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 مختلفی ریزنمونه سه با استفاده ازاسفناج  رقمدو  در زایی و باززاییکالوس بهینه سازی
 

Optimization of Callogenesis and Regeneration of Two Spinach (Spinacia oleracea L.) 

Cultivars Utilizing Three Different Explants 

  

  3و محمد رضا عبداللهی 2ید رجبی معماری، حم2، داریوش نباتی احمدی*1ادهزمونا خیاط

 

 

 چکیده

و  می باشد ترین تعداد کلروپلاستکه دارای بیشبه علت این اسفناج یکی از سبزیجات برگی مهم در اکثر کشورها بوده و 

ه کلروپلاست یکی از قدیمی ترین گیاهان مدل برای مطالع است زیادهمچنین تعداد ژنوم کلروپلاستی در یک کلروپلاست آن بسیار 

با استفاده ، گیاه اسفناج کالوس زایی و باززایی این پژوهش به منظور بهینه سازی .ضروری است این گیاه باززایی بهینه سازیلذا  .است

با غلظت ها و ترکیبات مختلف از تنظیم کننده های  جداگانه،فاکتوریل در سه آزمایش  برگ، هیپوکوتیل و کوتیلدوناز سه ریزنمونه 

و  Orai رقمجهت ارزیابی باززایی دو  MSروی محیط کشت پایه  در قالب طرح کاملا تصادفی GA3و  IAA، 2,4-Dگیاهی  رشد

Viroflay رقم نتایج نشان داد که بیشترین انگیزش کالوس از ریزنمونه برگ  .شد اجراOrai  2,4گرم  میلی 5/0تا  1/0با-D  و رقم

Viroflay  2,4 گرم میلی 1تا  5/0با غلظت-D 2,4 بعد از انتقال به محیط حاوی که صورت گرفت-D ،و  کنتینGA3 با غلظت  به ترتیب

های هیپوکوتیل  ریزنمونههای حاصل از  کالوسهمچنین . نمودندتولید گیاهچه  Orai ژنوتیپ در ،لیترگرم در میلی 1و  2،  01/0های 

باززایی  .باززایی شدند GA3لیتر گرم در میلی 4/3و  IAAلیتر گرم در میلی 2ر گرفتن روی محیط حاوی پس از قرا Viroflay ژنوتیپدر 

 .در هیچ یک از محیط های کشت رخ نداد ژنوتیپدو  هر ریزنمونه کوتیلدون در

 

  IAA ، 2,4-D ،           GA3، باززایی، کالوس،(.Spinacia oleracea L)اسفناج : کلیدیهای واژه
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 مقدمه

