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 مبسوط چکیده
پذیر است و مکانا و از طریق آپومیکسی سختیشود که تکثیر جنسی آن بههای مهم گیاهان دارویی محسوب میزالزالک یکی از جنس :و هدف مقدمه

های عنوان یکی از گونهخونین به ای زالزالکسازی شرایط کشت درون شیشهدار کردن قلمه نیز با مشکلات فراوانی مواجه است. بهینهتکثیر از راه ریشه
دن و القای کالوس زالزالک خونین شایتواند راهکار مناسبی برای تکثیر آن باشد. پژوهش حاضر با هدف کنترل آلودگی، کنترل قهوهمی طبیعی ایران

(Cratagus atrosanguineaدر شرایط درون شیشه ) انجام شد. ای 
برداری و از آنها ریزنمونه تهیه شد. تیمارهای کنترل های جوان و سالم زالزالک در ابتدای فصل رویش نمونهبرای این منظور، از ساقه :هامواد و روش
ل کلراید و ذغال فعاوینیلای شدن شامل شاهد، آب روان، اسیداسکوربیک، پلیو تیمارهای کنترل قهوه 3AgNOو  2HgCl ،2O2H ،ONaClآلودگی شامل 

 NAA+1  1-mgl6گرم در لیتر و ترکیب میلی 6و  1، 1/0در سه سطح غلظت  Kinو  IBA ،NAA ،D-2,4 ،BAP ،TDZبود. برای القای کالوس، تیمارهای 

BAP 1-mgl  وBAP1 -mgl +1IBA 1-6 mgl  در محیط کشتMS .استفاده شد 
 98تیمار شاهد با  بود. ترین تیمار کنترل آلودگیعنوان مناسبدرصد سلامت به 100دقیقه( با میانگین  16درصد،  5/0) 2HgClنتایج نشان داد که  :هایافته

کننده یج نشان داد که نوع، غلظت و اثر متقابل نوع و غلظت تنظیم. همچنین نتاشدن مشاهده شدایترین تیمار کنترل قهوهعنوان مناسبدرصد سلامت به
زایی و سطح مقطع . بیشترین وزن تر و خشک کالوس، درصد و درجه کالوس(P<0.01داری دارد )های القای کالوس زالزالک خونین اثر معنیرشد بر مشخصه

مشاهده شد. همچنین  BAPگرم در لیتر میلی 1تیمار  و NAAگرم در لیتر میلی 6 هایبرای تیمارترتیب و سیتوکنین بهکالوس در بین تیمارهای اکسین 
IBA+1 mgl 1-6 mgl-1 )ترکیب اکسین و سیتوکنین  های القای کالوس مورد مطالعه در محیط کشت حاوینتایج نشان داد که بیشترین مقدار مشخصه

BAP) .مشاهده شد 
های ای شدن ریزنمونهدرصد احتمال کنترل قهوه 90در حالت عادی و بدون اعمال هیچ تیماری تا  طور کلی نتایج نشان داد کهبه :گیرینتیجه

شود. ترکیب دقیقه پیشنهاد می 16مدت ها استفاده از کلرید جیوه نیم درصد بههای طبیعی زالزالک خونین وجود دارد. برای ضدعفونی ریزنمونهسرشاخه
تواند دستورالعمل آزمایشگاهی ارائه نتایج این پژوهش میرای القای کالوس زالزاک خونین بسیار مناسب ارزیابی شد. های رشد در محیط کشت بکنندهتنظیم

 زالزالک خونین فراهم کند. پرآوری برای باززایی و 
 

 ای شدنهای رشد، کنترل آلودگی، قهوهکنندهتنظیمآپومیکسی، القای کالوس،  :های کلیدیواژه
 

 مقدمه
است  ییدارو اهانیگ ارزشمند یهااز جنس یکی زالزالک

)بکرزایی  یکسیآپوم قیو از طر یسختآن به یجنس ریکه تکث
 یجنس ریتکث. (Lo et al., 2009)است  ریامکان پذ گیاهی(

( و دو Phipps et al., 2003) میپوسته ضخ به دلایلزالزالک 
 (Maharik et al., 2009) کیولوژیزیو ف یکیزیف ینوع خفتگ

کردن قلمه با  دارشهیاز راه رغیر جنسی آن  ریتکث مچنینه
 ریغ ریتکث گر،ی. از طرف دباشدمیمواجه  یمشکلات فراوان

همراه  یبر و با مشکلات فراوانآن از راه قلمه زمان یجنس
خونین از خانواده زالزالک (. Phipps et al., 2003است )

Rosaceae ، های لبا ارزش جنگ های بومی وگونهیکی از
دلیل مثمر بودن شود که به شمال و غرب کشور محسوب می

و داشتن چوب بسیار محکم و خواص دارویی متعدد دارای 
خواص دارویی زالزالک در درمان فشار ت فراوان است. میاه

خون، تصلب شرائین و احتقان قلب، ضعف عضلات قلب و 
 ,Salehi Sormaghiنارسایی کرونر به اثبات رسیده است )

ثانویه فراوان مانند  های(. زالزالک حاوی متابولیت2008
( و Radpooya, 1996دها و پروآنتوسیانیدین )یفلاونوئ

 ,Ghassemi Dehkordi and Ghannadiگیلکوزیدها است )

مناسبی برای تکثیر و حل تواند راه کشت بافت می(. 1993
 Imani et al., 2022; Tafazoli etدرختان جنگلی ) پرآوری

al., 2021ویژه زالزالک( و به (Zarnadze et al., 2019; 

