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Extended Abstract 
Background: It is important to research in the field of germplasm protection of native and 

medicinal tree species in northern Iran forests, especially blood hawthorn with many medicinal 

properties. Sexual reproduction of hawthorn is possible with apomixis due to the thick shell and 

two types of physical and physiological dormancy, and its asexual reproduction by rooting 

cuttings faces many problems. Bloody hawthorn (Crataegus atrosanguinea from the Rosaceae 

family) is considered one of the valuable species of the forests of the north and west of the 

country, which is very important due to its fruitfulness, very strong wood, and numerous 

medicinal properties. The medicinal properties of hawthorn have been proven in the treatment 

of blood pressure, arteriosclerosis, heart congestion, heart muscle weakness, and coronary 

insufficiency. Hawthorn contains many secondary metabolites such as flavonoids 

proanthocyanidin and glycosides. Optimizing the in vitro cultivation conditions of blood 

hawthorn as one of the natural species of Iran can be a suitable solution for its propagation. The 

present research was carried out to control pollution, control browning, and induce the callus of 

blood hawthorn (C. atrosanguinea) in vitro. Controlling the contamination of explants, seeds, 

and plant tissues is of great importance for the success of plant tissue culture. Since the 

enrichment of natural plant explants is a priority for tissue culture, this is usually associated with 

many problems with browning, especially for woody plants that have a thick and woody stem. 

Determining the type and concentration of the growth regulator of a variable factor is necessary 

for the growth of plants under in vitro conditions. After applying the growth regulator to the 

culture medium, the plant will show different reactions, but one of the appropriate ways to 

choose the correct path of plant regeneration is to determine the wet and dry weights of the 

callus, which is widely measured as a standard of callus growth. The callus growth curve can be 

obtained using the wet and dry weights of the callus. The results of past research indicate a wide 

range of changes in the type and concentration of growth regulators on callus formation and 

regeneration of different species of the hawthorn genus. A specific type and concentration of 

growth regulators should be applied according to the type of plant species. 

Methods: Young and healthy stems of blood hawthorn were collected from Larijan in Amol, 

Mazandaran province, Iran, with geographical coordinates of 38' 58° N and 10' 52° E, at the 

beginning of the growing season. The collected stems were immediately transferred to the plant 

tissue culture laboratory of the Faculty of Natural Resources at Sari University of Agriculture 

and Natural Resources, Iran. Disinfection of natural hawthorn stems is very necessary due to 

surface and tissue contamination. For this purpose, explants of 0.5-1 cm size were cut from the 

stems. The infection control treatments included HgCl2, H2O2, NaClO, and AgNO3, and five 

treatments were designed to control the browning of explants. Browning control treatments 

included control, running water, ascorbic acid, polyvinyl chloride, and activated charcoal. In 

general, the culture medium consisted of substances including mineral salts (micro- and 

macroelements) as providers of maximum growth, amino acids and vitamins as nitrogen 
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sources, sugar as a source of carbon and energy, growth regulators as growth and 

morphogenesis stimulants, agar as the solidifier of the cultivation medium, and water, which 

includes 90% of the cultivation medium. In this research, the culture medium was MS, which 

was first created by Driver and Koniaki (1984) and prepared according to Dufussard (1976). In 

this study, the pH of the culture medium was set to 5.8. 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 a 

combination of NAA (6 mg-1) + BAP (1 mg-1), and IBA (6 mg l-1) + BAP (1 mg-1) were used in 

the MS culture medium. Stem explants were placed horizontally on the culture medium. Among 

different callus treatments, callus percentage, degree of callus, callus fresh and dry weights, and 

cross-sectional area of callus were measured to investigate callus induction. The best treatment 

was obtained by calculating the mentioned characteristics and that treatment was used for 

planting. It was transplanted approximately every 20 days and a total of 5-6 times. After callus 

cultivation in the reproduction medium, the explants were placed in a culture chamber and 

adaptation racks under 16 hours of light and 8 hours of dark treatment at 25 ± 2 °C with a 

humidity of 70%. 
Results: HgCl2 (0.5%, 16 minutes) with an average of 100% health was the most appropriate 

pollution control treatment. The control treatment with 98% health was observed as the most 

appropriate browning control treatment. Moreover, the type, concentration, and interaction 

effect of the type and concentration of the growth regulator significantly affected the callus 

induction characteristics of blood hawthorn (P < 0.01). The highest fresh and dry weights 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 of NAA and 1 mg/L 

of BAP treatments. The highest levels of the studied callus induction characteristics were 

observed in the culture medium containing the combination of auxin and cytokinin (6 mg-1 of 

IBA+1 mg-1 of BAP). 
Conclusion: In general, the results showed a 90% chance of controlling the browning of the 

explants of natural blood hawthorn branches in a normal state and without applying any 

treatment. It is recommended to use 0.5% 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 callus induction of bloody hawthorn. The results of this research can provide 

laboratory instructions for the regeneration and mass reproduction of blood hawthorn. 
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 مبسوط  چکیده
بژا  خژونینزالزالژ   وهیوبژه رانیژشژمال ا  یهژاجنگلدارویژی  و یبژوم یدرختژ یهاپلاسژم گونژهحفاظژت از ررم نژهیپژووه  در زم : و هههد  مقدمههه

