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Abstract 

 

Background and Objectives 
Horseradish has a male sterility that produces a small amount of seed with a low germination. It 

then propagates with root cuttings, which is also subject to a limited number of mother 

rootstocks. Therefore, the mass proliferation of this plant is important through tissue culture, 

especially somatic embryogenesis protocols. Somatic embryogenesis is a method to develop 

embryo via plant somatic cells during in vitro culture. The purpose of the present experiment is to 

find the best method for callus and somatic embryogenesis inducing horseradish, which is carried 

out in two B5 and NL media in both solid and liquid phases. 

 

Materials and Methods 

This research was carry out in the tissue culture lab of the department of horticultural sciences at 

gorgan university agricultural sciences and natural resources from 2016 to 2019. Calli are 

developed on callus induction media (B5 + 1 µM 2,4-D + 2 µM kin, NL + 1 µM IAA + 2 µM 

kin), and then transferred to somatic embryo induction phase (B5 + 3 µM 2,4-D + 4 µM kin, NL 

+ 3 µM IAA + 4 µM kin) for 8 weeks. Elimination of IAA, 2,4-D and kin from induced calli 

done onto realization phase, and globular, heart and torpedo embryos observed 4 weeks later. 

 

Results 

Based on the results, the best surface sterilization was achieved by 70% ethanol for 30 seconds 

and 70% aqueous sodium hypochlorite (v/v) for 60 minutes. The callus and somatic embryo 

were observed in both solid and liquid B5 and NL media. In the study of callus induction, 

according to the measurement of appearance quality and the process of callus formation, the 

growth and increase of callus in solid phase are higher than that of liquid phase. The highest 

callus induction record is seen in solid B5 medium containing 2 µM Kin and 1 µM 2,4-D. 

Generally, calli on embryo induction phase are bright green to yellowish and compact 

consisting of separate clusters of somatic embryonic cells. The results of somatic 

embryogenesis revealed that globular, heart, torpedo and total embryos in B5 containing 1 µM 

2,4-D are more than NL containing 1 µM IAA.  
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Discussion 
Optimizing the growth of somatic embryos is important for mass propagation of plants that face 

problems in seed germination or have a long growth period. Due to the success of the production 

of horseradish somatic embryos, the results of this experiment can provide the possibility of 

production and propagation of horseradish plants in a short time. Further studies are required to 

determine the somaclonal variation of horseradish mature somatic embryos and plantlets. 

 

Keywords: Kin, Medium, Somatic embryo induction 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 72 1311بهار ، 1شماره  43تولیدات گیاهی، جلد 

 ای گیاه ترب اسبی  زایی رویشی درون شیشه زایی و رویان سازی کالوس بهینه

(Armoracia rusticana) 2,4های  با کاربرد اکسین-D  وIAA 

 

7، کامبیز مشایخی1سارا احمدی
 3زاده و سید جواد موسوی *

 

 
 وی کارشناسی ارشد سبزیکاری، دانشکده تولید گیاهی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایراندانشج -1

دانشییار، گیروه علیوم بانبیانی، دانشیکده تولیید گییاهی، دانشیگاه علیوم کشیاورزی و منیابع طبیعیی گرگیان، گرگیان، اییران                : نویسنده مسئول*-7

(kambizm@yahoo.com) 

 بانبانی، دانشکده تولید گیاهی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایراناستادیار، گروه علوم  -3
 

 
 37/70/1310: تاریخ پذیرش                                                  72/72/1312: تاریخ دریافت

 

 چکیده
زنهی اهایینی    دلیل داشتن نرعقیمی، بذر کمی تولید کرده که بذرهای تولیدی نیز دارای جوانهه  ترب اسبی به

شود که آن نیز با محدودیت تعداد اایه مهادری مناسهر روبهرو     رو ازدیاد آن با قلمه ریشه انجام می این از. هستند

یابی به  این آزمایش با هدف دست. ردای دا بنابراین ازدیاد انبوه این گیاه از طریق کشت بافت اهمیت ویژه. است

، در دو فاز جامد و مهای   NLو  B5های رویشی در دو محیط کشت  بهترین روش برای القای کالوس و تولید رویان

 یعه یو منهاب  طب  یدانشهگاه علهوم کشهاورز    یکشت بافت گروه علوم باغبان شگاهیدر آزما 5971-79 یها سال یط

، کهالوس و  NLو B5 آمده در هر دو فاز محیط کشت جامد و مای   دست تایج بهبر اساس ن. گرگان انجام شده است

زایی این اژوهش با توجه به سنجش از نظر کیفیت ظهاهری و بررسهی    کالوس در بررسی. رویان رویشی تولید شد

 در محیط کشت جامهد . روند تشکیل کالوس، رشد و افزایش کالوس در کشت جامد نسبت به کشت مای  بیشتر بود

B5   حاوی دو میکرومهوررkin ( کنیتهین )   2,4و یه  میکرومهورر-D ( توفهوردی )   زایهی   بهتهرین نتیجهه در کهالوس