Dincer, et al., 2023 ).باشد 
کنترل آلودگی ریزنمونه، بذر و بافت گیاهان از اهمیت 

شود بالایی برای موفقیت کشت بافت گیاهان محسوب می
(Esna-Ashari and Zokaei-Khosroshahi, 2013 .) برای

های ویژه سرشاخهعی بههای طبیکنترل آلودگی ریزنمونه
هیپوکلرید  نی کننده مختلف مانندومواد ضدعفزالزالک  جنس

 ,Motaghi et al., 2019; Sakvand Soufiabadiسدیم )

 Moghimi andدرصد ) 02/0، کلرید جیوه (2019

Safarnejad, 2014) کلراید )و مرکوریکZarnadze et al., 

ماده ( استفاده شده است. بنابراین انتخاب 2019
کننده برای کنترل آلودگی ریزنمونه طبیعی زالزالک ضدعفونی

های طبیعی از ریزنمونه پرآوریاز آنجا که  بسیاراهمیت دارد.
 Bagheri etگیاهان برای کشت بافت در اولویت قرار دارد )

al., 2010ویژه برای ای شدن به( معمولا این مهم با قهوه
چوبی هستند با  گیاهان چوبی که دارای ساقه ضخیم و

ای شدن ریزنمونه یعنی مشکلات فراوانی همراه است. قهوه
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پرآوری مرگ آن و مرگ ریزنمونه به معنی شکست استراتژی 
 ای است. گیاه در شرایط درون شیشه

های مختلفی در ارتباط با کشت بافت جنس پژوهش
زالزالک گزارش شده است اما پژوهش در زمینه گونه زالزالک 

را  MSها محیط دک است. در بیشتر پژوهشخونین ان
ترین محیط کشت بافت برای خانواده عنوان مناسببه

Rosaceae ( معرفی کردندMahdavian et al., 2010 .) در
های سرشاخه طبیعی پژوهش دیگری القای کالوس ریزنمونه

و  BAگرم در لیتر میلی 7حاوی  N6در محیط کشت زالزالک 
 Moghimiگزارش شده است ) IAA گرم در لیترمیلی 5/1

and Safarnejad, 2014.) ،محیط کشت  در پژوهش دیگری
MS  میکرومول  10/11حاویBAP  میکرومول  92/4و

IBA های طبیعی زالزالک را برای القای کالوس سرشاخه
. (Amiri and Mohammadi, 2020) معرفی کردند

Maharik ( محیط کشت 2009و همکاران )MS  4حاوی 
را برای  NAAگرم در لیتر میلی 1و  BAPگرم در لیتر یمیل

باززایی زالزالک را مناسب دانستند. در پژوهش دیگری 
زایی سرشاخه طبیعی زالزالک را در بیشترین درصد کالوس

گرم در میلی IAA (1/0حاوی ترکیبات  MSمحیط کشت 
-Alگرم در لیتر( مشاهده کردند )میلی BAP (5/1لیتر( و 

Manasrah, 2012 .)Chaabani ( القای 2015و همکاران )
 .Crataegus azarolus Lکالوس از برگ زالزالک زرد )

var.aronia را در محیط کشت )MS  گرم در میلی 1حاوی
گزارش کردند.  BAPگرم در لیتر میلی 1و  D-2,4لیتر 

Zarnadze ( مؤثرترین روش ریشه2019و همکاران ) زایی
( را در محیط Crataegus monoginaریز )زالزالک برگ

 BAPمیکرومول  20و  IBAمیکرومول  5حاوی  B5کشت 
ریز در پژوهش دیگری که روی زالزالک برگبیان کردند. 

گرم در لیتر میلی 3و  IAAگرم در لیتر میلی 1انجام شد 
BAP برای باززایی مناسب( تر استDincer et al., 2023 .)

کننده رشد یک عامل متغیر تنظیمبنابراین تعیین نوع و غلظت 
 ای ضروری است.برای رشد گیاهان در شرایط درون شیشه

کننده رشد به محیط کشت، گیاه بعد از اعمال تنظیم
های های مختلفی نشان خواهد داد اما یکی از راهواکنش

 مناسب برای انتخاب مسیر صحیح باززایی گیاهان، تعیین وزن

 معیاری عنوانبه گسترده طوربه کالوس است که خشک و تر
 Hutteman)گیرد قرار می گیریاندازه مورد هاکالوس رشد از

and Preece, 1993.)  با استفاده از وزن تر و خشک کالوس
هایی در پژوهشدست آورد. توان منحنی رشد کالوس را بهمی

 Gleditschia Capsica Desf.( )Imaniروی لیلکی ایرانی )

et al., 2022خسب )شباقاقیا و  ( وAlbizzia and 

Robinia) (Hosseini Nasr, 1999منحنی )  رشد کالوس
ترسیم شد و با توجه به اطلاعات آن روند باززایی گیاهان 

 بینی شد.های رشد پیشکنندهمورد مطالعه تحت تأثیر تنظیم
های گذشته طور که مشخص است نتایج پژوهشهمان

کننده رشد بر نوع و غلظت تنظیمحاکی از دامنه وسیع تغییرات 
و  های مختلف جنس زالزالک استزایی و باززایی گونهکالوس

متناسب با نوع گونه گیاهی باید نوع و غلظت خاصی از 
ها در ارتباط با های رشد را اعمال کرد. پژوهشکنندهتنظیم

کشت بافت زالزالک خونین بسیار اندک است و نیاز پژوهش 
رو پژوهش حاضر با شود. از ایناس میدر این زمینه احس

ای سازی شرایط کنترل آلودگی و قهوههدف بررسی بهینه
ترین نوع و شدن کشت بافت زالزالک خونین و تعیین مناسب

زایی این گونه های رشد برای کالوسکنندهغلظت تنظیم
 دارویی  ارزشمند انجام شد.

