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 چکیده 

پتانسیل  بررسی    برای  این پژوهش.  صنعتی و زینتی با خواص دارویی است  تندرشد،درختی    پائولونیا

پایه   محیط کشت  ریز  MSاسمزی  و  درشت  عناصر  تأثیر  شد؛   مغذیتحت  پتانسیل    انجام  تأثیر  همچنین 

آنتی فعالیت  باززایی،  سوماتیکی،  جنین  کالوس،  القای  روی  سوماکلونال اسمزی  تنوع  و  انجام    اکسیدانتی 

ب.  شد تصادفیهآزمایش،  کاملاً  قالب طرح  در  فاکتوریل  دو  و   صورت  و  شامل  )برگ  ریزنمونه  شاخص، 

و   مختلف    8دمبرگ(  ترکیبات  با  همراه  کشت  محیط  عناصر  مختلف  ترکیبات  حاوی  کشت  محیط  نوع 

سوماتیکی  زایی  های رشد گیاهی انجام شد. نتایج نشان داد بالاترین میران القای کالوس، جنینتنظیم کننده

مشاهده    MSهایی با یک دوم و یک چهارم برابر عناصر درشت مغذی محیط کشت  در محیطو باززایی  

درشت عناصر  کاهش  با  بهشد.  کلروفیل،  مغذی  آنتوسیانین،  فعالیت  کشت،  محیط  در  نیترات  منابع  ویژه 

تعداد جنین و پتانسیل اسمزی افزایش یافت. با این حال سرعت رشد کالوس و تنوع سوماکلونال کاهش  

کالوس، کالوس8یافت. در محیط کشت   بدون سوختگی، شفاف، گیاهچهجنینهایها و  باززازا  شده  های 

کامل، القای    MSهای کشت  ها مشاهده شد. در محیطدانهها بیشترین رنگهای گیاهچهتر و در برگشاداب

که سرعت  حالیسوماتیکی، پتانسیل اسمزی، آنتوسیانین و محتوای کلروفیل کاهش یافت، درکالوس، جنین

 . رشد کالوس و تنوع سوماکلونال افزایش یافت
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 مقدمه

علمی  پائولونیا نام  از    (Paulownia sp)  با  -مهمیکی 

درختیونهگ  نیتر به  ،  ای دن  یاقتصادو   های  متعلق 

  ی بومو    Paulowniaceae (Scrophulariacae)خانواده  

ب  .است  نیچ آن    جنس  ۲0از    شیامروزه  شناخته  از 

مرحلة  شده   به  پائولونیا  شدن  وارد  زمان  مدت  است. 

است کوتاه  بسیار  مثل  دلیل  به  ،تولید    در شرایط همین 

پائولونیا  سال چوب  چهار تا پنج    مطلوب محیطی، طی

بهره تولید  برداری  قابل  برای  پائولونیا  چوب  است. 

بری،  سازی، لایهنئوپان، کبریت سازی، کاغذ و کارتون

موسیقی،  مبل ابزار  تولید  ساخت   ةجعبسازی،  و  دارو 

می استفاده  دیگر  مصارف  و صدها  تزئینی   شودلوازم 

(Yadav et al., 2013)پائولونیا درخت    ة توسع  برای  . 

نواع گیاهان  ا   ایجاد پارك و کشت توأم با فضـای سـبز،

به کشورها  از  بسیاری  در  بهزراعی  موفق  -صورت 

شده درخت  Yadav et al., 2013)  است  کارگرفته   .)

  ب ی ترک  لوگرم یک  ۱00حدود    پائولونیا   ة سال  ۱0تا    هشت

)برگ(    4و    نیتروژن  درصد  ۳  -  8/۲حدود  و    سبز 

پتاسیم   ) یم  دی تولدرصد  زراعت  (.Woods, 2008کند 

، ن استجها  بع چوب درمن  ن یتریاصل  چوب پائولونیا 

  ت کش  استیاز س   یرویبا پ   ییرو کشاورزان اروپانیاز ا

توسع  آمیخته تندرشد  ةو  گیاهان  زیرکشت  بهسطح   ،-

نوع  کشت    جی تدر م  اهانیگاین  گسترش    دهند یرا 

(Zuazo et al., 2013) بین از  کیوتو  کنوانسیون   .