گیاهی علفی و دو  ،(.Spinacia oleracea L)اسفناج 

باشد، که به می Chenopodiaceaی متعلق به خانواده پایه

ترین تعداد اش از جمله بیشجهت خصوصیات ویژه

عنوان یک گیاه کلروپلاست و کوتاه بودن طول دوره رشد، به

مدل مناسب در مطالعات ژنتیکی و مولکولی مورد استفاده 

ارای ارزش غذایی بالایی چنین داین گیاه هم. گیردقرار می

باشد می مواد معدنی و آهنبوده و یک منبع غنی از 

(Swiader et al. 1992 .)های انتقال  نیاز بسیاری از روشپیش

بهینه سازی شرایط کشت بافت جهت انجام باززایی با  ژن،

و  ایهای مختلف، ارقام درون گونهگونه .استراندمان بالا 

، به یک روش کشت بافت واکنش های مختلف یک گیاهاندام

-گزارش (.1331 ،فارسی و ذوالعلی)دهند یکسان نشان نمی

دهند که نوع های موجود درباره باززایی اسفناج نشان می

که طوریکند بها در این مورد بازی میریزنمونه نقش مهمی ر

موثرند در  جنین زایی سوماتیکی بیشتر درقطعات ریشه 

زایی کارایی بهتری دارند ر اندامها دکه کوتیلدونحالی

(Komai et al. 1996a Komai et al. 1996b; Molvig & 

Rose, 1994 and Zhang & Zeevaart, 1999;.)  و  سازاکی

 ریزنمونه با استفاده از (Sasaki et al. 1986)همکاران 

که  ندیک سیستم اندام زایی را بهینه نمود اسفناج هیپوکوتیل

کشت برای کالوس زایی و باززایی  در آن ترکیب محیط

 IAA گرم درلیتر میلی 1 یکسان و بدون واکشت بوده و حاوی

ر نین دچهم .باشدمی زآتین گرم درلیتر میلی 01/0و 

ی هاریزنمونه پژوهشی دیگر مشخص شد که کشت

-Cl2-5,6 گرم درلیتر میلی 15 در محیط حاویهیپوکوتیلی 

IAA داردزنی را بالاترین میزان جوانه (Mii et al. 1992) .

 هاینمونهباززایی از ریز (Chin et al. 2009) و همکاران چین

 در اسفناج را از طریق استفاده از یبرگ
2,4-D، و   کنتینGA3 

جهت القای کالوس و باززایی و با کاربرد سه تیمار دمایی 

نتیجه  و ،گراد، اجرا نمودنددرجه سانتی 25و  20، 14مختلف 

تر، درصد باززایی کشت کالوس در دمای پایین که گرفتند

مشاهده  ای دیگرمطالعهچنین در هم. دهدبالاتری را نشان می

 ژنوتیپوابسته به  یبرگ هایشد که تولید کالوس از ریزنمونه

های القا شده در بوده و بالاترین میزان باززایی از کالوس

و  ی یانگجیک (.Al-khayri et al. 1991)دست آمد تاریکی به

روز  تاثیر شرایط( Geekiyanage et al. 2006)همکاران 

اثر شدت نور زیاد و کم را  طورکوتاهی و روز بلندی و همین

که در  بر روی باززایی از کوتیلدون در اسفناج، بررسی نمودند

نهایت بالاترین درصد باززایی از تیمار روز کوتاهی و در شدت 

دیگر نیز اثر  پژوهشیدر  چنینهم .دست آمدنور زیاد به

 هایبر باززایی ریزنمونه BAPو  NAAهای هورمون

که در نتیجه در  اسفناج مورد مطالعه قرار گرفت یکوتیلدون

بالاترین  mg/l BAP 1و  mg/l NAA 4/0محیط حاوی 

 .(Zhang & Zeevaart. 1999) درصد باززایی مشاهده شد

هورمونی و تعیین بهترین ترکیب  ،از مطالعه حاضر هدف

و  Orai ارقامهای باززایی از ریزنمونه منظور ریزنمونه به

Viroflay با هدف ایجاد یک سیستم کارآمد در انتقال ژن در ،

  .باشداسفناج می

 