 
 هامواد و روش

( 1400در آذرماه ) خونین جوان و سالم زالزالک یهاساقه
 با مختصات جغرافیایی رانیآمل، استان مازندران، ا جانیاز لار

های ساقهشد.  یآورجمعشرقی  52 °10' شمالی و 58 38°'
 یاهیکشت بافت گ شگاهیآزما آوری شده بلافاصله بهجمع

 منتقل شدند.  رانیا ،یسار یعیو منابع طب یدانشگاه کشاورز
آلودگی زالزالک به دلیل بیعی های طساقهضدعفونی 
. برای این منظور فراوان بسیار ضروری استسطحی و بافتی 

متری تا یک سانتی 5/0ی به اندازه یهاها به ریزنمونهابتدا ساقه
تیمارهای کنترل  هابرای ضدعفونی ریزنمونهبرش داده شدند. 
( مورد بررسی قرار گرفت. همچنین برای 1آلودگی )جدول 

ها پنج تیمار طراحی شد که در ای شدن ریزنمونههکنترل قهو
 آمده است. 1جدول 

 
 خونین های زالزالکبرای ریزنمونه استفادهمورد  ای شدنکنترل آلودگی و قهوهتیمارهای  -1جدول 

Table 1. Pollution and browning control treatments used to C. atrosanguinea explants 
 ردیف
Row 

 ودگیلکنترل آ تیمارهای
Disinfection treatments 

 ای تیمارهای کنترل قهوه
Browning control treatments 

1 HgCl2 0.5% (16min), Ethanol 70% (1 min) ( شاهدControl) 
2 HgCl2 1% (16min), Ethanol 70% (1 min) ( آب روانTap water) 
3 HgCl2 10% (10min), Ethanol 70% (1 min) اسیدا( سکوربیکAscorbic acid) 
4 H2O2 20% (10min), Ethanol 70% (1 min) وینیلپلی( کلرایدPolyvinyl chloride (PVP)) 
5 NaClO 0.6% (15 min), Ethanol 70% (1 min) ( ذغال فعالActive coal) 
6 NaClO 1.2% (15 min), Ethanol 70% (1 min)  
7 AgNO3 1% (20 min), Ethanol 70% (1 min)  
8 AgNO3 0.5% (20 min), Ethanol 70% (1 min)  

 
برای القای کالوس از تیمارهای آزمایشی شامل 

، BAPهای و سیتوکنین D-2,4و  IBA ،NAAهای اکسین
TDZ  وKin گرم در لیتر میلی 6و  1، 1/0در سه غلظت

در ادامه  استفاده شد. MSصورت انفرادی در محیط کشت به

های رشد منتخب کنندهردن دقت پژوهش، تنظیمبرای بالاب
صورت )آنهایی که بیشترین مقدار القای کالوس را داشتند( به

منفرد و ترکیب )استفاده همزمان ااکسین و سیتوکنین در 
محیط کشت( مورد بررسی قرار گرفتند. در این پژوهش 
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و  mgl-1 NAA ،6 mgl-1 IBA 6تیمارهای منتخب شامل 
1 mgl-1 BAP  6تیمارهای ترکیبی شامل و mgl-1 

NAA+1 mgl-1 BAP  6و mgl-1 IBA+1 mgl-1 BAP 
 بودند. 

های درصد برای بررسی القای کالوس، مشخصه
زایی، وزن تر و خشک کالوس و زایی، درجه کالوسکالوس

گیری شد. درصد مساحت سطح مقطع کالوس اندازه
س کردند به هایی که تولید کالوزایی از نسبت ریزنمونهکالوس

 Del Monte) 100تعداد کل ریزنمونه کشت شده ضربدر 

and Tarquis, 1997زایی به( محاسبه گردید. درجه کالوس-
ترتیب به اعداد صفر=بدون کالوس، ای و بهصورت مشاهده

یک= کالوس با انبوهی کم، دو= کالوس با انبوهی متوسط و 
ن کالوس با سه= کالوس با انبوهی زیاد امتیازدهی شد. توزی

گرم انجام میلی 001/0استفاده از ترازوی دیجیتالی با دقت 
ساعت در  48ها، به مدت کالوسگرفت. برای خشک کردن 

گراد در دستگاه آون قرار داده شدند و درجه سانتی 65دمای 
گیری شد. سطح مقطع سپس وزن خشک کالوس اندازه

از تهیه  و پس Digimizerافزار کالوس با استفاده از نرم
 عکس از کالوس انجام گرفت.