و  آلوده  مناطق  در  پائولونیا  درخت  کاشت  گیاهان، 

به را  درخت  صنعتی  )هر  اکسیژن  بالای  تولید  دلیل 

مولد   بالای    6سالانه  جذب  و  اکسیژن(  کیلوگرم 

سالانه  دی هکتار  )هر  دی  ۱۲50اکسیدکربن  اکسید  تن 

توصیه کرد )کربن را جذب می  Huseinovic etکند( 

al., 2017  5/۳تا    ۳(. عملکرد یونجه در هر هکتار بین  

بین   آن  پروتئین  مقدار  و  است  درصد    ۱5تا    ۱0تن 

پائولونیا  حالیدر  ،است هکتار  هر  در  کود    6۲که  تن 

درصد    ۲4تا    ۲۳بین    شود و پروتئین آن برگی تولید می

رو پائولونیا  است که قابل قیاس با یونجه نیست؛ از این

باشدمی یونجه  برای  خوبی  بسیار  جایگزین   تواند 

(Yadav et al., 2013  .) بالا پائولونیارونق  منبع    ی 

)  دی تول  یبرا  یخوب (  Yadav et al., 2013عسل است 

  .شودکیلوگرم عسل تولید می  700سالانه در هر هکتار  

کپائولونیا  عسل   و   Robiniaاز    یبالاتر   ت یفیرنگ 

pseudoacania L.  جاذب   .دارد پائولونیا  درخت 

های سمی در خاك و هواست و  عناصر سنگین و گاز

ذرات   و  هوا  غبار  و  گرد  تصفیة  سبب  دیگر  از سوی 

می هوا  در  که    .شودمعلق  هرزگوین  و  بوسنی  کشور 

جزو یکی از کشورهای آلوده به عناصر سنگین است با  

تا حدودی بر این مشکل غلبه    کاشت درخت پائولونیا

( بافت  Huseinovic et al., 2017کرده است  (. کشت 

عنوان یکی از ابزارهای مهم تکثیر غیرجنسی  گیاهی به

راهمی از    تواند  گیاه  این  تکثیر  مشکلات  برای  حلی 

طور  های سوماتیکی که بهطریق قلمه باشد. القای جنین

های  از بافت  کمینه های بالغ درخت یا  مستقیم از بافت

اندام مانند  بذر  بخشغیر  یا  و  برگ  ساقه  های  های 

می گونهگرفته  بافت  کشت  در  مهم  اهدافی  های  شود 

( است  اصلی    (.Clapa et al., 2014جنگلی  روش 

گونه از  بسیاری  درتکثیر  است؛  بذر  با  چوبی  -های 

امروزه  حالی بهکه  سنتی  مانند  تکثیر  مشکلاتی  دلیل 

زنی ضعیف بذر، رشد آهسته، حساسیت به آفات  جوانه

زنی و کارآیی پایین آن در واحد سطح،  و بیمارها، قلمه

همین دلیل تأکید بر لزوم توسعة  بهچندان موفق نیست.  

برای  سیستم اعتماد  قابل  سوماتیک  های  جنین  تولید 

موارد فوق،    برعلاوه  (Jain and Gupta, 2018).است  

با   بذر  کشت  طریق  از  پائولونیا  تکثیر  که  آنجایی  از 

مانند   متعددی  عدم    تولید مشکلات  ضعیف،  گیاهچة 

ی اولیة رشد و  هاتولید گل و بذر در این گیاه در سال 

زنی بذر  احتمال وقوع تفرق در گیاهان حاصل از جوانه
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کند  رو این ضرورت را ایجاب میاز اینمواجه است،  

