 

  
  آناليز آماري

قالب طرح كاملاً تصادفي  آزمايش به صورت  فاكتوريل در
ريزنمونه قرار داشت انجام  10با سه تكرار كه در هر تكرار 

افزار  ها از نرم به منظور آناليز آماري داده. شد
MSTATCVersion 2.10  و از آزمون مقايسه ميانگين چند

  .درصد استفاده شد 5اي دانكن در سطح احتمال  دامنه
  

 نتايج
ها  كشت كوتيلدون فندق، ريزنمونهحدود يك هفته پس از 

 10شروع به متورم شدن كردند و تشكيل كالوس تقريباً بعد از 
در محيط . ها مشاهده شد روز از كشت بر روي ريزنمونه 15تا 

هاي رشد گياهي و همچنين در  بدون تنظيم كننده MSكشت 
 - 1شماره  شكل(ها كندتر بود  رشد كالوس BAمحيط حاوي 

. ها به رنگ سبز و كاملاً فشرده بودند ها كالوس يماردر اين ت). الف
، بعضي از BA گرم در ليتر ميلي 5/0رهاي حاوي  تيما در

 شماره شكل(بجا توليد كردند  ها علاوه بر كالوس ريشه نا ريزنمونه
 BA همراه با D-2,4و  D-2,4 هاي حاوي فقط در محيط). ب - 1

كرم روشن و در رنگ كالوس . تر رشد كردند ها سريع كالوس
و با ) ج - 1 شماره شكل( ها كاملاً نرم بوده مناطقي سفيد و كالوس

  ). د - 1 شماره شكل(اي شدن كردند  گذشت زمان شروع به قهوه
و تمام تيمارهاي هورموني در القاي MS محيط كشت 

 D-2,4كالوس از كوتيلدون فندق مؤثر بودند اما هورمون 
استفاده شد نسبت به BA زماني كه به تنهايي يا در تركيب با 

با . )1جدول شماره ( برتري داشتBA و هورمون  MSمحيط 
 گرم در ليتر ميلي 1و  5/0هاي  در غلظت BAافزايش هورمون 
 D-2,4هورمون . درصد كالزايي افزايش يافتبه محيط كشت 

در تركيب ليتر گرم در ميلي 1و هم در غلظت  5/0هم در غلظت 
) گرم در ليتر ميلي 1و  5/0، 0(مورد آزمايش  BAبا سطوح 

مشابه با نتايج . را داشت) درصد 100(حداكثر درصد كالزايي 
 و همكاران (Bestoso) بسِتوسو ما در مطالعه انجام شده توسط

بر روي كالزايي فندق بيشترين درصد كالزايي به ميزان ) 2006(
و  D-2,4 درصد در بذر و ساقه و در تيمارهاي حاوي فقط 75

به تنهايي درصد كالوس BA گزارش شد و  BAدر تركيب با 
با اين حال نتايج بهتري در تيمارهاي . ]4[پاييني را توليد كرد 

به  D-2,4محيط هاي حاوي  به تنهايي و هم درBA حاوي 
  گرم در ليتر ميلي 5/0البته در تيمارهاي حاوي . حاصل شد

2.4-D  افزايش BA گرم در ليتر باعث كاهش  ميلي 1به  0از
براي رشد بهتر كالوس وجود . تدريجي وزن تر شده است

بيشترين وزن . هاي اكسين و سيتوكينين لازم است هورمون
به  D-2,4 گرم در ليتر ميلي 5/0خشك در تيمار هورموني 

 گرم در ليتر ميلي 5/0در تيمارهاي حاوي . تنهايي به دست آمد
2.4-D  گرم در ليتر ميلي 1و  5/0، 0همراه با BA  وزن خشك

نيز همانند وزن تر كاهش پيدا كرده است ولي اين سه تيمار در 
هاي  محيط كشت. داري با هم نداشتند مجموع تفاوت معني