هایی که برای رسم منحنی رشد از اکسین و سیتوکنین
در  کالوسقطعه  24زایی را داشتند، کالوسبیشترین درصد 

ها در زیر هود کالوساندازه و وزن یکسان تهیه شد. وزن اولیه 
در یک لوله  کالوسگیری شد. سپس هر لامینار اندازه

، 14، 9، 4، 1برداری های نمونهر زمانآزمایشگاه کشت و د
 کالوسروز، وزن تر و خشک سه قطعه از  43و  35، 28، 21

(. پس از توزین وزن Hosseini-Nasr, 1999توزین شد )
 کالوسها و مقایسه با وزن تر آنها، منحنی رشد کالوسخشک 

 ,Esna-Ashari and Zokaei-Khosroshahiترسیم شد )

2013 .) 
 شیو آزما یب طرح کاملاً تصادفپژوهش در قال

 20رشد و غلظت با  هایکنندهمیتنظ یبا فاکتورها لیفاکتور
 انسیوار هیقرار گرفت. تجز یآمار لیتحل هیتکرار مورد تجز

شده و  یرگیاندازه هایحاصل از مشخصه هایداده هیکل
بر اساس آزمون  شیمورد آزما یمارهایت نیانگیم سهیمقا

 SAS افزار( با استفاده از نرمLSD) داریمعن اختلافحداقل 

شد. تنظیم، پردازش اولیه و رسم نمودارها در انجام  9.1
 انجام شد. Excelافزار نرم
 

 و بحثنتایج 

ریزنمونه  کنترل آلودگینتایج تجزیه واریانس تیمارهای 
داری در سطح یک درصد زالزالک نشان داد که تفاوت معنی

(p<0.01بین تیمارهای ضدع )(1)جدول  فونی وجود داشت. 
ای همچنین نتایج تجزیه واریانس در ارتباط با کنترل قهوه

ای شدن در سطح شدن نشان داد که تیمارهای کنترل قهوه
 (.1دار بودند )جدول ( دارای تفاوت معنیp<0.01یک درصد )

 
 خونین های زالزالکهریزنمونای شدن و کنترل قهوه کنترل آلودگیتجزیه واریانس تیمارهای  -2جدول 

Table 2. Variance analysis of pollution control treatments and browning control of Cratagus atrosanguinea explants 
 درجه آزادی 

Degrees of freedom 
 منبع تغییرات

S.O. V 
 میانگین مربعات

Mean of Squares 
 داریو معنی Fآماره 

F and significance 
 ضریب تغییرات

CV 

 کنترل آلودگی
Disinfection 
treatments 

7 

 مدل
Model 347.470 41.7** 

 خطا 8.85
Error 8.333  

 ای شدنکنترل قهوه
Browning control 

treatments 
4 

 مدل
Model 476 12.86** 

 خطا 14.13
Error 37  

 (.P<0.01داری در سطح یک درصد است )نشان دهنده معنی **
 **indicates significance at the one percent level (P<0.01). 

 
زالزالک در  یهازنمونهیدرصد ر 100نشان داد که  جینتا

سالم  قهیدق 16درصد با زمان  مین 2HgCl یضدعفون ماریت
مشاهده نشد  ماریت نیدر ا یگونه علائم آلودگ چیماندند و ه

 نیشترینشان داد که ب نیانگیم سهیمقا جیالف(.  نتا -1)شکل 
با  بیترتآب روان و شاهد به یمارهایدر ت یکنترل آلودگ

 ب(.-1درصد مشاهده شد )شکل  90و  96 نیانگیم
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. خونین برای ریزنمونه زالزالک کنترل آلودگیمقایسه میانگین تیمارهای  ای شدن؛ )ب(الف( مقایسه میانگین تیمارهای کنترل قهوه -2شکل 

 دار بین تیمارها است. داری غیریکسان روی نمودار بیانگر وجود تفاوت معنیحروف معنی
Figure 2- a) Comparison of mean browning control treatments; (b) Comparison of mean control treatments for the 

blood hawthorn explant. Different letters of significance on the graph indicate the existence of a significant difference 
between the treatments. 

 
های های رشد، غلظتکنندهنتایج نشان داد که نوع تنظیم

کننده رشد و اثر متقابل نوع و غلظت مختلف تنظیم
های القای کالوس زالزالک ر مشخصهکننده رشد بتنظیم

 (. 3( )جدول P<0.01داری دارد )خونین اثر معنی
 
 آزمایشی های رشدکنندههای مورد مطالعه برای تنظیممشخصهتجزیه واریانس  -3جدول 

Table 3. Variance analysis of studied characteristics for experimental growth regulators 
 های مورد مطالعهمشخصه

Study characteristics 
 منبع تغییرات

S.O. V 
 آزادیدرجه 

Degrees of freedom 

 میانگین مربعات
Mean of 
Squares 

 داریو معنی Fآماره 
F and 

significance 

 ضریب تغییرات
CV 

 زایی )%(کالوس
Callusing (%) 

  **210.79 4401.009 2 تنظیم کننده رشد
 11.56 **104.84 2188.986 5 غلظت

  **44.15 921.777 10 غلظت ×تنظیم کننده 

 زایی ه کالوسدرج
Degree of callusing 

  **106.77 7.060 2 تنظیم کننده رشد
 7.61 **16.20 1.071 5 غلظت

  **3.18 0.210 10 غلظت ×تنظیم کننده 

 سطح مقطح کالوس
 Cross section of callus 

  **314.93 5.480 2 تنظیم کننده رشد
 8.54 **31.75 0.552 5 غلظت

  **17.79 0.309 10 تغلظ ×تنظیم کننده 

 وزن تر کالوس 
Wet weight of callus 

  **1117.28 431230.314 2 تنظیم کننده رشد
 18.77 **1001.21 386429.842 5 غلظت

  **325.78 125739.909 10 غلظت ×تنظیم کننده 

 وزن خشک کالوس 
Dry weight of callus 

  **105.27 26509.647 2 تنظیم کننده رشد
 3.89 **69.72 17556.578 5 ظتغل

  **37.47 9434.216 10 غلظت ×تنظیم کننده 

 (.P<0.01داری در سطح یک درصد است )نشان دهنده معنی **
 **indicates significance at the one percent level (P<0.01). 

   aالف

   bب
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کننده رشد نشان نتایج اثر متقابل نوع در غلظت تنظیم

 6ترتیب در تیمار ترین وزن تر کالوس بهداد که بیشترین و کم
گرم در لیتر میلی 6گرم( و میلی 946) NAAگرم در لیتر میلی
Kin (87 همچنین بیشترین 3گرم( مشاهده شد )شکل میلی .)