و  سژژ تیبه  یژولوریزیو ف یکژیزیف یخفتگژ و دو نژو  میپوسژته خژژ  بژه دییژلالژ  زلا زتکثیژژر جنسژی  .ای اهمیژت اسژترا د ، خژوا  دارویژی فژراوان
زالزالژژ  خژژونین  اسژژت. لات فراوانژژی مواجژژهدار کژژردن ملمژژه نیژژز بژژا مشژژکاز راه ریشژژه جنسژژی آنغیر پژژذیر اسژژت و تکثیژژرامکان آپومیکسژژی بژژا
(Crataegus atrosanguinea از خژژانواده )Rosaceae دلیژژل شژژود کژژه بژژهمی هژژای شژژمال و غژژر  کشژژور محسژژو ش جنگلزاربژژا های یکژژی از گونژژه

درمژژان فشژژار خژژون، مثمژژر بژژودن و داشژژتن یژژو  بسژژیار محکژژم و خژژوا  دارویژژی متعژژدد دارای اهمیژژت فژژراوان اسژژت. خژژوا  دارویژژی زالزالژژ  در 
د هژژای  انویژژه فژژراوان ماننژژمتابولیتی اوعف عضژژلات ملژژش و نارسژژایی کرونژژر بژژه ا بژژات رسژژیده اسژژت. زالزالژژ  حژژصژژلش شژژراوین و احتقژژان ملژژش، خژژت

ای طبیعژژی هعنوان یکژژی از گونژژهخژژونین بژژه ای زالزالژژ سژژازی شژژرایت کشژژت درون شیشژژهبهینه .سژژیانیدین و گیلکوزیژژدها اسژژتفلاونوویژژدها و پروآنتو
دن و القژای کژالوز زالزالژ  خژونین شژایتکثیژر آن باشژد. پژووه  حاخژر بژا هژدل کنتژرل آلژودگی، کنتژرل مهوه  اند راهکار مناسبی بژرایتومی  ایران
(Crataegus atrosanguineaدر شژژرایت درون شیشژژه ) کنتژژرل آلژژودگی ریزنمونژژه، بژژذر و بافژژت گیاهژژان از اهمیژژت بژژاییی بژژرای انجژژام شژژد. ای
یژژت مژژرار دارد، لواوهای طبیعژژی گیاهژژان بژژرای کشژژت بافژژت در ا کژژه پژژرآوری از ریزنمونژژهاز آنجژژشژژود. اهژژان محسژژو  میوفقیژژت کشژژت بافژژت گیم

تعیژین نژو  ویوه بژرای گیاهژان یژوبی کژه دارای سژامه خژ یم و یژوبی هسژتند بژا مشژکلات فراوانژی همژراه اسژت. شدن بهای  ا مهوهاین مهم ب  معمویً
ننژده رشژد کیمای خژروری اسژت. بعژد از اعمژال تنظگیاهژان در شژرایت درون شیشژه یژ  عامژل متریژر بژرای رشژد نوا عنژبژه کننده رشدمو غلظت تنظی

 هژای مناسژش بژرای انت ژا  مسژیر صژحیا بژاززایی گیاهژان، تعیژین وزند داد امژا یکژی از راههژای م تلفژی نشژان خواهژ به محیت کشت، گیژاه واکن
  خشژو گیژرد. بژا اسژتفاده از وزن تژر مژیمژرار    گیژریانژدازه  مژورد  هژازکالو  رشژد  از  معیژاری  عنوانهبژ  گسژترده  طژوربژه  هکالوز است کژ  خش   و  تر

نژده رشژد بژر کنهژای گذشژته حژاکی از دامنژه وسژیع ترییژرات نژو  و غلظژت تنظیمنتژای  پووه   سژت آورد.درا به  شژد کژالوزتوان منحنی رکالوز می
 های رشژد را کننژدهخاصژی از تنظیملزالژ  اسژت و متناسژش بژا نژو  گونژه گیژاهی بایژد نژو  و غلظژت های م تلژف جژنز زا زایی و باززایی گونژهکالوز

 ال کرد.عما 
در  شرمی  52 °10'شمالی و  58 °38' با م تصات جررافیایی رانیآمل، استان مازندران، ا  جانیاز یر خونین جوان و سالم زالزال  یهاسامه : هامواد و روش

و منابع   یدانشگاه کشاورزدر    عیبیدانشکده منابع ط  یاهیکشت بافت گ  شگاهیآزما  آوری شده بلافاصله بههای جمعسامهشد.    یآورجمعل روی   دای فصابت
ها  سامهر از  ظومنبرای این  فراوان بسیار خروری است.  دلیل آلودگی سطحی و بافتیهای طبیعی زالزال  بهخدعفونی سامهمنتقل شدند.    رانیا   ، یسار  یع یطب
رای کنترل ین بهمچنو   3AgNOو    2HgCl  ،2O2H  ،NaClOل  . تیمارهای کنترل آلودگی شاممتری برش داده شدندتا ی  سانتی  0/ 5ی به اندازه  هایزنمونهری
ل بود. ذغال فعاکلراید و  وینیلیشامل شاهد، آ  روان، اسیداسکوربی ، پلای شدن  تیمارهای کنترل مهوهها پن  تیمار طراحی شد.  ای شدن ریزنمونهمهوه
ها  یتامینونه، اسیدهای آمینه و  تأمین کننده رشد بیشی  عنوانبه(  رلمص ی معدنی )عناصر کم مصرل و پر  هانم کشت از موادی شامل  یتمحکلی    طوربه
کشت و آ  که  عنوان جامدکننده محیتهزایی، آگار بی ترعنوان محرک رشد و  های رشد بهکنندهمیتنظعنوان منبع کربن و انرری،  عنوان نیترورن، مند بهبه
  1984بود که اولین بار توست درایور و کنیاکی در سال    MSکار رفته در این تحقیق  کشت بهیتمح.  گرددمی  تشکیلشود،  یم کشت را شامل  درصد محیت  90