  رغم اينكه بالاترين وزن علي D-2,4 گرم در ليتر ميلي 1حاوي 
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  حاوي  MSتشكيل كالوس در محيط كشت : ب. هاي رشد گياهي پايه بدون تنظيم كننده MSتشكيل كالوس در محيط كشت : الف -1 شماره شكل

5/0 BA تشكيل كالوس در محيط كشت : ج. گرم در ليتر ميليMS  2,4 گرم در ليتر ميلي 1حاوي- D .اي شدن كالوس با گذشت زمان شروع به قهوه: د 
  

  دهي، وزن تر و وزن خشك كوتيلدون فندق بر درصد كالوسBA و  D-2,4هاي مختلف  اثر غلظت -1 شماره جدول
 )گرم ميلي( وزن خشك )گرم ميلي( وزن تر )درصد(كالزايي تركيبات هورموني

2,4-D BA 

0 0 667/55 D 550/2182 D 750/435 F 

0 5/0  333/64 C 900/3073 D 267/650 B-D 

0 1 667/74 B 700/2442 D 550/544 E 

5/0  0 000/100 A 700/13005 AB 033/756 A 

5/0  5/0  000/100 A 133/11910 B 333/719 AB 

5/0  1 000/100 A 367/10464 C 650/703 A-C 

1 0 000/100 A 450/13735 A 850/554 DE 

1 5/0000/100 A 700/14088 A 167/606 C-E 

1 1 000/100 A 833/14477 A 000/598 DE 

 ب الف

 د ج
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 ...اثر متيل جاسمونات بر توليد

 

  تري نسبت به  تر را به دست دادند ولي وزن خشك پايين
تواند حاكي از تشكيل  دارند كه مي D-2,4 گرم در ليتر ميلي 5/0

تر در حضور اكسين زياد باشد كه با خشك شدن  هاي آبكي كالوس
در . آب بيشتري از دست داده و وزن خشك كمتري خواهند داشت

مجموع با توجه به جدول مقايسه ميانگين بر اساس آزمون چند 
دهي، وزن تر و وزن خشك  اي دانكن در مورد درصد كالوس دامنه

 5/0توان گفت محيط كشت حاوي  فندق ميكالوس كوتيلدون 
  .نتايج مطلوبي در همه موارد نشان داد D-2,4  گرم در ليتر ميلي

 گرم در ليتر ميلي 1تا  25/0از BA با افزايش غلظت 
تشكيل ساقه افزايش پيدا كرده به طوري كه بيشترين تعداد 

به  BA گرم در ليتر ميلي 1چه باززايي شده در غلظت  ساقه
و با ) الف -3 شماره ، شكل2 شماره شكل(است دست آمده 

هاي باززا  چه به تدريج از تعداد ساقهBA افزايش بيشتر غلظت 
گرم در  ميلي 3شده كاسته شده است به طوري كه در غلظت 

به . ها تشكيل نشده است اي از كالوس هيچ ساقه BA ليتر
   ليترگرم در  ميلي 5/0علاوه در تيمار هورموني حاوي 

2,4-D چه باززا شده مشاهده شد ساقه.  
 ثيرأتحت تمتر  سانتي 5هاي باززا شده با طول  گياهچه

به  BA در تركيب باIBA و NAAتيمارهاي مختلف هورموني 
از بين تيمارهاي هورموني . شدند قرار دادهزايي  منظور ريشه

در  NAAگرم در ليتر  ميلي 2استفاده شده تنها در غلظت 
  .زايي مشاهده شد ريشه BAگرم در ليتر  ميلي 5/0تركيب با 

 خروج ازبعد از هاي توليد شده  به منظور سازگاري گياهچه
با آب ولرم بقاياي محيط كشت از  اي شرايط درون شيشه

پيت موس و  ،پرليت ي ازدر مخلوطو هاي آنها جدا  ريشه
و  )ب - 3 شماره شكل( دهشكشت  1:2:1كوكوپيت به نسبت 