 6ترتیب در تیمار و کمترین وزن خشک کالوس نیز به

گرم در لیتر میلی 6گرم( و میلی 305) NAAگرم در لیتر میلی
Kin (39 وجود داشت. تیمار میلی )گرم در لیتر میلی 1گرم

BAP ( 152گرم( و وزن خشک )میلی 895بیشترین وزن تر 
 گرم( کالوس را داشت.میلی

 

 
داری غیریکسان روی نمودار . حروف معنیبر میانگین وزن تر و خشک کالوس زالزالک خونینآن و غلظت کننده رشد یمتنظاثر نوع  -3شکل 

 بندی شده است.صورت مجزا گروهداری هر مشخصه مورد مطالعه بهدار بین تیمارها است. معنیجود تفاوت معنیبیانگر و
Figure 3. The type and concentration of growth regulator on the average fresh and dry weight of blood hawthorn 
callus. Different letters of significance on the graph indicate the existence of a significant difference between the 

treatments. The significance of each studied characteristic is grouped separately. 
 

 
داری غیریکسان روی معنیزایی زالزالک خونین. حروف کننده رشد بر میانگین سطح مقطع کالوس و درجه کالوسنوع و غلظت تنظیم -4شکل 

 بندی شده است.صورت مجزا گروهداری هر مشخصه مورد مطالعه بهدار بین تیمارها است. معنینمودار بیانگر وجود تفاوت معنی
The type and concentration of growth regulator on the average cross-sectional area of callus and the degree of callus 

formation of blood hawthorn. Different letters of significance on the graph indicate the existence of a significant 
difference between the treatments. The significance of each studied characteristic is grouped separately. 

 
کننده رشد نشان منتایج اثر متقابل نوع در غلظت تنظی

ترتیب در کالوس به سطح مقطعداد که بیشترین و کمترین 
 1/0( و متر مربعمیلی 2/3) IBAگرم در لیتر میلی 1تیمار 
( مشاهده شد )شکل متر مربعمیلی Kin (6/0گرم در لیتر میلی

 1/0ها، تیمار البته با توجه به آزمون مقایسه میانگین(. 4
متر مربع( نیز در طبقه بالاترین میلی 3) IBAگرم در لیتر میلی

گرم در لیتر میلی 1و با تیمار  طح مقطع قرار گرفتسمقدار 
IBA ین بیشترین و نهمچ. دار نیستدارای تفاوت معنی
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گرم در میلی 6ترتیب در تیمار به زاییکالوس درجهکمترین 
 Kinگرم در لیتر میلی 1( و انبوهی 7/2میانگین ) IBAلیتر 

گرم در میلی 1تیمار  ( وجود داشت.انبوهی 6/0میانگین با )

ها بیشترین سطح مقطع کالوس در بین سیتوکنین BAPلیتر 
درجه انبوهی(  1/2زایی )متر مربع( و درجه کالوسمیلی 3/2)

  .(4)شکل  را داشت
 

 
داری غیریکسان روی نمودار بیانگر وجود حروف معنی. زالزالک خونین زاییدرصد کالوسکننده رشد بر میانگین یمنوع و غلظت تنظ -5شکل 

 بندی شده است.صورت مجزا گروهداری هر مشخصه مورد مطالعه بهدار بین تیمارها است. معنیتفاوت معنی
Figure 5. The type and concentration of growth regulator on the average percentage of callus formation of blood 

hawthorn. Different letters of significance on the graph indicate the existence of a significant difference between the 
treatments. The significance of each studied characteristic is grouped separately 

 
های رشد کنندهنتایج اثر برهمکنش نوع و غلظت تنظیم

گرم در لیتر میلی 6زایی نشان داد که تیمار صد کالوسبر در
NAA  گرم در لیتر میلی 6وIBA درصد،  93و  98ترتیب با به

 1زایی را داشتند. همچنین تیمار بیشترین مقدار کالوس
زایی را داشت. در کمترین درصد کالوس Kinگرم در لیتر میلی

گرم در لیتر با میلی 1های مورد مطالعه، تیمار بین سیتوکنین
 . (5)شکل  زایی را داشتدرصد بیشترین کالوس 86میانگین 

نتایج تجزیه و تحلیل واریانس نشان داد که تیمارهای 
زایی داری بر درصد کالوسکننده رشد منتخب اثر معنیتنظیم

(P<0.05و درجه کالوس ) زایی، وزن تر و خشک کالوس و
 .(3)جدول  ( داشتP<0.01سطح مقطع کالوس )

 
 های رشد منتخبکنندههای مورد مطالعه برای تنظیمتجزیه واریانس مشخصه -3جدول 

Table 3. Variance analysis of the studied characteristics for selected growth regulators 

 منبع تغییرات
S.O. V 

 درجه آزادی
Degrees of freedom 

 های مورد مطالعهمشخصه
Study characteristics 

 میانگین مربعات
Mean of 
Squares 

و  Fآماره 
 داریمعنی

F and 
significance 

 ضریب تغییرات
CV 

 کننده رشدتنظیم
Growth regulation 

4 

 زایی )%(کالوس
Callusing (%) 