، IBAبرای القای کالوز، تیمارهای    تنظیم گردید.  5/ 8محیت کشت روی    pHدر این پووه     تهیه شد.  1976فوساردساخته شد و با در نظر گرفتن روش دو
NAA  ،D-2,4  ،BAP  ،TDZ    وKin   رکیش  گرم در لیتر و تمیلی  6و    1،  0/ 1ت  لظدر سه سطا غBAP 1-mglNAA+1  1-mgl6     1و -mgl+1 IBA 1-6 mgl

BAP   در محیت کشتMS   .زایی  کالوزهای م تلف  یمارتاز بین    ت مرار گرفتند.کشی روی محیتافق  صورتسامه به  هاییزنمونهاین مطالعه ردر    استفاده شد
از  گیری شد.  کالوز و مساحت سطا مقطع کالوز اندازه    شزایی، وزن تر و خی، درجه کالوزای زبرای بررسی القای کالوز، درصد کالوز بهترین تیمار 

روز و در مجمو  پن  الی ش  بار واکشت    20تقریبی هر    طوربه.  شدیمتیمار استفاده  آمد و برای واکشت از آن    دستبهمذکور  ی  هامش صهطریق محاسبه  
از کشژ انجام گرفت.   باززایژی،    هاکالوزت  بعژد  و  ونهیزنمردر محیژت  اتام  کشت  و    16ی سازگاری تحت تیمار  هامفسه ها در  ساعت   8ساعت روشنایی 
 د.درصد مرار گرفتن 70گراد با رطوبت یسانتدرجه  25  ±2مای تاریکی در د

 98تیمار شاهد با    بود.  ودگی ترین تیمار کنترل آلعنوان مناسشهب  درصد سلامت  100دمیقه( با میانگین    16درصد،    5/0)  2HgClنتای  نشان داد که    : هایافته
کننده بل نو  و غلظت تنظیم، غلظت و ا ر متقا. همچنین نتای  نشان داد که نو  هده شدشدن مشاایترین تیمار کنترل مهوهعنوان مناسشدرصد سلامت به
زایی و سطا مقطع  لوزکالوز، درصد و درجه کا  . بیشترین وزن تر و خش (P<0.01)  رددا داری  ی کالوز زالزال  خونین ا ر معنیهای القارشد بر مش صه

مشاهده شد. همچنین    BAPگرم در لیتر  لییم  1تیمار    و  NAAر  گرم در لیتمیلی  6  هایبرای تیماررتیش  تو سیتوکنین بهکالوز در بین تیمارهای اکسین  
بیشترین مقدار مش صه القنتای  نشان داد که  اکسین و سیتوکنین    ویالوز مورد مطالعه در محیت کشت حاک  ایهای  IBA+1 mgl 1-6 mgl-1 )ترکیش 

BAP)  گردیدمشاهده . 
عاطور  به  : کلی  گیرینتیجه حالت  در  که  داد  نشان  نتای   هکلی  اعمال  بدون  و  تا  دی  تیماری  مهوه  90یچ  کنترل  احتمال  ریزدرصد  شدن  های نمونه ای 
زالزال سرشاخه طبیعی  ریزونخ  های  خدعفونی  برای  دارد.  وجود  نیمونهمنین  جیوه  کلرید  از  استفاده  بهها  می  16مدت  درصد  پیشنهاد  ترکیش  دمیقه  شود. 
تواند دستورالعمل آزمایشگاهی  اراوه نتای  این پووه  میبسیار مناسش ارزیابی شد.    الوز زالزاک خونینهای رشد در محیت کشت برای القای ککنندهتنظیم
 م کند. زالزال  خونین فراهپرآوری ایی و ززبابرای 
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 40........... ............................................................................................ (Crataegus atrosanguineaزالزالک خونین ) ایسازی شرایط کشت درون شیشهبهینه

 مقدمه 
است   ییدارو  اهانیگ   ارزشمند  یهاجنساز    یکزالزالک ی

)بکرزایی    یکسیآپوم  قیو از طر  یسختآن به   یجنس  ر یکه تکث
  ی جنس  ریتکث.  (Lo et al., 2009)است    ریذپ  امکان  گیاهی(

( و دو  Phipps et al., 2003) میپوسته ضخ به دلایلزالزالک 
  ( Maharik et al., 2009) کیولوژیزیو ف یکیزیف ی نوع خفتگ
آن    ریثتک  همچنین جنسی  ر  زاغیر  با   دارشهیراه  قلمه  کردن 

فراوان دباشدمی مواجه    یمشکلات  طرف  از    ر یتکث  گر،ی. 
همراه    یت فراوانکلابر و با مشآن از راه قلمه زمان  یسجنریغ

 Crataegus)  خونین زالزالک  (.  Phipps et al., 2003است )

atrosanguinea)  خان از  ،  Rosaceaeواده  از  های  گونه یکی 
وبو جنگل   می  ارزش  غبا  و  شمال  محسوب  های  کشور  رب 

دلیل مثمر بودن و داشتن چوب بسیار محکم و  شود که به می
اهاوخ دارای  متعدد  دارویی  فرامیص  است.  وات  خواص  ن 

دارویی زالزالک در درمان فشار خون، تصلب شرائین و احتقان  
نا و  قلب  عضلات  ضعف  رسیده قلب،  اثبات  به  کرونر  رسایی 

( حاوی Salehi Sormaghi, 2008است  زالزالک   .)
فلاونوئ  هایمتابولیت مانند  فراوان  و  یثانویه  دها 

اسRadpooya, 1996)  پروآنتوسیانیدین گیلکوزیدها  و  ت  ( 
(Ghassemi Dehkordi and Ghannadi, 1993  .)  کشت