ها در مراحل کروی، قلبی، اژدری و  زایی ترب اسبی نشان داد که تعداد رویان نتایج حاصل از رویان. آمد دست هب

حهاوی   NLنسبت به محهیط کشهت    D-2,4ر حاوی ی  میکرومور B5ها در محیط کشت  نهایت تعداد کل رویان در

های رویشی، در گیاهانی که از لحاظ  سازی رشد رویان بهینه. بیشتر بود( ایندول استی  اسید) IAAی  میکرومورر 

بها توجهه بهه    . اند و یا دوره رشد طورنی دارند، در راستای ازدیاد بسیار مهه  اسهت   زنی بذر با مشکل مواجه جوانه

تواند نویدبخش امکان تولید و ازدیاد آسان این  های رویشی ترب اسبی، نتایج این تحقیق می نموفقیت تولید رویا

 .تر باشد گیاه در مدت زمان کوتاه

 

 القای رویان رویشی، کنیتین، محیط کشت: ها کلیدواژه
 

 مقدمه
و نام  Armoracia rusticanaترب اسبی با نام علمی 

مقاوم بیه سیرما و    ، گیاهی چند ساله،Horseradishلاتین 

 (.Tucker and Debaggio, 2009) بیو اسیت   از خانواده شب

شناسیی رییزوم    قسمت خوراکی ترب اسیبی از نریر گییاه   

ازدیاد ترب اسبی  (.Courter and Rhodes, 1969) است

 اییین گیییاه بییه . از طریییق قلمییه، تقسیییو تییاا و بییذر اسییت

  هیا  کیه نن بذر کمی تولیید کیرده   عقیمی،  دلیل داشتن نر

mailto:kambizm@yahoo.com
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 زنییی پییایینی هسییتند نیییز دارای قییدرت بییاروری و جوانییه

(Courter and Rhodes, 1969)،    در نتیجه ازدییاد نن بیا

(. Miller and Gross, 2011)شیود   قلمه ریشه انجیام میی  

افزایش تیرب اسیبی از طرییق قلمیه ریشیه بیا م یدودیت        

تعداد پایه میادری مناسیب و همینیین م یدودیت تعیداد      

بنابراین ازدییاد انبیوه   . شده روبرو است های تولید گیاهیه

ای  ای از اهمیت ویژه گیاه از طریق کشت درون شیشه این

کییه گونییه   A. lapathifoliaدر . گییردد برخییوردار مییی 

نزدیک به ترب اسیبی اسیت، در کشیت بافیت برگیی در      

 ,.Balen et al)شیده اسیت    موفق عمل MSم یط کشت 

ای  ی و مزرعیه های نزمایشگاه همینین طی نزمون(. 2011

ای در ارتباط با نجات جنین ترب اسبی  نتایج جالب توجه

هیای   در سیا  (. Ozgur et al., 2004)اراییه شیده اسیت    

های مویین ترب اسیبی در   پیشین نیز از طریق کشت ریشه

 موفیق بیه تولیید بیذر میینوعی شیدند       MS م یط کشت

(Uozumi et al., 1992.)  

هیای   فیت گونیه  هیا در کشیت با   علیرنو وجود گزارش

نزدیک بیه تیرب اسیبی، اطتعیات بیه نسیبت کمیی دربیاره         

هیای تیرب اسیبی     ای ریزنمونیه  چگونگی کشت درون شیشه

در ت قیقییات م ققییان پیشییرو جهییت القییای . موجییود اسییت

زایییی رویشییی گیاهییان، اهمیییت ح ییور    کییالوس و جنییین 

. هورمون اکسین در م ییط کشیت مشیخر گردییده اسیت     

نهاییت   ظهور، ادامیه تکامیل و در   همینین این اصل که برای

ها در م ییط   ها به یک گیاه کامل نلرت اکسین تبدیل جنین

یافته و یا کیامت  حیذگ گردنید نییز      بایستی کاهش کشت می

 ;Mousavizadeh et al., 2017) شییناخته شییده اسییت  

Mashayekhi and Neumann, 2006; Neumann, 1966; 

Mousavizadeh et al., 2012.) ایین ت قییق سیعی     لذا در

 زاییی   شده است که عتوه بیر روش دیدعنونی، کیالوس   

زایییی رویشییی تییرب اسییبی در  و در مرحلییه بعییدی جنییین

های رشد اکسینی میورد بررسیی قیرار     کننده ح ور تنریو

 . گیرد

 ها مواد و روش
 در نزمایشیگاه  1311-1312های  پژوهش حادر طی سا 

م کشیاورزی  کشت بافت گروه علوم بانبانی دانشگاه علو

ریشیه گییاه تیرب    . و منابع طبیعی گرگان انجام شده است

نیاز در این ت قیق از کشور انگلستان تهیه شید   اسبی مورد

 (.1شکل )