130.741 5.98* 5.401 

 زاییدرجه کالوس
Degree of callus 

0.972 11.30** 10.74 

 سطح مقطح کالوس
Cross section of callus 

4.268 62.44** 8.30 

 وزن تر کالوس
Wet weight of callus 

12427.116 14.50** 3.16 

 وزن خشک کالوس
Dry weight of callus 

18332.489 14.77** 13.27 
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زایی زالزالک درصد کالوس -یی و جزاسطح مقطع کالوس و درجه کالوس -وزن تر و خشک کالوس، ب -مقایسه میانگین الف -6شکل 

داری هر دار بین تیمارها است. معنیداری غیریکسان روی نمودار بیانگر وجود تفاوت معنیهای رشد. حروف معنیکنندهخونین تحت تأثیر تنظیم
 بندی شده است.صورت مجزا گروهمشخصه مورد مطالعه به

Figure 6. Comparison of average a- fresh and dry weight of callus, b- basal area of callus and degree of callus 
formation and c- percentage of callus formation of blood hawthorn under the influence of growth regulators. 

Different letters of significance on the graph indicate the existence of a significant difference between the treatments. 
The significance of each studied characteristic is grouped separately 

 
ها نشان داد که بیشترین نتایج آزمون مقایسه میانگین

وزن تر کالوس، وزن خشک کالوس، سطح مقطع کالوس و 
گرم، یلیم 25/1017ترتیب با میانگین زایی بهدرجه کالوس

درجه انبوهی  73/3متر مربع و میلی 2/5گرم، میلی 847/367

مشاهد شد.  BAP 1-+1 mglIBA 1-6 mglدر تیمار ترکیب 
گرم میلی 6زایی در تیمارهای همچنین بیشترین درصد کالوس

NAA (44/94  و )درصدBAP 1-+1 mglIBA 1-6 mgl 
 درصد( به ثبت رسید. 90)

 

   aالف

   bب

   cج
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 .روز 43)ب( در بازه زمانی  کالوس)الف( و وزن خشک  کالوسن تر منحنی رشد وز -7شکل 

Figure 7. Growth curve of callus fresh weight (a) and callus dry weight (b) in a period of 43 days . 
 

داد که با گذشت زمان، وزن تر و خشک نتایج نشان 
وزن  ها در همه تیمارها افزایش داشته است. روند رشدکالوس

 BAP 1-+1 mglIBA 1-6 mglدر تیمار  کالوستر و خشک 
 بود NAA 1-6 mglتیمار روز بیشتر از  43بعد از گذشت 

های رویش نتایج قبلی این پژوهش . بررسی منحنی(7)شکل 

کند بهرا تأئید می کالوسرا در ارتباط با وزن تر و خشک 
 سکالودهند که رشد های مذکور نشان میکه منحنیطوری
NAA+1  1-6 mgl) ترکیب سیتوکنین و اکسین تأثیرتحت 

BAP 1-mglرشد را داشته است بیشترین ( در محیط کشت. 

 

 
 های زالزالک خونین.زایی و د( رشد کالوس از ریزنمونههای آلوده و سالم، ج( کالوسالف( تهیه ریزنمونه، ب( کالوس -8شکل 

Figure 8. a) Explant preparation, b) Infected and healthy calluses c) callusing and d) callus growth from C. 
atrosanguinea explants 
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ای که در کشت بافت بایستی رعایت ترین مسئلهمهم
شود این نکته است که هر نوع عمل مرتبط با کار کشت 

وگرنه به دلیل  بایستی کاملاً در شرایط استریل صورت گیرد
 Piri etدست نخواهد آمد )ای بهها هیچ نتیجهانواع آلودگی

al., 2018 .) آلوده شدن محیط کشت به وسیله
ها از مشکلات عمده و اساسی کشت گیاهان میکروارگانیسم

تواند شامل ای است. منابع آلودگی میدر شرایط درون شیشه
فت گیاهی مورد وسائل و ابزار مورد استفاده، آب، هوا و با

ها، باکتری و (. قارچHosseini-Nasr, 1999استفاده باشد )
-ها به شمار میترین منابع آلودگی محیط کشتمخمرها مهم

(. البته عدم دقت و نحوه Leifert and Waites, 1990روند )
کار در استریل کردن بافت گیاهی نیز باعث آلودگی محیط 

(. نتایج پژوهش Leggatt et al., 1988شوند )کشت می
ها در تیمارهای کشتحاضر نشان داد که میزان آلودگی محیط

اما  الف(.-2درصد رفع خواهد شد )شکل  50مختلف تا حدود 
دقیقه هیچ  16نیم درصد با زمان  HgCl2در تیمار ضدعفونی 

ها و درصد ریزنمونه 100گونه علائم آلودگی وجود نداشت و 
ها کلرید در بسیاری از پژوهش محیط کشت سالم باقی ماندند.

( و هیپوکلریت سدیم C2H6O(، اتانول )HgCl2جیوه )
(NaClOبه تنهایی یا) صورت همزمان از آنها بهاستفاده به-

 Mihaljevicعنوان بهترین تیمار ضدعفونی معرفی شدند  )

et al., 2013; Singhal et al., 2012; Afolabi et al., 
ها ریزنمونه عفونی کردن برای ضد بهینهروش (. 2020

 (Tian et al., 2008گزارش شده است )جیوه محلول کلرید 
اما باید توجه کرد که  که با نتایج این پژوهش همخوانی دارد.