می راه بافت  و  حل  تواند  تکثیر  برای  درختان    یپرآورمناسبی 
( و  Imani et al., 2022; Tafazoli et al., 2021جنگلی )

 ,.Zarnadze et al., 2019; Dincer, et al)  ویژه زالزالکبه 

 باشد. (  2023
گ  لرتکن بافت  و  بذر  ریزنمونه،  اهمیت  یاآلودگی  از  هان 

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

آلودگی   طبیع ریزنمونه کنترل  به های  سرشاخه ی  های  ویژه 
هیپوکلرید    نی کننده مختلف مانندومواد ضدعفزالزالک    جنس

 ,Motaghi et al., 2019; Sakvand Soufiabadiسدیم )

کلرید(2019 )  02/0جیوه  ،   Moghimi andدرصد 

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

ب 2019 است.  شده  استفاده  ما(  انتخاب  ده نابراین 
کننده برای کنترل آلودگی ریزنمونه طبیعی زالزالک ضدعفونی 

دارد. آنج  بسیاراهمیت  ریزنمونه   پرآوری  هکااز  طبیعی از  های 
 Bagheri etویت قرار دارد )اهان برای کشت بافت در اولگی

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

قهوه است.  همراه  فراوانی  ریمشکلات  شدن  یعنی  ای  زنمونه 
 پرآوریمعنی شکست استراتژی  ه به نو ممرگ آن و مرگ ریزن

 ای است.  اه در شرایط درون شیشه یگ
جنس  پژوهش بافت  کشت  با  ارتباط  در  مختلفی  های 

لزالک  شده است اما پژوهش در زمینه گونه زا  زالزالک گزارش
اندک   پژوهشخونین  بیشتر  در  محیط  است.  را    MSها 

مناسب به  خانواده  عنوان  برای  بافت  کشت  محیط  ترین 
Rosaceae  ( معرفی کردندMahdavian et al., 2010  .)  در

ریزنمونه  کالوس  القای  دیگری  طبیعی  پژوهش  سرشاخه  های 
و    BAگرم در لیتر  میلی  7حاوی    N6در محیط کشت  زالزالک  

 Moghimiگزارش شده است )  IAAلیتر    گرم درلیمی  5/1

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

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

Maharik  ( همکاران  محیط  Maharik et al., 2009و   )
گرم در  میلی  1و    BAPگرم در لیتر  میلی  4حاوی    MSکشت  

ر  NAAلیتر   زالزالک  باززایی  برای  در    ا را  دانستند.  مناسب 
بپژوهش دی زایی سرشاخه طبیعی  صد کالوسترین دریشگری 

در محیط کشت   را  ترکیبات    MSزالزالک   IAA  (1/0حاوی 
و  میلی لیتر(  در  در  میلی  BAP  (5/1گرم  مشاهده گرم  لیتر( 
)کردن همکاران    Al-Manasrah, 2012  .)Chaabaniد  و 

(Chaabani et al., 2015 القای کالوس از )زالزالک زرد  گرب
(Crataegus azarolus L. var.aronia  را در محیط کشت )

MS    لیتر  میلی   1حاوی لیتر  میلی   1و    D-2,4گرم در  گرم در 
BAP  .گزارش کردندZarnadze  و همکاران(Zarnadze et 

al., 2019ریشه روش  مؤثرترین  برگ(  زالزالک  ریز زایی 
(Crataegus monogina  را در محیط کشت  )B5    5حاوی  

کردند.    BAP  ول میکروم  20و    IBAمیکرومول   در  بیان 
برگ  زالزالک  روی  که  دیگری  شد  پژوهش  انجام    1ریز 

لیتر  میلی در  لیتر  میلی  3و    IAAگرم  در  برای   BAPگرم 
مناسبباززای ا ی  بنابراین Dincer et al., 2023)ست  تر   .)

تنظیم غلظت  و  نوع  برایتعیین  متغیر  عامل  یک  رشد   کننده 
 روری است. ض اید گیاهان در شرایط درون شیشه شر

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

  ی گیاهان، تعیین وزن ایززاب مسیر صحیح بامناسب برای انتخ
  معیاری   عنوانبه  گسترده  طوربه  کالوس است که  خشک  و  تر
 Hutteman)یرد  گقرار می  گیریاندازه  مورد  هالوساک  رشد  از

and Preece, 1993.)   با استفاده از وزن تر و خشک کالوس
هایی در پژوهش دست آورد.  توان منحنی رشد کالوس را به می

 Gleditschia Capsica Desf.( )Imaniلیلکی ایرانی )  روی

et al., 2022  و اقاقیا  و  )شب(   Albizzia andخسب 

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

 بینی شد. های رشد پیشکنندهمورد مطالعه تحت تأثیر تنظیم
که  طهمان است  ور  پژوهشاینتمشخص  گذشته  ج  های 

کننده رشد بر حاکی از دامنه وسیع تغییرات نوع و غلظت تنظیم
و    زالزالک است   نسهای مختلف جایی و باززایی گونه زسکالو

از   خاصی  غلظت  و  نوع  باید  گیاهی  گونه  نوع  با  متناسب 
پژوهشکنندهتنظیم کرد.  اعمال  را  رشد  با های  ارتباط  در  ها 
زالزالک خ  کشت پژوهش   ینونبافت  نیاز  و  است  اندک  بسیار 

می احساس  زمینه  این  ایندر  از  باشود.  حاضر  پژوهش   رو 
بهینه ده بررسی  کنترلف  شرایط  قهوهآ  سازی  و  ای  لودگی 

ترین نوع و عیین مناسبزالک خونین و تشدن کشت بافت زال
تنظیم کالوسکنندهغلظت  برای  رشد  گونه های  این  زایی 