 تیمارهای ضدعفونی 

 هییا سییه بییار بییا مییایع    در اییین نزمییایش ابتییدا ریشییه  

ظرفشویی شسته و بعد از نن بیا قیارچکش بنومییل دو در    

  07)درصید   27ینین با الکل همدقیقه و  07هزار به مدت 

 هیا بیا هیکوکلرییت     دیدعنونی نمونیه  . تیمیار شیدند  ( ثانیه

  دقیقیه  07و  77، 17هیای   درصد به مدت زمیان  27سدیو 

(Parvin et al., 2019) درصد به مدت  17، نب اکسیژنه

 درصیید 1/7دقیقییه، کلرییید جیییوه   17و  2، 1هییای  زمییان

(Balapoor et al., 2019)  17و  1، 7 ایهی  به مدت زمیان 

 B5جامییید  م ییییط کشیییتو در دقیقیییه انجیییام شیییدند 

(Gamborg et al., 1968)  درصد نگار و سیه   0/7حاوی

 کشت شدند یک میکرومولار توفوردیدرصد ساکارز و 

(Mousavizadeh et al., 2012.)  
 

 
Figure 1. Horseradish root prepared for experiment (https://nl.wikipedia.org) 

https://nl.wikipedia.org/
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 زایی  به منظور کالوس B5 کشت محیطه تهی