کلریدجیوه ماده شیمیایی مضر برای سلامتی انسان است ولی 
های درختی های مختلف برای ضدعفونی گونهدر پژوهش

 ستفاده شده است.( اChalupa, 1987مختلفی )
یکی دیگر از موارد مهمی که در کشت بافت گیاهی مورد 

باشد. ها میای شدن ریزنمونهاهمیت است مسئله کنترل قهوه
 هایساله چند بویژه گیاهان، از بعضی شده کشت هایبافت
 بریدن از ناشی جراحت یا هاپاتوژن به آلودگی اثر در چوبی

نمایند می تولید رنگ سیاه یا ایقهوه هایرنگدانه ریزنمونه،
(Yaacob and Tindall, 1995) .در بافت شدن ایقهوه 

 یا تانن زیادی مقدار حاوی که شودمی دیده بیشتر هاییگونه
 .(Silva et al., 2007باشند )می هافنولهیدروکسی دیگر

ها در آب روان نتایج پژوهش نشان داد که قرار دادن ریزنمونه
درصد جلوگیری خواهد کرد )شکل  96ن آنها تا ای شداز قهوه

درصد،  90ب(. اما با توجه به اینکه در تیمار شاهد نیز تا -2
شود که در ها کنترل شد پیشنهاد میای شدن ریزنمونهقهوه

تیمار خاصی استفاده های زالزالک خونین از کشت بافت شاخه
ان ای شدن بالا بود از تیمار آب رونشود و اگر نرخ قهوه

استفاده کنند چرا که پرهیز از تماس مواد شیمیایی با 
ها به کیفیت باززایی گیاهان کمک خواهد کرد ریزنمونه

(Esna-Ashari and Zokaei-Khosroshahi, 2013; 

Bagheri et al., 2010 .)   
اثر بخشی کشت بافت گیاهی با القای کالوس، باززایی و 

کلی این فرآیند توسط  طورشود که بهگیاه تعیین میپرآوری 
 Zarnadze etشود )های رشد گیاهی تنظیم میکنندهتنظیم

al., 2019های رشد برای تحریک و کننده(. اهمیت تنظیم

 ,Gbadamosi and Egunyomiالقای کالوس آشکار است )

2010; Rajoriya et al., 2018; Siddique et al., 2013.) 
های کنندهفاده از تنظیمنتایج پژوهش حاضر نشان داد که است

طور انفرادی یا ترکیبی، اثر رشد گیاهی در محیط کشت به
های طبیعی های القای کالوس از شاخهداری بر مشخصهمعنی

(. به عبارت دیگر 5و  3، 2زالزالک قرمز دارد )جداول 
های شاخه زالزالک وابستگی زیادی به نوع و غلظت ریزنمونه

این نتیجه در مشابه د که کننده رشد نشان داتنظیم
 های طبیعیی که روی ریزنمونه شاخههای مختلفپژوهش

 ;Aragao et al., 2017)آمده است  زالزالک انجام شده

Mahoney et al., 2018; Stevens and Pijut, 2018.)  
های کنندهنتایج پژوهش در ارتباط با نوع و غلظت تنظیم

 1ی مورد مطالعه، هارشد نشان داد که در بین سیتوکنین
القای کالوس های بر مشخصه BAPگرم در لیتر میلی

انتظار  البته(. 5و  4، 3های بیشترین تأثیر را داشته است )شکل
 Ganguleeها )از پژوهش یاریبه مانند بس BAPکه  رفتیم

 et al., 1972; Arikat et al., 2004; Debnath, 2008; 
Zarnadze et al., 2019; Dincer et al., 2023گری( از د 

 لیدل را نشان دهد. زایی بیشتریکالوسدرصد  هانینیتوکیسا
 یاهیگ یهاگونه تیبه سرشت و حساس توانیامر را م نیا

(. Ebrahimi et al., 2006مرتبط دانست ) BAPنسبت به 
گرم در لیتر میلی 6همچنین نتایج پژوهش نشان داد که 

NAA  گرم در لیتر میلی 1وIBA  زمانی که در محیط کشت
های القای کالوس وجود داشتند بیشترین مقدار مشخصه

نتایج پژوهش (. 5و  4، 3های مشاهده خواهد شد )شکل
مبنی  زالزالک جنس رویهای گذشته پژوهشنتایج  حاضر با

در محیط کشت برای القای کالوس و  IBA تأثیرگذار وجود بر
 (Zarnadze et al., 2019; Dincer et al., 2023باززایی )

البته نتایج پژوهش نشان داد که استفاده  .همخوانی دارد
های همزمان اکسین و سیتوکنین در محیط کشت، بر مشخصه

طوری که بیشتر القای کالوس اثر بیشتری خواهد داشت به
 6های القای کالوس و منحنی رشد کالوس در تیمار مشخصه

BAP 1-IBA+1 mgl 1-mgl MS+  مقدار خود را بیشترین
 BAPهای گذشته استفاده همزمان در برخی پژوهشداشتند. 

های مختلف جنس زالزالک در القای کالوس بافت IBAو 
 ;Iapichino, and Airo, 2009)گزارش شده است 

Zarnadze et al., 2019; Amiri and Mohammadi, 
هر چند که وجود همزمان سیتوکنین و اکسین در  (.2020

کند اما نتایج بیشتر به باززایی گیاهان کمک میمحیط کشت 
این پژوهش بیانگر آن بود که استفاده همزمان آنها منجر به 

کننده در تنها یک تنظیمالقای کالوس بیشتر در مقایسه با 
های گذشته در محیط کشت بود. کما اینکه با توجه به پژوهش

کشت در کننده در محیط ابتدا انتظار بود که وجود یک تنظیم
 Aragaoالقای کالوس ریزنمونه سرشاخه زالزالک کافی باشد )

et al., 2017; Amiri and Mohammadi, 2020 .) 
دست آمده از منحنی رشد کالوس برای بر اساس نتایج به