های تکثیر گیاهان مانند کشت بافت  که از دیگر روش

برد   بهره  آن  تولید  در  .  (Yadav et al., 2013)گیاهی 

بافت از عوامل مهم محیطی در   ترکیبات محیط کشت 

کشت   از  حاصل  گیاهان  در  سوماکلونال  تنوع  ایجاد 

پتانسیل است.  شیشه  محیط  ی سمزا  درون  های  در 

بافتیاهیگ  یها بر رشد سلول کشت نقش مهمی   و    ، 

 ,.Ramarosandratana et al)دارد    زاییریختاندام و  

اجزا  .(2001 کشتافزودن  محیط  بهی    عناصر   ژهیو، 

  ۀ دهندکربن، نشانمنابع  و    درشت مغذی و ریز مغذی 

دراسمز  لیپتانس  تغییر  Shi et  .است  محیط کشت  ی 

al. (2009)    کالوس درصد  بالاترین  که  کردند  اظهار 

درخت جنین ریزنمونة  در  کالوس  القای  و  زا 

Cinnamomum camphora L.    و پتانسیل اسمزی بالا

گرم بر لیتر ساکارز در محیط کشت  میلی  ۳0با غلظت  

پتانسیل   افزایش  دیگر  پژوهشی  در  شد.  مشاهده 

کالوس مقدار  کشت،  محیط  در  القای  اسمزی  و  زایی 

جنین سوماتیکی را افزایش داد، که علت این امر ثابت  

حال    pHبودن   همین  در  شد.  گزارش  کشت  محیط 

ریزنمونه شد  کشتمشخص  پتانسیل  های  در  شده 

و  کرده  مصرف  بالایی  غذایی  مواد  بالا  اسمزی 

درسلول  به  حال های  زمان،  کمترین  در    بیشترین رشد 

می خود  رشد   ,de Paiva and Otoni). رسند  مقدار 

از  (2003 پژوهش  هدف    ل یپتانس  تیاهمبررسی  ،  این 

جنین  ی اسمز القای  بر  کشت  سوماتیکی،    محیط 

تنوع   تفرق،  وقوع  احتمال  از  جلوگیری  باززایی، 

فنوتیپ ایجاد  و  است  سوماکلونال  متفاوت  از  های  که 

های  عناصر موجود در محیط کشت، تنظیم کننده  قیطر

 شود. ایجاد می منبع کربنرشد و 

 ها مواد و روش

های  از سه گونه درخت پائولونیا با نام  این پژوهشدر  

Paulownia shantung، Paulownia elongata و  

Paulownia fortune  کالوس،    برای القای  بررسی 

پتانسیل  زایی  جنین بررسی  و  باززایی  سوماتیکی، 

محیط سال  اسمزی  در  کشت  شد.    ۱۳96های  استفاده 

نباتات   اصلاح  و  زراعی  علوم  گروه  در  آزمایش  این 

شد.  اجرا  تهران  دانشگاه  ابوریحان  دانشکده 

نهال ریزنمونه از  دمبرگ  و  برگ  ماهة  های  شش  های 

گونه سالم  و  ابتدا  جوان  شد.  تهیه  مذکور  های 

دمبرگ  ریزنمونه و  برگ  در    برای های  ضدعفونی 

قارچ چهار  محلول  حاوی  لیتر  در  گرم  دو  کاپتان  کش 

تویین   به   60قطره  غوطه  ۱5مدت  درصد  ور  دقیقه 

ریزنمونه بعد،  مرحلة  در  الکل  شدند.  درون    70ها 

ور شده و با آب مقطر  مدت یک دقیقه غوطه درصد به 

ریزنمونه داده شدند. سپس  بهاستریل شستشو  مدت  ها 

دو  ۱0 سدیم  هیپوکلرید  محلول  درون  درصد   دقیقه 

ها به زیر هود لامینار  قرار داده شدند و ظرف حاوی آن 

ریزنمونه قرار  منتقل شد.  استریل  صافی  کاغذ  روی  ها 

و  موراشیک  استفاده،  مورد  کشت  محیط  شدند.  داده 

کننده  (MS)اسکوگ   تنظیم  ترکیبات  رشد  بود.  های 

)جدول   طبق  و۱گیاهی  آماده   )pH   روی  آن   5/ 8ها 

ها در اتوکلاو در دمای  تنظیم شد. استریل کردن محیط

دقیقه انجام    ۲0مدت  اتمسفر به  5/۱درجه و فشار    ۱۲۱

پژوهششد.   شده    این  تشکیل  پیاپی  آزمایش  دو  از 

ریزازدیادی و بررسی پتانسیل    برایاست. آزمایش اول  

محیط مرحله،  اسمزی  این  در  شد.  انجام  کشت  های 

به کاملاً  آزمایشی  طرح  قالب  در  فاکتوریل  صورت 

ریزنمونه   شامل  شاخص،  دو  از  استفاده  با  و  تصادفی 

محیط   نوع  )هشت  کشت  محیط  و  دمبرگ(  و  )برگ 

تنظیم مختلف  ترکیبات  حاوی  رشد(  کنندهکشت  های 

دیش پنج  در داخل هر پتری  .در چهار تکرار انجام شد

تشکیل   از  پس  دوم،  آزمایش  شد.  کشت  ریزنمونه 
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محیطجنین روی  تنوع  ها  بررسی  برای  کشت  های 

کلروفیل   بیوشیمیایی شامل  نظر صفات  از  سوماکلونال 

و محتوای آنتوسیانین انجام شد. در این آزمایش، بیشتر  

استخراج  جنین برای  بودند  کوتیلدنی  مرحله  در  که  ها 

انتخاب شدند آنتوسیانین  و  در    .کلروفیل  آزمایش  این 

  ان ی شاقالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار اجراشد.  