سیه   صورت جامد و میایع حیاوی   بهB5 م یط کشت 

 .شیدند  و یک میکرومولار توفوردی تهیه درصد ساکارز

های مکیارتی   لیتر از م یط کشت در شیشه میلی 77سکس 

 ییط  بیه منریور واکشیت در هیر دو فیاز م     . توزین شیدند 

یک میکرومولار توفیوردی و دو میکرومیولار    B5کشت 

 . کنیتین در شرایط مشابه استناده شد

 زایی  به منظور کالوس NL تهیه محیط کشت

به صورت NL (Neumann, 1966 )ابتدا م یط کشت 

ییک  و  درصد نگار، سه درصید سیاکارز   0/7حاوی جامد 

 سسیک . شید  میکرومولار هورمون ایندو  استیک اسید تهیه

های مکارتی تیوزین   لیتر از م یط مذکور در شیشه میلی 71

به منرور واکشت یک میکرومولار اینیدو  اسیتیک   . شدند

. اسید و دو میکرومولار کنیتین در شرایط مشابه استناده شد

هیای   به صورت مایع نیز هورمونNL در تهیه م یط کشت 

های تیی   مشابه کشت جامد پس از تنریو اسیدیته، در شیشه

 .شکل توزین شدند

 زایی  به منظور رویان NL وB5 کشت  های تهیه محیط

شده توسیط تییا اسیکالکل سیترون بیه       ابتدا کالوس ایجاد

مقطییر  متییری در ظییرگ حییاوی نب   قطعییات یییک سییانتی  

شده و به ظروگ تی شیکل حیاوی م ییط     شده تقسیو سترون

 NL و  B5هیای کشیت   از م ییط . کشت مایع منتقیل شیدند  

هیای   و هورمون اکسیین توفیوردی بیا نلریت    صورت مایع  به

و همینین در م ییط    B5صنر و یک میکرومولار در م یط

های صینر و   اکسین ایندو  استیک اسید با نلرت  NLکشت

ها برای اولیین کشیت    یک میکرومولار برای کشت ریزنمونه

شیده، در فیاز    زاییی  تعداد سیه ریزنمونیه کیالوس   . استناده شد

هیای تیی    های میذکور در شیشیه   م یطزایی، در  القای رویان

لیتیر از م ییط کشیت، قیرار گرفیت و       میلی 71شکل حاوی 

 Caplin and)هییا بییه دسییتگاه نکسییوفیتون   سییکس شیشییه

Steward, 1949 )هیا   عمیل واکشیت ریزنمونیه   . منتقل شدند

کیه   هیای قبلیی درحیالی    چهار هنته پس از کشیت در م ییط  

ومیولار کنیتیین   ها دو میکرومولار همراه سیه میکر  اکسین نن

برای واکشت دوم نییز نلریت اکسیین سیه     . بود انجام گرفت

عمییل . میکرومییولار همییراه چهییار میکرومییولار کنیتییین بییود 

کیه   هیای قبلیی درحیالی    واکشت چهار هنتیه بعید در م ییط   

جهیت حیذگ   . ها حذگ شده بود انجام گرفت اکسین از نن

  هیای کشیت دیدعنونی    ها در م یط کامل اکسین، ریزنمونه

 11و  17، 1هیای   ده بدون اکسین، در سه مرحله بیه فاصیله  ش

 ;Mashayekhi and Neumann, 2006) دقیقه شستشو شدند

Mashayekhi et al., 2012.)     ظروگ حاوی کشت بیه اتیا

درجییه  72±7لییوکس و دمییای  7777رشیید بییا شییدت نییور  

 . سلسیوس منتقل شدند

 ها ها و ثبت داده شمارش رویان

نمیده بیر پاییه     دست های به رویانتجزیه نماری تعداد 

طرح کامت  تیادفی بیا سیه تکیرار و سیه مشیاهده در هیر       

هیا بیا    مقایسیه مییانگین  . انجام شد SASافزار  تکرار در نرم

پیس از   .در سیط  پینج درصید انجیام شید      LSDنزمیون  

گذشت چهار هنته از شروع فاز ظهور، به منریور بررسیی   

کشت توسیط   های رویشی م تویات م یط تشکیل رویان

های رویشی در  شده و تعداد رویان استرئوسکوپ مشاهده

هریییک از مراحییل کییروی، قلبییی، اعدری و تعییداد کییل   

همزمییان بییا شییمارش . هییا شییمارش و ثبییت شییدند رویییان

 . برداری صورت گرفت ها عکس رویان

 نتایج و بحث
در این بررسی نده گیاه تیرب اسیبی در دو م ییط    

 زاییی  سکس میزان کالوس کشت شد و B5و  NLکشت پایه 

نتییایج . هیا مییورد بررسیی قیرا گرفیت     زاییی نن  و روییان 

 علییت   بررسییی، معرفییی بهتییرین مییواد دییدعنونی بییه   

بروز نلودگی زیاد در ریشه این گییاه در اثیر تمیاس بیا     

زاییی در ادامیه    خاک، اثر نوع م یط کشیت بیر روییان   

 .نمده است

 کننده اثر مواد ضدعفونی

 کننده سازی روش ددعنونی بهینهبرای کاهش نلودگی و 

از تیمارهای مختلف برای به دسیت نوردن بهتیرین روش   

تییرین مییاده   مهییو .(1جییدو  )دییدعنونی اسییتناده شیید  
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هیای کشیت    ای کیه در انلیب پیژوهش    کننیده  ددعنونی

 باشید  بافت اسیتناده شیده اسیت، هیکوکلرییت سیدیو میی      

(Mousavizadeh et al., 2017; Mashayekhi and 

Neumann, 2006.)      بنابراین در ایین ت قییق نییز ابتیدا از

هیا اسیتناده    هیکوکلریت سدیو برای گنیدزدایی ریزنمونیه  

شده در نلرت  های تیمار نتایج نشان داد که ریزنمونه. شد

دقیقه، نلودگی  17درصد هیکوکلریت سدیو به مدت  27

درصید ریزنمونیه سیالو ماندنید      17زیادی داشتند و فقیط  

 این برای کاهش نلودگی، زمیان دیدعنونی  بنابر(. 7جدو  )

 27بدین صورت که از هیکوکلریت سیدیو  . افزایش یافت

در کشیت  . دقیقه استناده گردید 07و  37درصد به مدت 

 ای زیییره سییاه، افییزایش زمیان دییدعنونی از    درون شیشیه 

 دقیقه در کاهش نلودگی مؤثر بوده است 47دقیقه به  77

(et al., 2013 Bagheri.)   بییرای حییل مسییوله نلییودگی

هیا در   فرنگی، زمیان دیدعنونی ریزنمونیه    های توت نمونه

دقیقه افزایش داده شد،  47درصد به  3هیکوکلریت سدیو 

نهایت در این نلرت و زمان دیدعنونی، نلیودگی    که در

  (.Mousavizadeh et al., 2012) بین رفت از

دقیقیه   17میدت   درصید بیه   1/7در تیمار کلریید جییوه   

 27شش روز پس از کشت و در تیمار هیکوکلرییت سیدیو   

دقیقیه هشیت روز پیس از کشیت و در      17درصد به مدت 

دقیقیه در روز نهیو    1مدت  درصد به 17تیمار نب اکسیژنه 

روز پیس از   47 .های کشیت ظیاهر شید    نلودگی در م یط

هیای سیالو شیمارش شیدند و واکشیت ایین        کشت، نمونیه 

بهتیرین تیمیار   . زاییی انجیام شید    ها به منریور کیالوس   نمونه

 درصد به 27ددعنونی در این نزمایش هیکوکلریت سدیو 

درصید   17دقیقه بیود و پیس از نن نب اکسییژنه     07مدت  

دقیقه بیشترین سط  کنتیر  کننیدگی نلیودگی     17مدت  به

در تیمارهیای کلریید   (. 7جدو  )ها را نشان دادند  نمونهدر 

 .ای سیالو نمانید و همیه نلیوده شیدند      جیوه هیی  ریزنمونیه  
درصد برای  1/7کاربرد کلریدجیوه گزارش شده است که 

 17فرنگیی بیه میدت     های توت گندزدایی سط ی ریزنمونه

 B5و  NLهای  دقیقه موفق نبوده و در این تیمار تمام م یط

 (.Mousavizadeh et al., 2012) شدندنلوده 

 
Table 1. Treatments used for sterilization of explants 
Treatments Time (min) % 

Sodium hypochlorite 

10 70 

30 70 

60 70 
   

Hydrogen peroxide 

5 10 

7 10 

10 10 
   

Mercury chloride 

2 0.1 

5 0.1 

10 0.1 

 
Table 2. The effect of treatments used for sterilization of explants 
Treatments Time (min) % Sterilized explants (%) 