 د. م شارزشمند انجا یداروی
 

 ها مواد و روش
( 1400در آذرماه ) جوان و سالم زالزالک خونین  یهاساقه

 ییت جغرافیاصابا مخت  رانی، استان مازندران، المآ  جانیاز لار

 و جان سدبرووک  لوندی جل دی ، حمنصرین ی حس  دمحمّدیّ، س زادهیول هی مرض
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و  58 38°' های  ساقه شد.    یآورجمعشرقی    52 °10'  شمالی 
به جمع بلافاصله  شده  گ  شگاهیآزما  آوری  بافت    یاهیکشت 

 منتقل شدند.   رانیا ،یسار یعیطبو منابع  یاورزدانشگاه کش
طبیعی  ساقه ضدعفونی   بههای  آلودگی  دلیل  زالزالک 

و   استتی  فابسطحی  بسیار ضروری  برافراوان  منظور این ی  . 

متری تا یک سانتی   5/0ی به اندازه  یهاها به ریزنمونه ابتدا ساقه 
ترل  تیمارهای کن   هابرای ضدعفونی ریزنمونه برش داده شدند.  

برای  (  1ول  )جدآلودگی   همچنین  گرفت.  قرار  بررسی  مورد 
شد که در    ی ها پنج تیمار طراحای شدن ریزنمونه کنترل قهوه

 آمده است.  1جدول 
 

 خونین  های زالزالکبرای ریزنمونه استفادهمورد  ای شدنکنترل آلودگی و قهوهمارهای تی -1ل جدو 
Table 1. Pollution and browning control treatments used to C. atrosanguinea explants 

 ردیف
Row 

 ودگی لکنترل آتیمارهای 
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) وان آب ر(Tap water ) 

3 HgCl2 10% (10min), Ethanol 70% (1 min) ( اسیداسکوربیکAscorbic acid) 

4 H2O2 20% (10min), Ethanol 70% (1 min) ینیلوپلی( 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)  
 

القای   تیمارهکابرای  از  شامل لوس  آزمایشی  ای 
،  BAPهای  و سیتوکنین  D-2,4و    IBA  ،NAAهای  اکسین
TDZ    وKin  غلظت سه  لیتر میلی   6و    1،  1/0در  در    گرم 

انفرابه  در ادامه    استفاده شد.  MSمحیط کشت  در  دی  صورت 
تنظیم پژوهش،  دقت  بالابردن  رشد  کنندهبرای  خب  تنمهای 

ال)آنهایی مقدار  بیشترین  به قاکه  داشتند(  را  کالوس  صورت ی 
در   سیتوکنین  و  ااکسین  همزمان  )استفاده  ترکیب  و  منفرد 

پژوه این  در  گرفتند.  قرار  بررسی  مورد  کشت(  ش محیط 
و    mgl-1 NAA  ،6 mgl-1 IBA 6ل  شامخب  تیمارهای منت

1 mgl-1 BAP    شامل ترکیبی  تیمارهای   mgl-1 6و 

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

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

اندا کالوس  مقطع  سطح  درزهمساحت  شد.  صد  گیری 
هایی که تولید کالوس کردند به  زایی از نسبت ریزنمونهوسکال

شد کشت  ریزنمونه  کل   Del Monte)  100ضربدر    هتعداد 

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

  ط و توسوس با انبوهی میک= کالوس با انبوهی کم، دو= کال
با   کالوس  توزین  شد.  امتیازدهی  زیاد  انبوهی  با  کالوس  سه= 

دیجیت ترازوی  از  دقت    یلااستفاده  انجام  میلی  001/0با  گرم 
برای خشک کردن  رفگ مدت  کالوست.  به  در    48ها،  ساعت 

و  درجه سانتی  65دمای   داده شدند  قرار  آون  گراد در دستگاه 
انداز کالوس  خشک  وزن  سطحهسپس  شد.  طع  مق  گیری 

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

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

ها در زیر هود  کالوساندازه و وزن یکسان تهیه شد. وزن اولیه  
اندازهلا شگیرمینار  هر  ی  سپس  لوله    کالوسد.  یک  در 

زمان در  و  کشت  نمونهآزمایشگاه    ، 14،  9،  4،  1برداری  های 
 کالوسک سه قطعه از  خشروز، وزن تر و    43و    35،  28،  21

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

)  سیمتر  ,Esna-Ashari and Zokaei-Khosroshahiشد 

2013  .) 
تصادف کاملاً  طرح  قالب  در  آزما  یپژوهش   شیو 

فاکتورها   لیرفاکتو با    د ورش  هایکنندهمیتنظ  یبا    20غلظت 
تجز مورد  تجز  یآمار  لیتحل  هی تکرار  گرفت.    انس یوار  هیقرار 

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

نرم LSD)  داری معن  اختلافحداقل   از  استفاده  با   SAS  افزار( 
اانجام    9.1 پردازش  تنظیم،  در  ول شد.  نمودارها  رسم  و  یه 
 انجام شد.  Excelافزار نرم

 

 و بحث نتایج 

تیمارهای   واریانس  تجزیه  آلودگینتایج  ریزنمونه    کنترل 
نشان تفاوت    زالزالک  که  درصد  دی معنداد  در سطح یک  اری 

(p<0.01داشت وجود  تیمارهای ضدعفونی  بین   .(1)جدول    ( 
نت وا  جیاهمچنین  کنتجزیه  با  ارتباط  در  قهوهترریانس  ای  ل 

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

 