 هامواد و روش

در  قرار دادن طریق از Viroflayو  Orai ارقامبذرهای 

مدت به 5% هیپوکلریت سدیم  دقیقه و 3مدت به 10%الکل 

 ،دقیقه و سپس چندین بار شستشو با آب مقطر استریل 10

 MSبر روی محیط کشت پایه  این بذرها. ضد عفونی شدند

(Murashige & Skoog. 1962 )گرم در لیتر  30که دارای

منظور بهبود،  3/5معادل  pHآگار با  گرم در لیتر 3ساکارز و 

 .تندزنی قرار گرفجوانه

ها از رشد گیاهچه هفته 3تا  2پس از  :آزمایش اول

متری  میلی 5 هایهجدا و به قطعها برگ ،شرایط این در

گرم در  30حاوی  MSروی محیط کشت پایه  تقسیم و بر

 1و  5/0، 1/0سطح گرم در لیتر آگار با سه  3و  لیتر ساکارز

 لیترگرم در میلی 2 ی به اضافه D-2,4 لیتر گرم در میلی

در  هااین کشت. شدندکالوس کشت  تولیدمنظور به ،کنتین

 20ساعت تاریکی و در دمای 11یی و ساعت روشنا 3شرایط 

ه و هر دو هفته یک بار واکشت قرار گرفت گراد درجه سانتی

بر اساس تولید و یا  زاییمیزان کالوسبعد از دو ماه  .شدند

-سپس کالوس .شد ارزیابی عدم تولید کالوس در ریزنمونه ها،

 گرم درلیتر میلی 1و 1، 01/0 حاویمحیط باززایی  ها بر روی

درجه  14در دمای ، GA3و  D ،Kinetin-2,4ترتیب به

 .شدند واکشت ساعت روشنایی 11و در شرایط  گراد سانتی

های تولید شده از این دار کردن گیاهچهمنظور ریشهبه

که  MSها در محیط کشت پایه ها، ابتدا گیاهچهریزنمونه

ساعت قرار  2مدت بود به IBA گرم در لیترمیلی 20حاوی 

بدون هورمون  MSبه محیط کشت پایه  سپسو  ندداده شد

 .انتقال یافتند

-از گیاهچه ییپوکوتیلههای ریزنمونه: آزمایش دوم

حاوی  MSپایه  کشت شده و روی محیط جدا هروز چهارهای 

 15و  5/3شامل گرم در لیتر آگار  1یتر ساکارز، ل گرم در 20

 4/3و  34/0 در ترکیب با و (A2و  A1) IAAیتر ل گرم در میلی
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جهت تولید کالوس قرار ( B2و  B1) GA3لیتر  گرم در میلی

 22در دمای  ها یک هفته در تاریکی،این کشت. گرفتند

ساعت روشنایی با  3فته در سپس دو ه گراد،سانتی درجه

 11یک ماه در شرایط  گراد و در نهایتدرجه سانتی 23دمای 

پس از این مدت میزان تولید . نایی قرار داده شدندساعت روش

یط باززایی که روی مح هاریزنمونهکالوس ارزیابی شده و 

 GA3ر لیتر گرم د میلی 4/3و  IAAلیتر  گرم در میلی 2حاوی 

 .انتقال یافتندو در همان شرایط،  بود

 ،رهاروز پس از جوانه زنی بذ چهار :آزمایش سوم

گرم  30 دارای MSمحیط کشت پایه ها جدا و روی کوتیلدون

و ترکیبات هورمونی گرم در لیتر آگار  3، زلیتر ساکار در

لیتر  گرم در میلی BAP، 4/0 لیتر گرم در میلی 1شامل 

NAA  وGA3  لیتر گرم در میلی 1و  5/0، صفردر سه سطح، 

  .کشت شدند

درجه  22ا دمای شنایی بساعت رو 3شرایط نگهداری 

و باززایی کالوس  در نهایت میزان انگیزش .گراد بودسانتی

صورت فاکتوریل در قالب طرح هر سه آزمایش به .بررسی شد

 نمونه در هر تکرار انجام شد ریز10تکرار و  5کاملا تصادفی با 

 SPSSو  SASآماری  هایافزارها با نرمو تحلیل داده تجزیه و

  .ندانجام شد

 

 نتایج و بحث

ماه پس از قرارگیری  دو وداًحدها کالوس: آزمایش اول

نتایج  .ظاهر شدند بر روی محیط کشت، های برگریزنمونه

بین تیمارهای  دار گر وجود اختلاف معنی، بیانتجزیه واریانس

داری و وجود اثر متقابل معنی 05/0در سطح  D-2,4مختلف 

ها با مقایسه میانگیننتایج  .(1جدول ) بود %1در سطح 

 D-2,4 لیتر در گرم میلی 5/0غلظت  ،(1 شکل)آزمون دانکن 

معرفی  رقمبرای هر دو  ترین تیمار کالوس زاییعنوان بهرا به

های درصد از ریزنمونه 44ای که در این غلظت به گونه کرد

 ژنوتیپهای برگی درصد از ریزنمونه 33و  Orai ژنوتیپ

Viroflay  ( 1 شکل)ها  بررسی میانگین .نمودندتولید کالوس

ترین گرم در لیتر بیش میلی 5/0تا  1/0با  Oraiاد رقم نشان د

گرم در لیتر  میلی 1تا  5/0با  Viroflayزایی ولی رقم  کالوس

های تولید کالوس .دهند زایی را نشان می ترین کالوسبیش

ها آنو بافت  تا سبز شده در این مرحله به رنگ زرد روشن

 1/0) تیمار اولتولید شده بر روی  هایاز کالوس .بود ترد

و دوم ( کنتین لیتر گرم در میلی 2و  D-2,4لیتر  گرم در میلی

( کنتینلیتر  گرم در میلی 2و  D-2,4لیتر گرم در میلی 5/0)