با گذر خشک کالوس تر و وزن القای کالوس زالزالک خونین 
سب زمان روند افزایشی دارد و نشان دهنده روند رویشی منا

های رشد مورد کنندهکالوس در محیط کشت تحت تنظیم
و طور که مشاهده شد وزن تر (. همان7مطالعه است )شکل 
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 6کالوس با گذشت زمان در محیط کشت حاوی خشک 
بیشتر از  BAPگرم در لیتر میلی 1و  IBAگرم در لیتر یلمی

( بود. NAAگرم در لیتر میلی 6تیمار مورد مطالعه دیگر )
شود که وزن تر بینی میمعادله رگرسیونی پیش مطابق

(=0.99952R( و وزن خشک )=0.98702R کالوس شرایط )
درک استفاده از ای با گذشت زمان بر جا خواهد گذاشت. بهینه

که در طول رشد و نمو  وزن تر و خشک کالوس راتییتغ
 یشگاهیکشت آزما ندیتواند از فرآیدهد میکالوس رخ م

 ن بررسی منحنی رشد کالوس درایبنابر کند. یبانیپشت
پیداکردن مسیر بهینه کشت بافت بسیار حائز اهیمت است. در 

های فراوانی بررسی منحنی رشد کالوس بر اساس پژوهش
بینی مسیر رشد کالوس مورد وزن تر و خشک کالوس در پیش

 ,Ogihara and Tsunewakiبررسی قرار گرفته است )

1978; Karam et al., 2003 .)عنوان خشک گیاه بهو  تروزن
 هاییزاطلاعات برای آنال ترینیعنوان اساستابعی از زمان، به
 .(Kafi et al., 2001) رشد مطرح است

 یاهیرشد گ یهاکنندهمیظکشت، نسبت و نوع تن طینوع مح
کشت  طیمح طیشرا نیکشت و همچن طیاستفاده شده در مح

یالوس و رشد آن مک یاز جمله عوامل مهم کنترل در القا
با توجه به اهداف پژوهش نتایج نشان داد که برای  .باشند

های طبیعی زالزالک ای شدن شاخهکنترل آلودگی و قهوه
 16ترتیب از کلرید جیوه با غلظت نیم درصد با زمان خونین به

زایی در دقیقه و آب روان استفاده شود. بیشترین درصد کالوس
گرم در میلی 6و  NAAرم در لیتر گمیلی 6های حضور اکسین

مشاهده شد. اما  BAPگرم میلی 1و سیتوکنین  IBAلیتر 
شود که طور کلی با توجه به نتایج منحنی رشد پیشنهاد میبه

 BAP 1-IBA+1 mgl 1-6 mglبرای القای کالوس بهینه از 
استفاده شود. با توجه به نتایج به دست  MSدر محیط کشت 

رالعمل مناسبی برای استراتژی باززایی و توان دستومیآمده 
 گیاه دارویی ارزشمند زالزالک خونین فراهم کرد.پرآوری 
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: Hawthorn is considered one of the important species of medicinal 
plants, whose sexual reproduction is difficult and possible through apomixis, and reproduction 
by rooting cuttings also faces many problems. Optimizing the conditions of in vitro cultivation 
of blood hawthorn as one of the natural species of Iran can be a suitable solution for its 
propagation. Therefore, the current research was conducted with the aim of controlling 
pollution, controlling browning and inducing callus of blood hawthorn (Cratagus 
atrosanguinea) in vitro. 
Material and Methods: For this purpose, young and healthy stems of hawthorn were sampled 
at the beginning of the growing season and explants were prepared from them. Pollution control 
treatments included HgCl2, H2O2, NaClO, and AgNO3, and browning control treatments 
included controls, running water, ascorbic acid, polyvinyl chloride, and activated charcoal. For 
callus induction, IBA, NAA, 2,4-D, BAP, TDZ and Kin treatments at three concentration levels 
of 0.1, 1 and 6 mg/l and the combination of 6 mgl-1 NAA+1 mgl-1 BAP and 6 mgl-1 IBA+1 mgl-1 
BAP was used in MS culture medium. 
Results: The results showed that HgCl2 (0.5%, 16 minutes) with an average of 100% health 
was the most appropriate pollution control treatment. The control treatment with 98% of health 
was observed as the most appropriate browning control treatment. Also, the results showed that 
the type, concentration, and the interaction effect of the type and concentration of the growth 
regulator had a significant effect on the callus induction characteristics of blood hawthorn 
(P<0.01). The highest fresh and dry weight of callus, percentage and degree of callus formation 
and cross-sectional area of callus were observed among auxin and cytokinin treatments, 
respectively, for 6 mg/L NAA and 1 mg/L BAP treatments. Also, the results showed that the 
highest amount of the studied callus induction characteristics was observed in the culture 
medium containing the combination of auxin and cytokinin (6 mgl-1 IBA+1 mgl-1 BAP). 
Conclusion: In general, the results showed that in a normal state and without applying any 
treatment, there is a 90% chance of controlling the browning of the explants of natural blood 
hawthorn branches. It is recommended to use half percent mercuric chloride for 16 minutes to 
disinfect the explants. The combination of growth regulators in the culture medium was 
evaluated as very suitable for the induction of callus of bloody hawthorn. Presenting the results 
of this research can provide laboratory instructions for the regeneration and mass reproduction 
of blood hawthorn. 
 
Keywords: Apomixis, Browning, Callus induction, Plan growth regulations (PGRs), Pollution          

             control  
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