 خونین  های زالزالکریزنمونهای شدن و کنترل قهوه کنترل آلودگیهای  مارتی واریانستجزیه  -2جدول 
Table 2. Variance analysis of pollution control treatments and browning control of Crataegus atrosanguinea explants 

 درجه آزادی  
Degrees of freedom 

 منبع تغییرات 
S.O. V 

 ات ن مربعمیانگی
Mean of Squares 

 داری و معنی Fآماره 
F and significance 

 ضریب تغییرات 
CV 

 کنترل آلودگی 
Disinfection treatments 

7 
 **Model 347.470 41.7       مدل

  Error 8.333         خطا 8.85
 ای شدنکنترل قهوه

Browning control 
treatments 

4 
 **Model 476 12.86    مدل

  Error 37         خطا 14.13

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

 

زالزالک در    یهازنمونه یدرصد ر  100نشان داد که    جینتا
زمان    مین  2HgCl  یضدعفون  ماریت با  سالم    قه یدق  16درصد 

و همان آلودگونه علا   چیدند  ا  یگئم  نشد    ارمیت  نیدر  مشاهده 
 نیشتریب  هنشان داد ک  نی انگیم  سهیمقا  جینتا  الف(.  -1)شکل  

 و جان سدبرووک  لوندی جل دی ، حمنصرین ی حس  دمحمّدیّ، س زادهیول هی مرض
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آلودگ ت  یکنترل  به   یمارهایدر  شاهد  و  روان   ب(.-1درصد مشاهده شد )شکل  90و  96 نیانگیمبا    بیترتآب 
 

 
. حروف  خونین برای ریزنمونه زالزالک کنترل آلودگییمارهای ن تمیانگی مقایسه ی شدن؛ )ب(ا الف( مقایسه میانگین تیمارهای کنترل قهوه -2شکل 

 تیمارها است.  دار بین نیمعود تفاوت روی نمودار بیانگر وج ناسداری غیریکمعنی
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، غلظت کنندهنتایج نشان داد که نوع تنظیم 
تنظیم غلظمختلف  و  نوع  متقابل  اثر  و  رشد  ت  کننده 

رشدتنظیم مشخصه ب  کننده  زالزالک ر  کالوس  القای  های 
 (. 3( )جدول P<0.01داری دارد )خونین اثر معنی

 

 آزمایشی  های رشدکنندهای تنظیمرد مطالعه برمو های مشخصهتجزیه واریانس  -3ول دج
Table 3. Variance analysis of studied characteristics for experimental growth regulators 

 Study عهلمورد مطا هایمشخصه

characteristics 
 S.O. V      نبع تغییراتم

 رجه آزادی د
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 نظیم کننده رشدت
 11.56 **104.84 2188.986 5 غلظت 

  **44.15 921.777 10 غلظت ×تنظیم کننده 

 زایی درجه کالوس 
Degree of callusing 

  **106.77 7.060 2 دنظیم کننده رش ت
 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 نظیم کننده رشدت
 8.54 **31.75 0.552 5 غلظت 

  **17.79 0.309 10 غلظت ×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 غلظت 

  **37.47 9434.216 10 غلظت ×تنظیم کننده 

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

اثنتای نوج  متقابل  تنظیمر  غلظت  در  نشان  ع  رشد  کننده 
  6ترتیب در تیمار  به   سوداد که بیشترین و کمترین وزن تر کال 

گرم در لیتر میلی  6گرم( و  میلی  946)  NAAلیتر  ر  گرم دمیلی
Kin  (87  همچنین بیشترین 3گرم( مشاهده شد )شکل  میلی .)

   aالف

   bب 
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نیز   کالوس  خشک  وزن  کمترین  تیماربه و  در   6  ترتیب 
گرم در لیتر میلی  6گرم( و  میلی  305)  NAAلیتر  گرم در  میلی
Kin  (39  وجمیلی تیمار    دوگرم(  لیتر لیمی  1داشت.  در    گرم 

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

 

 
داری غیریکسان روی نمودار  . حروف معنیخونینکالوس زالزالک   زن تر و خشکنگین و بر میاآن و غلظت کننده رشد یم تنظاثر نوع  -3شکل  

 بندی شده است. زا گروه صورت مجشخصه مورد مطالعه به م داری هر بین تیمارها است. معنی رادبیانگر وجود تفاوت معنی 
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. 
 

 
روی  ناسداری غیریکزایی زالزالک خونین. حروف معنی مقطع کالوس و درجه کالوس  بر میانگین سطح  کننده رشد ت تنظیم نوع و غلظ -4شکل  

 بندی شده است.صورت مجزا گروه ی هر مشخصه مورد مطالعه به داردار بین تیمارها است. معنی نی معنمودار بیانگر وجود تفاوت 
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. 

 
تنظیم غلظت  در  نوع  متقابل  اثر  نشانتایج  رشد    ن کننده 

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

میانگین (.  4 مقایسه  آزمون  به  توجه  با  تیمار  هاالبته   ،1/0 
ترین  نیز در طبقه بالا (عمتر مربمیلی   3)  IBAگرم در لیتر  میلی

گرفت قطع  م  طح سمقدار   تیمار    قرار  با  لیتر  میلی  1و  در  گرم 

IBA  معنی تفاوت  نیستدارای  و  نهمچ.  دار  بیشترین  ین 
تیمار  به   زاییکالوس  درجهکمترین   در  در  میلی   6ترتیب  گرم 

و  هیانبو  7/2میانگین  )  IBAلیتر   لیتر  میلی  1(  در   Kinگرم 
میانگین  ) داشت.یهوانب  6/0با  وجود    در گرم  میلی  1تیمار    ( 