Sodium hypochlorite 

10 70 10 

30 70 30 

60 70 50 
    

Hydrogen peroxide 

5 10 20 

7 10 30 

10 10 40 
    

Mercury chloride 

2 0.1 0 

5 0.1 0 

10 0.1 0 

http://journals.pnu.ac.ir/?_action=article&au=1034&_au=Abdolreza++Bagheri
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 B5محیط کشت زایی در  کالوس

مطالعه تشکیل کالوس ترب اسیبی بیه صیورت کشیت     

های ریشه در دو فاز مایع و جامد در م یط کشت  ریزنمونه

B5 زاییی   نتایج نشان داد که گیاه پتانسیل کالوس. انجام شد

 هیای  در ریزنمونیه . در هر دو م یط مایع و جامد را دارا است

 میکرومولار توفیوردی  شده در م یط جامد حاوی یک کشت

هیا   هیا در سیط  ریزنمونیه    پس از گذشت دو هنته کیالوس 

. ها سینید ماییل بیه زرد بیود     رنگ این کالوس. ظاهر شدند

یک هنته پس از واکشت در م یط حاوی دو میکرومولار 

هیا رشید قابیل     کنیتین و یک میکرومولار توفوردی کالوس

ز زرد بیه  توجهی کردند و در پایان هنته دوم تغیییر رنیگ ا  

شیده روی   های کشیت  در ریزنمونه. سبز روشن مشاهده شد

م یییط مییایع حییاوی یییک میکرومییولار توفییوردی پییس از 

. زایی به مقیدار کیو مشیاهده شید     گذشت دو هنته کالوس

هیا در ابتیدا سینید ماییل بیه زرد روشین        رنگ این کیالوس 

دو هنتییه پییس از واکشییت در م یییط حییاوی دو    . بودنیید

و یییک میکرومیولار توفیوردی رشیید   میکرومیولار کنیتیین   

ها بیشتر شد و در پایان هنته دوم تغییر رنگ از زرد  کالوس

(. 3و جیدو    7شیکل  )روشن به سبز روشین مشیاهده شید    

علت تغییر رنیگ کیالوس از زرد روشین بیه سیبز روش را      

توان به تغییر از حالت هتروتروگ به اتوتروگ نسبت داد  می

در پیژوهش  . همیراه اسیت   که با تولید کلروفیل در کالوس

هیای تولییدی در تمیامی     نشان داده شده است کیه کیالوس  

ای تیا سیبز متماییل بیه      های توفوردی به رنیگ قهیوه   نلرت

در  (.Malik et al., 2007) زرد، م کیو و سیخت بودنید   

نمده در م یط کشت دارای  دست های به نزمایشی کالوس

NAA  وBA   و  دارای رنگ سبز روشن و بافت تیرد بودنید

دارای بافیت متیراکو بیه     BAدر م یط حاوی توفیوردی و  

 (Mousavizadeh et al., 2017) رنگ مایل بیه زرد بودنید  

 . که با نتایج این نزمایش مطابقت دارد

لازم به ذکر است که طبق مشاهدات این بررسیی گییاه   

راحتییی تولییید کییالوس نکییرد و نیییاز بییه     تییرب اسییبی بییه 

زمیانی کیه   . اهده شید هیا در م ییط کشیت مشی     سایتوکینین

(2001) Zhang  گرم بر لیتر توفوردی همیراه بیا    میلی 1/7از

هیای پنبیه اسیتناده     گرم بر لیتر زنتین در ریزنمونیه  میلی 1/7

درصید   177هیا   کرد، میزان تولید کالوس در همه ریزنمونه

ثیر مطلوب توفوردی همیراه بیا نیوعی    تأدهنده  شد که نشان

ت قیقیات در  . این گیاه اسیت سایتوکینین در تولید کالوس 

گیییاه داوودی نشییان داد کییه افییزایش نلرییت توفییوردی و  

گیرم در لیتیر تولیید کیالوس را      کنیتین در حید ییک میلیی   

کیه بیا نتیایج ایین     ( Shinoyama et al., 2004)افزایش داد 

کشت در م ییط جامید حیاوی دو    . نزمایش مطابقت دارد

ی نسبت بیه  میکرومولار کنیتین و یک میکرومولار توفورد

کشیییت میییایع حیییاوی دو میکرومیییولار کنیتیییین و ییییک  

هیای بهتیر و بیشیتری تولیید      میکرومولار توفوردی کیالوس 

ها از  در پایان هنته چهارم پس از واکشت، کالوس. کند می

در م یط . نرر وزن تر و کینیت ظاهری با هو مقایسه شدند

زاییی   درصد کالوس 17درصد و در م یط مایع  177جامد 

میانگین وزن تر کیالوس نییز در م ییط جامید     . ده شدمشاه

 (.3و جدو   7شکل )نمد  دست بیشتر از م یط مایع به

  NLمحیط کشتزایی در  کالوس

زایی ریشه ترب اسبی در هیر   در این نزمایش کالوس

. انجییام شیید NLدو فییاز مییایع و جامیید در م یییط کشییت 

شیده در م ییط جامید حیاوی ییک       های کشیت  ریزنمونه

ولار ایندو  استیک اسید پیس از گذشیت چهیار    میکروم

 هیا سینید   رنگ این کالوس. ها تشکیل دادند هنته کالوس

یک هنته پس از واکشت، رشد بیشتری . مایل به زرد بود

ها در م یط حیاوی دو میکرومیولار کنیتیین و     از کالوس