داده انتقال درصد  90 نسبيرطوبت  بادار  اي درپوش محفظه به
و هفته گياهان سازگار شده از محفظه خارج  4پس از . ندشد
  .استقرار داده شدندگلخانه  در

دست آمده در تيمار ه هاي ب ديگر كالوس آزمايشدر 
  و  BAPهاي  گرم در ليتر هورمون ميلي 1هورموني حاوي 

2,4-D  كه بيشترين وزن تر كالوس را داشتند به منظور القاي
بار واكشت به محيط كشت  3دند و پس از شاليسيتور انتخاب 

MS هاي مختلف متيل جاسمونات انتقال يافتند حاوي غلظت .
هاي تيمار شده حاكي از توليد  آناليز فيتوشيميايي كالوس

ي مختلف ها مقايسه ميانگين غلظت). 4 شماره شكل(تاكسول بود 
متيل جاسمونات نشان داد كه افزايش غلظت متيل جاسمونات 

كه  طوريه ب. دداري در ميزان توليد تاكسول ش باعث افزايش معني
ميكرو مولار  130در تيمار حاوي  7/16بيشترين ميزان تاكسول 

  .)5شماره  شكل(متيل جاسمونات مشاهده شد 
  

  
  بر باززايي گياه فندق BAهاي مختلف هورمون  نمودار اثر غلظت -2 شماره شكل
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  دار شده سازگاري گياهچه ريشه: ب. BA گرم در ليتر ميلي 1حاوي  MSچه از كالوس در محيط كشت  ساقه يباززاي: الف -3 شماره شكل

  

  
  

  
  

  )ب( RT=6.2ميكرمولار  130جاسمونات  ، آناليز فيتوشيميايي كالوس تيمار شده با متيل)الف( RT=6.317 استادارد تاكسول -4شكل شماره 
  
  

ب الف

 الف

 ب
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 ...اثر متيل جاسمونات بر توليد

 

  

  
   هاي مختلف متيل جاسمونات بر توليد تاكسول اثر غلظت -5 شماره شكل

  
  بحث

كوتيلدون فندق در محيط بدون دهد كه  اين نتايج نشان مي
دهد ولي براي  هورمون نيز مقدار كالوس كمي تشكيل مي

 BAو  D-2,4هاي  دهي مطلوب وجود هورمون كالوس
هايي با قابليت باززايي وجود  براي القا كالوس. ضروري است

. ]18[ هر دو هورمون اكسين و سيتوكينين ضروري است
چرخه سلولي براي هاي بدني و آغاز فاز  سازي سلول فعال

ها و  زا به ويژه اكسين هاي برون القاي كالزايي نيازمند هورمون
 پونموروگانو (Gopi)  گپي .]19[باشد  ها مي ستيوكينين

(Ponmurugan) )2006 ( بالاترين مقدار كالزايي از برگ
 گرم در ليتر ميلي 5/0حاوي  MSريحان را در محيط كشت 

2,4-D گرم در ليتر ميلي 1 وBAP  20[ گزارش كردند[ .
همچنين تركيب مشابهي از اكسين و سيتوكينين براي القاي 

   ياسمين و) 2003(و همكاران (Dode)  دده كالوس به وسيله

  

(Yasmin)  گزارش شده است و نشان ) 2001(و همكاران
هاي  براي القاي كالوس BAP و D-2,4دهد كه تركيبات  مي

  افزايش . ]21 ،22[زايي ضروري است  فشرده براي جنين
2,4-D افزايش . به محيط كشت باعث افزايش وزن تر شد
2,4-D  باعث رشد بهتر كالوس و وزن تر بيشتري  1به  5/0از

شد به طوري كه بيشترين وزن تر كالوس در تيمارهاي محتوي 
  .به دست آمد D-2.4 گرم در ليتر ميلي 1