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

   .(4)شکل  را داشت
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بیانگر وجود   یکسان روی نمودارریغداری  . حروف معنیزالزالک خونین زاییدرصد کالوس ن کننده رشد بر میانگییم نوع و غلظت تنظ -5شکل  

 بندی شده است.صورت مجزا گروهداری هر مشخصه مورد مطالعه به تیمارها است. معنی دار بین وت معنی فات
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 

 

برهمکنش نوع اثر  تنظیم  نتایج  های رشد کنندهو غلظت 
کالوس درصد  نبر  تیمار    ناشزایی  که  لیمیلی  6داد  در   ترگرم 

NAA  گرم در لیتر میلی 6وIBA درصد،   93و  98ترتیب با به
کالوس مقدار  تیمار  بیشترین  همچنین  داشتند.  را   1زایی 

زایی را داشت. در کمترین درصد کالوس  Kinگرم در لیتر  میلی

تیمار  ینبین سیتوکن با  میلی  1های مورد مطالعه،  لیتر  در  گرم 
 .  ( 5)شکل  را داشت ی زایدرصد بیشترین کالوس 86نگین ایم

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

(P<0.05کالوس درجه  و  و (  کالوس  خشک  و  تر  وزن  زایی، 
 .(3)جدول  ( داشت P<0.01ح مقطع کالوس )سط

 

 منتخب  های رشدکنندهبرای تنظیم  عه های مورد مطالانس مشخصه یه واریزجت -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 مطالعه خصه مش
Study characteristics 

 مربعات  نمیانگی
Mean of 
Squares 

و   Fآماره 
 دارییمعن

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 

 وس ر کالت وزن 
Wet weight of callus 

12427.116 14.50** 3.16 

 وزن خشک کالوس
Dry weight of callus 

18332.489 14.77** 13.27 

 

 
 

 و جان سدبرووک  لوندی جل دی ، حمنصرین ی حس  دمحمّدیّ، س زادهیول هی مرض



 45............. ........................................................................................................................................ 1403 /1های ایران سال دوازدهم/ شماره ناسی جنگلشبوم

 

 
زایی زالزالک  سو لدرصد کا -زایی و جسطح مقطع کالوس و درجه کالوس  -بوزن تر و خشک کالوس،  -مقایسه میانگین الف -6شکل  

داری هر  دار بین تیمارها است. معنیداری غیریکسان روی نمودار بیانگر وجود تفاوت معنیشد. حروف معنیهای رکننده ظیم تنخونین تحت تأثیر 
 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 

 

میانگین مقایسه  آزمون  بیشترین نتایج  که  داد  نشان  ها 
و  کالوس  مقطع  سطح  کالوس،  وزن خشک  کالوس،  تر  وزن 

کالوس بهزدرجه  میانگین  ایی  با  گرم، میلی  25/1017ترتیب 
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  درصد کالوسچنین بیشترین  هم

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

 

   aالف

   bب 

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

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

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

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

های رویش نتایج قبلی این پژوهش حنیسی من. برر(7)شکل  

خشک   و  تر  وزن  با  ارتباط  در  می  کالوسرا  تأئید  کند را 
 کالوسدهند که رشد  ای مذکور نشان میهکه منحنیطوریبه 

NAA+1  1-6 mgl)  ترکیب سیتوکنین و اکسین  تأثیرتحت  

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 های زالزالک خونین.نهزایی و د( رشد کالوس از ریزنموهای آلوده و سالم، ج( کالوس الف( 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 
 

مسئلهمهم رعایت  ترین  بایستی  بافت  کشت  در  که  ای 
با   مرتبط  عمل  نوع  هر  که  است  نکته  این  کشت شود  کار 

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

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

د شامل  توانای است. منابع آلودگی میدر شرایط درون شیشه 
مورد  گیاهی  بافت  و  هوا  آب،  استفاده،  مورد  ابزار  و  وسائل 
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( باشد  قارچHosseini-Nasr, 1999استفاده  و (.  باکتری  ها، 
مهم کشتمخمرها  محیط  آلودگی  منابع  بهترین   شمار ها 

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

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

حدود   تا  مختلف  )شکل    50تیمارهای  شد  خواهد  رفع  درصد 
  16درصد با زمان  نیم  HgCl2ر تیمار ضدعفونی  د  اام  الف(.-2

هیچ و  دقیقه  نداشت  وجود  آلودگی  علائم  درصد   100گونه 
ماندند.  ریزنمونه  باقی  سالم  کشت  محیط  و  از ها  بسیاری  در 
کلریدپژوهش ) ها  )HgCl2جیوه  اتانول   ،)C2H6O و  )

( سدیم  یا(بهNaClOهیپوکلریت  به تنهایی  صورت استفاده 
عنوان بهترین تیمار ضدعفونی معرفی شدند  ا به ه نهمزمان از آ

(Mihaljevic et al., 2013; Singhal et al., 2012; 

Afolabi et al., 2020  .)  برای ضد عفونی کردن  بهینهروش 
 Tian etگزارش شده است )جیوه  ها محلول کلرید  ریزنمونه

al., 2008)   .دارد پژوهش همخوانی  این  نتایج  با  باید    که  اما 
کلری  هتوج که  سلامتی  کرد  برای  مضر  شیمیایی  ماده  دجیوه 

پژوهش در  ولی  است  برایانسان  مختلف  ضدعفونی    های 
)گونه  مختلفی  درختی  شده  Chalupa, 1987های  استفاده   )
 است. 