و  2، 01/0 به ترتیب حاوی که پس از انتقال به محیط باززایی

 ژنوتیپدر  بود، GA3و  کنتین، D-2,4 در لیتر گرم میلی 1

Orai و گیاهچه باززایی حاصل شد اهپس از گذشت یک م-

زایی، قرار گیری در محیط ریشهاز پس های تولید شده 

ای نتیجه Viroflayکه در ژنوتیپ در حالی. دار شدندریشه

 (.3و  2شکل )حاصل نشد 

گرم در لیتر میلی 5/0زایی با کاربرد افزایش کالوس

2,4-D  دنبال آن تولید گیاهچه در در ریزنمونه برگ و به

و  چیندست آمده از مطالعات  هحیط باززایی با نتایج بم

و همکاران  الخیری هایپژوهشچنین و هم (2009)همکاران 

(1991b ) مطابقت دارد مطابقت داردبر روی این گیاه.

 

 

 

 

 زایی از ریزنمونه برگو رقم در کالوس D-2,4نتایج تجزیه واریانس تیمارهای مختلف سطوح  :1جدول
Table 1: Analysis of variation on the callogenesis  in leaf explants 

 منبع تغییرات
Source of variation 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
Mean of square 

 هورمون توفوردی
(A) 2,4-D 

3 16.13
* 

 رقم
Cultivar (B) 

1 0.30
ns

 

 رقم ×هورمون توفوردی 

A*B 
2 15.60

ns 

 error 24 3.9 خطا

**
 و 

 α=0.05          CV=27.61%و α=0.01دار در سطح ترتیب معنیبه: *
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  D-2,4های مختلف زایی ریزنمونه برگ در غلظتهای کالوسمقایسه میانگین :1شکل

Fig 1: Mean of spinach callogenesis in different 2,4-D concentration of leaf explant 
 

 

  
 Orai رقمبرگ در  ریزنمونهگیاهچه از کالوس روند شکل گیری  :2شکل 

Fig 1: Regenerated plantlet achieved from leaf callus in Orai cultivar 
 

 

 
 Oraiرقم  دار شده از ریزنمونه برگگیاهچه ریشه :3شکل 

Fig 2: Rooted plantlet achieved from Orai cultivar leaf explants 
 

 

هیپوکوتیل کشت شده بر  ریزنمونهدر : آزمایش دوم

ها ابتدا در روی محیط پس از گذشت حدود سه هفته کالوس

این . ظاهر شدند ریزنمونهتدریج در طول همحل برش و ب

نتایج تجزیه واریانس حاصل از . ها سبز رنگ بودندکالوس

ح داد که بین سطوزایی از هیپوکوتیل نشان های کالوسداده

دار وجود  اختلاف معنی% 1در سطح احتمال  IAAمختلف 
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 5/3)کاربرد میزان پایین این هورمون و  .(2جدول ) دارد

بر  زایی را در افزایش کالوس رقمدر هر دو ( گرم درلیتر میلی

در  رقمزایی در هر دو ین میزان کالوسترکم چنینهم .داشت

گرم  میلی 4/3 و IAAگرم در لیتر  میلی 15یعنی   A2B2تیمار 

ها به  پس از انتقال کالوس یک ماه .دست آمدبه ،GA3در لیتر 

 4/3و  IAAلیتر  گرم در میلی 2محیط باززایی حاوی 

 A1B1های حاصل از تیمار ، کالوسGA3لیتر  گرم در میلی

(5/3 IAA  +34/0 (GA3  وA1B2 (5/3 IAA  +4/3 GA3  )

 Orai رقما در نمودند امتولید گیاهچه  Viroflay رقمدر 

 .(4شکل ) باززایی حاصل نشد

 15ترین باززایی با کاربرد ها بیشدر سایر پژوهش

کبیری و همکاران، )ل شده است حاص IAAگرم در لیتر میلی

1334.) 