در پاییان  . یک میکرومولار ایندو  استیک اسید دیده شد

در . زرد به سبز روشن مشاهده شد هنته دوم تغییر رنگ از

کشت مایع حاوی یک میکرومولار ایندو  استیک اسیید  

زایی کمتیری نسیبت بیه     پس از گذشت دو هنته، کالوس

شیده در   های کشیت  در ادامه نمونه. کشت جامد دیده شد

فاز مایع حاوی دو میکرومولار کنیتین و یک میکرومولار 

هنتییه دوم اینیدو  اسیتیک اسییید واکشیت شییدند کیه در     

در این م یط رنیگ  . ها مشاهده شد افزایش رشد کالوس
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 هییا از ابتییدا سیینید مایییل بییه کییرم بودنیید امییا در    کییالوس

هنته سوم پیس از واکشیت تغیییر رنیگ از کیرم بیه سیبز        

 در ت قیییق(. 4و جییدو   3شییکل )روشیین تغییییر کردنیید 

(2002)Nabi et al.،  م یط ترکیبیBA   گیرم   ییک میلیی

های نرم بیه   کالوس NAAگرم در لیتر  لیمی 1/7در لیتر و 

رنگ سبز روشین تولیید شید کیه بیا نتیایج ایین پیژوهش         

ای  دهی و تکثیر درون شیشه کالوسبررسی . مطابقت دارد

بیشیترین مییزان تشیکیل کیالوس از     نشان داد که  همارچوب

و  NAAمیکرومیولار   72/1هیا بیا تیمیار     کشت ریز نمونه

 نمید  دست هب MSدر م یط کشت  BAمیکرومولار  00/7

(Mousavizadeh et al., 2017)  کییه اهمیییت اسییتناده

هیای اکسیین و سیایتوکینین را نشیان      همزمان از هورمیون 

هیا   سیازگار بیا نزمیایش نن    دهد که نتایج این ت قییق  می

زایی در گییاه اسیتویا    در این راستا به منرور کالوس .است

هیای حیاوی    کردن بنزیل ندنین به م ییط کشیت   با ادافه

  روز تولید کیالوس افیزایش پییدا کیرد     37اکسین پس از 

(Ahmad et al., 2011.)     در این نزمایش نییز بیا افیزایش

وردی سییبب نلرییت سییایتوکینین همییراه بییا اکسییین توفیی 

توان نتیجه گرفت  بنابراین می. ها شد افزایش رشد کالوس

هیای نمویافتیه بیه کیالوس، بافیت، رنیگ و        درصد کشت

درجه تشکیل کالوس به ترکیبیات م ییط کشیت وابسیته     

 .است

 
Table 3. Horseradish callus induction in solid and liquid phases in B5 medium 
Trait Solid medium Liquid medium 
Callus mean fresh weight (g) 0.86 0.70 

Callus colour Yellow to bright green Bright yellow to bright green 

Callus induction % 100% 90% 

 

 
 

Figure 2. Callus induction in B5 medium 

A) Callus induction in solid B5 medium supplement with 1 µM 2,4-D and 2 µM kin 

B) Callus induction in liquid B5 medium supplement with 1 µM 2,4-D and 2 µM kin 

 
Table 4. Horseradish callus induction in solid and liquid phases in NL medium 
Trait Solid medium Liquid medium 

Callus mean fresh weight (g) 0.75 0.65 

Callus colour Yellow to bright green Bright yellow to bright green 

Callus induction % 90% 70% 
 

 

 
 

Figure 3. Callus induction in NL medium 

A) Callus induction in solid B5 medium supplement with 1 µM IAA and 2 µM kin 

B) Callus induction in liquid B5 medium supplement with 1 µM IAA and 2 µM kin 

B A B A 

B A 

https://www.civilica.com/PdfExport-NSCBIO01_044=%D8%A8%D8%B1%D8%B1%D8%B3%DB%8C-%DA%A9%D8%B4%D8%AA-%D8%A8%D8%A7%D9%81%D8%AA%D8%8C-%DA%A9%D8%A7%D9%84%D9%88%D8%B3-%D8%AF%D9%87%DB%8C-%D9%88%D8%AA%DA%A9%D8%AB%DB%8C%D8%B1-%D8%AF%D8%B1%D9%88%D9%86-%D8%B4%DB%8C%D8%B4%D9%87-%D8%A7%DB%8C-%D9%86%D8%B9%D9%86%D8%A7%D8%B9-%D9%81%D9%84%D9%81%D9%84%DB%8C-Mentha-piperita.pdf
https://www.civilica.com/PdfExport-NSCBIO01_044=%D8%A8%D8%B1%D8%B1%D8%B3%DB%8C-%DA%A9%D8%B4%D8%AA-%D8%A8%D8%A7%D9%81%D8%AA%D8%8C-%DA%A9%D8%A7%D9%84%D9%88%D8%B3-%D8%AF%D9%87%DB%8C-%D9%88%D8%AA%DA%A9%D8%AB%DB%8C%D8%B1-%D8%AF%D8%B1%D9%88%D9%86-%D8%B4%DB%8C%D8%B4%D9%87-%D8%A7%DB%8C-%D9%86%D8%B9%D9%86%D8%A7%D8%B9-%D9%81%D9%84%D9%81%D9%84%DB%8C-Mentha-piperita.pdf
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ها و سینجش از   گیری در این ت قیق با توجه به اندازه