هاي  وسيعي از فعاليتها مستقيماً در دامنه  سيتوكينين
بيوشيميايي از عملكردهاي فيزيولوژيكي درگير هستند كه منجر 

. شود به نتايج مورفولوژيكي و هيستولوژيكي بسيار ناهمگن مي
آنها همچنين نقش مهمي در القاي تشكيل كلروفيل و القاي 

سيتوكينين . ]23[كنند  شاخساره در كشت بافت گياهي بازي مي
 BAزايي در بسياري از گياهان  راي القاي اندامبه طور معمول ب

اي از اثر بخشي نسبي  يك مقايسه. ]24[استفاده شده است 
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هاي مختلف براي تشكيل ساقه چندگانه به ترتيب  سيتوكينين
 را نشان داد BA > Kn >Zeatin> Adenineاثر بخشي 

و  (Sujatha) داجاوس انجام شده توسطدر مطالعه . ]25[
روي  2007در سال  (RanjithaKumari)رانجيداكوماري 

انجام شد، نتايج نشان داد  Artemisia vulgarisريزازديادي 
هاي بالاي  برتري دارد و غلظت (Kn) كينيتين نسبت به BA كه

هو . ]24[ دهد دهي را كاهش مي آن تعداد ساقه و درصد پاسخ
(Hu) وانگ و  (Wang))1983 (هاي  گزارش كردند كه غلظت
دهد  هاي تكثير شده را كاهش مي سيتوكينين تعداد ساقهبالاتر 

 دهار و (Indhra) ايندهرا نتايج مشابهي نيز به وسيله. ]26[
(Dhar) )2000 (در اينجا نيز القاي ساقه را . ]27[ مشاهده شد

مشاهده شد و  BA گرم در ليتر ميلي 2و  1، 5/0هاي  در غلظت
هيچ  گرم در ليتر ميلي 2و بيشتر از  5/0هاي كمتر از  در غلظت

  .اي تشكيل نشد ساقه
 مينوچا و (Subbaiah)سوبايها  اي كه توسط در مطالعه
(Minocha) )1990 ( روي باززايي ساقه در اكاليپتوس گونه

tereticornis 5/0 بيشترين القاي ساقه در غلظت .انجام شد 
BA هاي كمتر از  به دست آمد و در غلظت گرم در ليتر ميلي

اي تشكيل نشد  هيچ ساقه گرم در ليتر ميلي 3بيشتر از و  5/0
 ماسكارنهاس و (Muralidharan) موراليدهاران .]28[

(Mascarenhas) )1978 ( نيز نتايج مشابهي را در
Eucalyptus. camaldulensis  ديالو . ]29[به دست آوردند

(Diallo) دوهوكس و (Duhoux) )1984 ( القاي ساقه از
گرم در  ميلي 5/0را با  E. Camaldulensisكالوس كوتيلدوني 

  . ]30[ گزارش كردند BA ليتر
و  (Gao) گااُ در تحقيقي كه روي ريزازديادي فندق توسط

   زايي در محيط كشت انجام شد، ريشه) 2008(همكاران 
MS ½  گرم در ليتر ميلي 1/0حاوي NAA 16[ گزارش شد[ .

زايي فندق را به  ريشه) 2004( (Read) رِد و (Nas)ناس 
  ثانيه در محلول  10و  5ها به مدت  وسيله فرو بردن ساقه

ppm 1000، IBA  و سپس كشت در محيطNRM  بدون

گياهان چوبي نه تنها براي كشت  .]31[هورمون گزارش كردند 
زايي و سازگاري  اند بلكه مشكلات ريشه با سختي مواجه

هاي توليد شده در شيشه، برداشت از كشت و  گياهچه
زايي يك  ريشه. سازي بعدي آن را پيچيده كرده است تجاري

مرحله بسيار سخت در ريزازديادي گياهان چوبي است، اما 
زايي مناسب و مطمئن براي ايجاد يك برنامه  درصدهاي ريشه