های کوتیلدون پس از ریزنمونه: آزمایش سوم

گذشت یک هفته از کشت بر روی محیط، رشد طولی و 

با گذشت زمان در . افزایش یافت هاعرضی نمودند و اندازه آن

دست در نتایج به. هفته سوم به بعد کالوس ها ظاهر شدند

، مشاهده یکوتیلدون هایآمده از تولید کالوس در ریزنمونه

درصد و  1در سطح  GA3های مختلف گردید که بین غلظت

 ، در سطحرقمو  GA3های و اثر متقابل غلظتها رقمبین 

. (3جدول ) دار وجود داردمعنیدرصد اختلاف  5 احتمال

با  داد کهنشان GA3های زایی غلظتبررسی میانگین کالوس

 تولید کالوس کاهش میزان رقمدر هر دو  GA3افزایش غلظت 

گرم  میلی 4/0با  GA3بدون )تیمار اول  در هر دو رقم .یابدمی

نسبت به دو سطح ( BAP گرم درلیتر میلی 1 و NAA درلیتر

در  زایی را داشتند ولی ترین میزان کالوس، بیشGA3 دیگر

، 5/0های ترتیب با غلظتبه BAPو  GA3)  ،NAA سطح دوم

 Viroflayنسبت به  Orai رقم، (گرم درلیتر میلی 1و  4/0

بعد از گذشت . (5 شکل) تولید کالوس بالاتری داشت درصد

-از این ریزنمونه و کالوسریزنمونه ها نکروز شده و دو ماه، 

 .گونه باززایی حاصل نشدها هیجلید شده از آنهای تو

 
 

 زایی از ریزنمونه هیپوکوتیلو رقم در کالوس IAA ،GA3نتایج تجزیه واریانس تیمارهای مختلف : 2جدول

Table 2: Analysis of variation on the callogenesis in hypocotyl explants 
 منبع تغییرات

Source of variation 

یدرجه آزاد  
df 

 میانگین مربعات
Mean of square 

A IAA 1 81.22))                                 ایندول استیک اسید
**

 

GA3 1 24.02 (B)                                       اسید جیبرلیک
ns

 

Cultivar (C) 1 0.22                                                   عامل
ns

 

B×A     1 3.02           اسید جیبرلیک ×دول استیک اسید این
ns

 

C×A 1 1.22                         رقم ×ایندول استیک اسید 
ns

 

C×B 1 11.02                               رقم ×اسید جیبرلیک 
ns

 

C×B×A 1 11.02   رقم ×اسید جیبرلیک  ×ایندول استیک اسید 
ns

 

 error 32 6.10                                                     خطا

**
 و 

 α=0.05          CV=27.61%و α=0.01دار در سطح ترتیب معنیبه: *
 

 

 
 Viroflay رقمگیاهچه از ریزنمونه هیپوکوتیل در  شکل گیری :4شکل 

Fig 3: Regenerated plantlet achieved from hypocotyl callus in Viroflay cultivar 
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 زایی از ریزنمونه کوتیلدونو رقم در کالوس GA3نتایج تجزیه واریانس تیمارهای مختلف  :3جدول 

Table 3: Analysis of variation on the callogenesis in cotyledon explants 
 منبع تغییرات

Source of variation 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
Mean of square 

GA3 2 118.30 (A)                  سید جیبرلیکا
** 

Cultivar (B) 1 16.13                                رقم
*
 

B×A 2 16.23          رقم ×اسید جیبرلیک 
* 

 error 24 3.81                               خطا

**
 و 

 α=0.05          CV=27.61%و α=0.01دار در سطح ترتیب معنیبه: *

 

 

 
 GA3در غلظت های مختلف  کوتیلدون ریزنمونهمقایسه میانگین های کالوس زایی  :5 شکل

Fig 2: Mean of spinach callogenesis in different GA3 concentration of cotyledon explants 
 

 