نرر کینیت ظاهری و بررسی روند افزایش رشید کیالوس   

 NLدر هر دو حالت کشت جامید و میایع م ییط کشیت     

توان نتیجه گرفت کشیت در م ییط جامید حیاوی دو      می

ینیدو  اسیتیک   میکرومولار کنیتین و ییک میکرومیولار ا  

 اسید نسبت به کشت مایع حاوی دو میکرومیولار کنیتیین   

های بهتیر   و یک میکرومولار ایندو  استیک اسیدکالوس

 در پایییان هنتییه چهییارم پییس . کنیید و بیشییتری تولییید مییی

ها از نرر وزن تر و کینیت ظاهری بیا   از واکشت، کالوس

های  درصد از نمونه 17در م یط جامد . هو مقایسه شدند

هییای  درصیید از نمونییه 27شییده و در م یییط مییایع  کشییت

مییانگین وزن تیر   . زاییی مشیاهده شید    شده کیالوس  کشت

کییالوس نیییز در م یییط جامیید بیشییتر از م یییط مییایع       

در ت قیقیی بهتیرین   (. 4و جیدو    3شیکل  )نمید   دست به

زایییی در م یییط کشییت بییا ترکیییب توفییوردی و  کییالوس

د و تیازه در  سایتوکینین مشاهده شد و تشکیل کالوس تیر 

 ,.Roy et al) روز شروع شد 71تا  77دوره زمانی کوتاه 

زایی در ایین نزمیایش نییز مشیابه ایین       که کالوس (2008

 بییالاترین در نزمایشییی دیگییر  .ت قیییق صییورت گرفییت 

ای جوانییه  زایییی در  کشییت درون شیشییه درصیید کییالوس

گیرم در لیتیر    میلیی  4/7بیه نلریت    مربیوط  انتهایی کنجد

ز ل ییاو وزن تییر کییالوس، بیشییترین مقییدار اتوفییوردی و 

 10/7بیه همیراه   توفوردی  گرم در لیتر میلی 7/7مربوط به 

 ,Ghanbari and Kazemitabar) بود  NAAگرم بر لیتر میلی

2016.)  

 بروز تمایز از کالوس به رویان رویشی

نشیان  ( 1جدو  )نمده از تجزیه واریانس  دست نتایج به

هیای رشید میورد     کننیده  یوداد که نوع م یط کشت و تنری 

زاییی رویشیی تیرب اسیبی      داری بر رویان استناده، اثر معنی

 NLالبته نتایج حاکی از نن بود که در م یط کشت . دارند

شیکل  )تشکیل شده است  B5زایی کمتری نسبت به  رویان

ه کننید  حیاوی تنرییو  B5 در این بررسی م ییط کشیت   (. 4

اسیتیک   حاوی اینیدو   NLرشد توفوردی و م یط کشت 

زاییی رویشیی در هیر دو م ییط کشیت       اسید بود و روییان 

اثبییات شیید بییا (. 2و  0، 1، 4 هییای شییکل)صییورت گرفییت 

ها به خیوص توفیوردی بیه م ییط کشیت      افزودن اکسین

های سیوماتیکی را تغیییر داد و از    توان روند تمایز سلو  می

هییا دارای خاصیییت تییوتی پتنییت    ننجییا کییه اییین سییلو   

(Totipotent )عنیوان مثیا    به. زا نمود ها را رویان د ننهستن 

(1988 )Trolinder and Goodin خییود را کییه  ه نررییی

واکنش تمام گیاهان به توفوردی یکسیان نیسیت و نلریت    

مورد استناده از این اکسین به نیوع گییاه و رقیو نن وابسیته     

نمیده از ایین ت قییق نشیان      دست هنتایج ب. است بیان نمودند

زاییی صیورت    وی توفیوردی روییان  های حیا  داد در م یط

مطابقت ( Neumann, 2006)شده  گرفت که با مطالب بیان

 .دارد

هیا در مراحیل کیروی،     نتایج نشیان داد تعیداد روییان   

 هیییا در  نهاییییت تعیییداد کیییل روییییان قلبیییی، اعدری و در

حییاوی یییک میکرومییولار توفییوردی  B5م یییط کشییت 

حییاوی یییک میکرومییولار  NLنسییبت بییه م یییط کشییت 

 زاییی   استیک اسیید بیشیتر بیود و همینیین روییان      ایندو 

 کننییده رشیید مشییاهده نشیید  هییای بییدون تنریییو در م یییط

طییور کییه نشییان داده شیید در م یییط     همییان(. 4شییکل )