یکی دیگر از موارد مهمی که در کشت بافت گیاهی مورد  
باشد.  ها میای شدن ریزنمونه اهمیت است مسئله کنترل قهوه

 هایساله   چند  بویژه  گیاهان،  از   بعضی  شده  کشت  هایتباف
  بریدن   از  ناشی  راحتج  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  ییادز  مقدار  حاوی  که  شودمی  دیده  بیشتر  هاییگونه 
)می  هافنولهیدروکسی  دیگر   . (Silva et al., 2007باشند 

ها در آب روان ه قرار دادن ریزنمونه نتایج پژوهش نشان داد ک
درصد جلوگیری خواهد کرد )شکل    96ای شدن آنها تا  از قهوه

تا  -2 نیز  تیمار شاهد  اینکه در  به  توجه  با  اما  درصد،    90ب(. 
ریزنمونه قهوه شدن  کهای  میر تنا  پیشنهاد  شد  در  ل  که  شود 

تیمار خاصی استفاده های زالزالک خونین از  کشت بافت شاخه
قهوهنش نرخ  اگر  و  روان  ود  آب  تیمار  از  بود  بالا  شدن  ای 

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

(Esna-Ashari and Zokaei-Khosroshahi, 2013; 

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

تعیین می پرآوری   به گیاه  فرآیند توسط  شود که  این  طور کلی 
تنظیم میکنندهتنظیم  Zarnadze etشود )های رشد گیاهی 

al., 2019 تنظیم اهمیت  تحریکننده(.  برای  رشد  و های    ک 
 ,Gbadamosi and Egunyomiالقای کالوس آشکار است )

2010; Rajoriya et al., 2018; Siddique et al., 2013 .)  
های کنندهنتایج پژوهش حاضر نشان داد که استفاده از تنظیم

به  کشت  محیط  در  گیاهی  اثر  رشد  ترکیبی،  یا  انفرادی  طور 
بیعی  طای  ههای القای کالوس از شاخه داری بر مشخصه معنی

)جداول   دارد  قرمز  به 5و    3،  2زالزالک  دیگر (.  عبارت 

ستگی زیادی به نوع و غلظت های شاخه زالزالک وابریزنمونه 
که  تنظیم داد  نشان  رشد  در  مشابه  کننده  نتیجه  این 

مختلفپژوهش شاخه های  ریزنمونه  روی  که  طبیعیی   های 
شده انجام  است    زالزالک   ;Aragao et al., 2017)آمده 

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

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

ار  انتظ 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., 2023از د   گر ی( 

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

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

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

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

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

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

به االق داشت  خواهد  بیشتری  اثر  کالوس  بیشتر طوریی  که 
کالمشخصه رشد  منحنی  و  کالوس  القای  تیمار  های  در   وس 

BAP 1-IBA+1 mgl 1-6 mgl  MS+   بیشترین مقدار خود را
 BAPهای گذشته استفاده همزمان  در برخی پژوهشداشتند.  

بافت   IBAو   کالوس  القای  زالزالک  در  جنس  مختلف  های 
ش  ;Iapichino, and Airo, 2009)ست  اده  گزارش 

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

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

در بیشتر  کالوس  با  امق  القای  تنظیمیسه  یک  در تنها  کننده 
های گذشته در محیط کشت بود. کما اینکه با توجه به پژوهش

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

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

با گذر خشک کالوس  تر و  وزن  القای کالوس زالزالک خونین  
مناسب  زم رویشی  روند  دهنده  نشان  و  دارد  افزایشی  روند  ان 

تنظیم تحت  کشت  محیط  در  مورد  کنندهکالوس  رشد  های 
است )شکل   تر  (. همان 7مطالعه  و  طور که مشاهده شد وزن 

زخشک   گذشت  با  حاوی    مانکالوس  کشت  محیط   6در 
لیتر  یلمی در  لیتر  میلی  1و    IBAگرم  در  از    BAPگرم  بیشتر 

مورد )  تیمار  دیگر  لیتر  میلی  6مطالعه  در  بود.  NAAگرم   )
پیش  رگرسیونی  معادله  میمطابق  تر  بینی  وزن  که  شود 

(=0.99952R( وزن خشک  و   )=0.98702R  شرایط کالوس   )
درک استفاده از  ذاشت.  گهد  ای با گذشت زمان بر جا خوابهینه
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کالوس  راتییتغ خشک  و  تر  نمو    وزن  و  رشد  طول  در  که 
م رخ  فرآیمدهد  ی کالوس  از  آزما  ندیتواند   یشگاهیکشت 

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

رشپژوهش منحنی  بررسی  فراوانی  کهای  اساس  اد  بر  لوس 
بینی مسیر رشد کالوس مورد وزن تر و خشک کالوس در پیش

است   گرفته  قرار   ,Ogihara and Tsunewaki)بررسی 

1978; Karam et al., 2003  .)گیاه  و    تروزن خشک 
به به  زمان،  از  تابعی  اساسعنوان  برای    ترینی عنوان  اطلاعات 
 . (Kafi et al., 2001) رشد مطرح است هاییزآنال

تن  طیوع محن نوع  و  نسبت   یاهیرشد گ  یهاکنندهمیظکشت، 
کشت   ط یمح  ط یراش  نیکشت و همچن  ط یاستفاده شده در مح

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

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

زایی در  شترین درصد کالوسدقیقه و آب روان استفاده شود. بی
گرم در میلی  6و    NAAگرم در لیتر  میلی  6های  حضور اکسین

سیتوکنین    IBAلیتر   اما    BAPگرم  میلی   1و  شد.  مشاهده 
شود که  اد میه یشنطور کلی با توجه به نتایج منحنی رشد پبه 

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

و  میآمده   باززایی  استراتژی  برای  مناسبی  دستورالعمل  توان 
 گیاه دارویی ارزشمند زالزالک خونین فراهم کرد.پرآوری 
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