ها به کوتیلدون( 1999) زیوارتو  ژنگطبق مطالعه 

ها که تمی در انتهای آنهای مریسجهت دارا بودن سلول

طور مستقیم و های هورمونی مناسب بهتوانند در غلظت می

-عنوان ریز نمونهتولید برگ نمایند، به ،بدون واسطه کالوس

منظور القای باززایی معرفی شدند اما در این های مناسبی به

-پژوهش با وجود استفاده از ترکیبات هورمونی مشابه، نتیجه

برد رکا (2006) و همکاران ی یانگجیک. ای حاصل نشد

عنوان عاملی موثر در باززایی مستقیم از را به GA3هورمون 

این  که دربیان نمودند درحالی یکوتیلدون هایریزنمونه

-در هیچ ،(1334)و همکاران  کبیریهمانند پژوهش  مطالعه

تواند دلیل بر این می .کردباززایی حاصل ن ،رقمکدام از این دو 

 که توسط ی ژنوتیپ بر روی باززایی این گیاه باشداثر بالا

و  زیااو .مورد تاکید قرار گرفت (1989) همکاران و  سازاکی

زایی از میزان کالوس( Xiao and Branchard, 1993) برانچارد

 IAAریز نمونه هیپوکوتیل را روی ترکیبات متفاوت هورمون 

العه که در این مطیکسان گزارش نمودند در حالی GA3و 

زایی ، از لحاظ کالوسIAAداری بین سطوح تفاوت معنی

در این پژوهش از  GA3استفاده از هورمون . مشاهده گردید

های حاصل از ریز نمونه هیپوکوتیل جلوگیری باززایی کالوس

قبلی باززایی در اسفناج  هایپژوهشاین نتایج با . نکرد

(Ishizaki et al. 2000 ،  و می ، 1991و همکاران، الخیری

 ،برانچاردو  زیااو و 1989و همکاران، سازاکی ، 1993همکاران، 
در گیاهان  GA3که کاربرد مطابقت دارد، در حالی( 1993

 Engvild, 1973; Ezura) نمایددیگر از باززایی جلوگیری می

& Harberd, 1995 and Thorpe & Meijer, 1975).  از

تیمارهای  شود کهن نتیجه میهای موجود چنیتفاوت

یابی به دست منظورو ریزنمونه به رقمای برای هر جداگانه

 .نیاز است آغازش سریع گیاهچه
 

 

 :منابع

 .متن انگلیسی مراجعه شود 2-1های جهت ملاحظه منابع به صفحه
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Abstract 

Spinach is one of edible leafy vegetable in many countries worldwide and is the most prime and informative 

plant species for studying plant chloroplast. A main advantage of spinach which makes it remarkable among other 

plants is that its leaf possesses abundant number of chloroplasts and each chloroplast sustains a very large genomic 

molecule. This characteristic of spinach makes it a unique crop that can serve as a valuable genetic model for studying 

chloroplast manipulation at the molecular genetic level. Therefore, implementing a technique which can lead to identify 

an appropriate way to induce adequate plant regeneration from explants has become significantly important with a great 

demand. A study was conducted to examine optimization of callogenesis and regeneration of two spinach cultivars; 

Orai and Viroflay using MS based medium with various combination of plant growth regulators (PGRs); IAA, 2,4-D 

and GA3 at different concentration rates in order to evaluate regeneration induction of leaf, hypocotyl and cotyledon 

explants under three separate experimental studies. The results indicated that leaf explants from both cultivars were 

capable of producing the highest callogenesis on growth media which supplemented with 0.5 mg/l 2,4-D and 2 mg/l 

Kinetin. When calli was transferred into medium containing concentration of 0.1, 2 and 1 mg/l of 2,4-D, Kinetin and 

GA3 respectively, only the explants of Orai cultivar was able to induce regeneration. Also, hypocoyl drived calli from 

Viroflay cultivar showed the best regeneration when transferred on medium containing 2 mg/l IAA and 3.4 mg/l GA3. 

There was no regeneration from cotyledon explants of both cultivars on all media. 

 

Keywords: Spinach (Spinacia oleracea L.), Regeneration, Callus, Indole Acetic Acid (IAA), Gibberellic Acid (GA3) 
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