زایییی  حییاوی اینییدو  اسییتیک اسییید رویییان   NLکشییت

در  .Jayasree et al( 2001)صورت گرفت که بیا نتیایج   

ا در زمینییی مطابقییت نداشییت زیییر    زایییی سیییب  رویییان

زاییی دییده    رویان  NLها در م یط کشت های نن بررسی

زایی دمبرگ هیویج در   اما در نزمایشی دیگر رویان. نشد

 انجیییام شییید MSو  NL ،B5هیییر سیییه م ییییط کشیییت  

(Mousavizadeh and Mashayekhi, 2011.)   همینیین

هییای رویشییی کییروی از  گییزارش شییده اسییت کییه جنییین

در ح ور  NLنبکش ثانویه ریشه هویج در م یط کشت 

IAA انجام گرفته است (Mousavizadeh et al., 2010.) 

نمیده از ایین ت قییق     دسیت  این نتایج همگی بیا نتیایج بیه   

شیده   های مشاهد مطابقت داشته و دلیلی برای وقوع پدیده

 .باشند در نزمایش حادر می
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Table 5. Analysis of variance of the medium effect on different stages of horseradish somatic 

embryogenesis 
S.O.V. df Globular Heart Torpedo Total embryo 

Treatment 3 55.85
**

 96.74
**

 18.97
**

 621.19
**

 

Error 8 0.91 0.5 0.16 0.66 

C.V. (%)  26.71 16.63 23.32 7.47 
**: significant at p = 0.01 
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Figure 4. Comparison of the number of horseradish globular (a), heart (b), torpedo (c) and total 

embryos (d) in NL and B5 media 

 

   

 

Figure 5. Globular, heart and torpedo embryo (left to right) 4 weeks after culture in B5 medium in 

presence of 1 µM 2,4-D 
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Figure 6. Embryogenesis in B5 medium (Globular embryos are well seen in the image), 4 weeks after 

culture in B5 medium in presence of 1 µM 2, 4-D 

 

   
 

Figure 7. Globular, heart and torpedo embryo (left to right) 4 weeks after culture in NL 

medium in presence of 1 µM IAA 

 

   
 

Figure 8. Embryogenesis in NL medium (Globular embryos are well seen in the image), 4 weeks after 

culture in NL medium in presence of 1 µM IAA 
 

 گیری نتیجه

تیوان بییان    با توجه به نتایج حاصل از این پژوهش می

زاییی   زایی و روییان  داشت که ترب اسبی پتانسیل کالوس

ین همینی . دارا است NLو B5 را در هر دو م یط کشت 

هیا، م ییط کشیت و     با توجه به نتایج تجزیه و ت لیل داده

کننییده بییر تعییداد رویییان و تسییریع در تکامییل  نییوع تنریییو

کننیده   هیای تنرییو   ها اثر گذار است و در بین گروه رویان

هیا از   ها بیشترین کیاربرد را در انتقیا  سیلو     رشد، اکسین

ن زایی ایی  در بررسی کالوس. فرم رویشی به رویانی دارند

هیا و سینجش از نرییر    گییری  پیژوهش بیا توجیه بیه انییدازه    
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کینیت ظاهری و بررسی روند تشیکیل کیالوس، رشید و    

افزایش کالوس در کشیت جامید نسیبت بیه کشیت میایع       

 NLو  B5همینین با مقایسه دو م ییط کشیت   . بیشتر بود

زاییی،   بیرای کیالوس   B5 مشخر شد که م ییط کشیت  

م ییط کشیت   در ایین نزمیایش   . تر است م یطی مناسب

 حاوی دو میکرومولار کنیتین و یک میکرومیولار  B5جامد 

زاییی تیرب اسیبی را     توفوردی بهتیرین نتیجیه در کیالوس   

زاییی تیرب اسیبی     نتایج حاصل از روییان . همراه داشت به

نشان داد در م یط کشت بدون هورمون روییانی تشیکیل   

نشد و نیز با مقایسه دو م یط کشت مشخر شید م ییط   

ی یک میکرومیولار توفیوردی نسیبت بیه     حاو B5کشت 

 اینییدو  حییاوی یییک میکرومییولار   NLم یییط کشییت  

. دهیید هییای بیشییتری تشییکیل مییی  اسییتیک اسییید رویییان

های رشد اکسیین   کننده همینین با افزایش نلرت تنریو

 در پییژوهش. هییا بیشییتر شیید و سییایتوکینین رشیید رویییان

 هیا  عنوان رییز نمونیه در نزمیایش    حادر از ریشه گیاه به

هییای  رود تنیاوت در انییدام  اسیتناده شیید کیه انترییار مییی  

مختلف ایین گییاه نییز وجیود داشیته باشید کیه نیازمنید         

  .بررسی در نینده است

 گزاری سپاس

دانشیگاه علیوم    یو معنیو  یمال تیمقاله حادر با حما

است که  دهیگرگان به انجام رس یعیو منابع طب یکشاورز

 .گردد‌یم یقدردان لهیوس نیبد
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