  . ]32[پذير نيست  ريزازديادي اقتصادي هميشه امكان
تاكسول با افزايش ميزان غلظت متيل افزايش توليد 

هاي گياه فندق به اين محرك  جاسمونات پاسخ زيستي سلول
آمده رضايي و همكاران ه دست مشابه با نتايج ب. زيستي است

نشان دادند كه متيل جاسمونات به تنهايي و يا در تركيب  1390
با ساير اليسيتورها باعث افزايش توليد تاكسول در گياهان 

ها، از جمله تاكسول در  همچنين توليد تاكسان .شود مي
هاي متيل جاسمونات  هاي تعليقي فندق تحت اثر محرك كشت

  .]33[ روز افزايش نشان داد 60و كيتوزان پس از 
  

  گيري نتيجه
هاي هورموني مختلف بر كالزايي  در اين پژوهش اثر تيمار

 دسته ب نتايجبا توجه به  و و باززايي گياه فندق بررسي شد
بهترين D-2,4 گرم در ليتر هورمون  ميلي 5/0تيمار حاوي  آمده

 MS محيطهمچنين . بودتيمار براي القاي كالوس در گياه 
افزايش  بربيشترين تأثير را  BAP گرم در ليتر ميلي 1حاوي 
  با  MSتنها در محيط نيز زايي  ريشه. داشت لوسكاتوليد 

 BA گرم در ليتر ميلي 5/0و  NAAگرم در ليتر هورمون  ميلي 2
توان به عنوان  مي آمده دسته نتايج باز  همچنين .رخ داد

 سلولي هاي سوسپانسيون كشت سازي در بهينهروشي كاربردي 
تاكسول و همچنين ثانويه متابوليت توليد افزايش براي فندق 

با  از سوي ديگر .استفاده نمودتراريخت هاي  باززايي كالوس
هاي باززا شده  زايي گياهچه توجه به مشكلات موجود در ريشه

، زايي در فرآيند ريشه يهاي بيشتر از طريق كالوس، پژوهش
  .اين گياه ضروري است سازگاري و انتقال
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Abstract 
 

Background: Hazelnut (Corylus avellana) is a species belonging to the genus Corylus. Its various 
segments contain different metabolites with very valuable medicinal, anti-microbial and anti-
cancer properties. 
Objective: The present study was done to investigation the optimal conditions for hazelnut plants 
regenerated from cotyledon as explants and invitrotaxol production. 
Methods: Cotyledon segments were cultured on MS medium containing 2,4-D concentrations of 0, 
0.5 and 1 mgl-1 alone or in combination with concentrations of 0, 0.5 and mgl-1 BA for callus 
induction. For regeneration, Calli were sub-cultured to the same medium and or transferred to the 
MS medium containing BA at concentrations of 0, 0.25, 0.5, 1, 2 and 3 mgl-1 Callus was formed in 
all hormonal treatments. The ability of taxol production in calli was evaluated by adding methyl 
jasmonat in 0, 10, 40, 70, 100, 130 and 160 µM concentrations. 
Results: In hormonal treatment including 0.5 mgl-1 2.4-D regeneration was observed. The highest 
Taxol content (16.7 mg/KgDW) was obtained by adding 130 µM methyl jasmoante against of 4.3 
mg/KgDW in control condition. In regenerative treatments maximum number of regenerated shoot 
(2.5) was in 1 mgl-1 BA. The regenerated shoots were rooted in MS medium containing 2 mg NAA 
in combination with 0.5 mgl-1 BA. After rooting process, the plantlets with suitable growth (10 cm 
length) were planted in the mixture of perlite: peat: cocopit in a 1:2:1 ratio and than were placed in 
a box with a humidity of 90%. The adapted plants were transferred to greenhouse after 4 weeks. 
Conclusion: This study can be applied as an effective method for callus induction in order to 
establishment of suspension culture to taxol production and also results can be useful for 
regeneration of transgenic calli.  
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