آن برای شناسایی جنین ذکر است   ها و مرحله رشدی 

 . از استریومیکروسکوپ استفاده شد
 

 پائولونیا کشت بافت  بررسیهای رشد گیاهی مورد استفاده در کنندههای کشت حاوی ترکیبات مختلف تنظیممحیط -۱ جدول

Table1- Media containing different hormonal compositions used in Paulownia tissue culture study 

 ردیف

Row 
GA3 (mg/l) BAP (mg/l)  KIN  

 (mg/l) 
TDZ 

(mg/l) 
2.4-D 

(mg/l) 
 محیط کشت 
Medium 

1 - - - 2 0.3 MS 

2 - - - 2 0.3 A/2 MS 
3 - - 0.5 - 0.5 MS 
4 - - 0.5 - 0.5 ½ MS 
5 0.30 4 2 - 0.3 MS 
6 0.30 4 2 - 0.3 A/2MS 
7 0.30 4 2 - 0.3 1/2MS 

8 0.30 4 2 - 0.3 ½&A/4 MS 

A/4½& :کشت  طیدر مح یمعدن یها مقدار چهار برابر کاهش نمک 

A/2 :کشت  طیدر مح یدرشت مغذ  یمعدن یها مقدار دو برابر کاهش نمک 

 کشت  طیدر مح  یمقدار دو برابر کاهش عناصر درشت مغذ : 1/2
½&A/4: Reduction to half than twice the entire contents of the medium and reduction to a quarter of the macronutrients in the 

MS medium. 

A/2 :Reduction to half of macronutrients in the MS medium. 

1/2 :Reduction to half the entire MS medium content. 

 

کلروفیل،   غلظت  سنجش  نمونه   ۲/0برای    گرم 

درصد    80جنینی که در مرحله کوتیلدنی بود در استون  

شدعصاره سپس Lichtenthaler, 1987)  گیری   .)

تا   و  شد  داده  عبور  صافی  کاغذ  از  حاصل  عصارۀ 

لیتر و استخراج کامل کلروفیل  میلی ۲5رسیدن به حجم 

 به آن استون اضافه شد. 

کلروفیل   نوری  طول  به  bو    aجذب  در  ترتیب 

با استفاده    66۳و    645های  موج نانومتر خوانده شد و 

کلروفیل   غلظت  مربوطه،  فرمول  کلروفیل    bو    aاز  و 

 دست آمد. کل بر حسب میلی گرم بر گرم به

 ( ۱رابطة )
W

V

1000  = [12.7 (D663) - 2.69 (D645)]  (کلروفیل a )Chlorophyll a 

 ( ۲رابطة )
W

V

1000  = [22.9 (D645) - 4.68 (D663)]  کل(وفیلر b)b Chlorophyll 
اندازه روش برای  طبق  آنتوسیانین    گیری 

(Wagner, 1997  )  جنین  0/ ۲مقدار از  در  گرم  ها 

لیتر متانول اسیدی که شامل  میلی  ۳مرحله کوتیلدنی در  

نسبت   به  اسید  کلریدریک  و  است    99متانول  یک  به 

عصاره به سپس  شد.  ساییده  کامل  حاصل،    طور 

به رویی  محلول  و  شده  در سانتریفوژ  شب  یک  مدت 

در   جذب  مقدار  گرفت.  قرار  نانومتر    550تاریکی 
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محاسبه  برای  شد.  ضریب    خوانده  از  غلظت، 

 . استفاده شد (mol-2cm ۳۳000=ε-۱خاموشی) 

 برآورد اجزاء واریانس 

نظر به اینکه ضریب تغییرات یک مقدار مطلق و بدون  

اندازه اینواحد  از  است،  برای  گیری  خوبی  مبنای  رو 

واحدهای   با  صفات  بین  موجود  تنوع  مقایسة 

با  اندازه است.  متفاوت  ژنتیکی  گیری  یکنواختی  فرض 

های مورد آزمایش، میانگین مربعات  ها و کالوسجنین

گونه الفبین  است:  شده  تشکیل  جزء  دو  از    -ها 

تغییرات محیطی    -ها بها و کالوساختلاف بین جنین

جنین به  مربوط  اجزاء  کالوسبین  و  اینها  از  رو  ها. 

 خواهیم داشت:
 ( آزمایش    میانگین:  ( ۳رابطه  واریانس محیطی    =مربعات خطای 

VE=MSe 
  = VG(VG(: واریانس ژنتیکی )4رابطه )

MSg−Mse

r
                       

 VG + VE Vp =                    (Vp(: واریانس فنوتیپی )5رابطه )

=PCV           ( PCV(: ضریب تغییرات فنوتیپی ) 6رابطه )
√Vp

ẋ
 

=     (  GCVتغییرات ژنوتیپی ) (: ضریب 7رابطه )
√VG

ẋ
    GCV   

=               (  ECV(: ضریب تغییرات خطا )8رابطه )
√VE

ẋ
 ECV     

=                 (H2b(: وراثت پذیری عمومی )9رابطه )
VG

VP
 H2b 

=       (AG(: پیشرفت یا سود ژنتیکی )۱0رابطه ) i. h. √Vp GA 

ژنتیکی    ۱0رابطه  در   دیفرانسیل    iسود  نمایانگر 

گزینش استاندارد شده است. از آنجا که شدت انتخاب  

درصد درنظر گرفته شد،    5ها برای القای جنین،  کالوس

در نظر گرفته شد.    06/۲در این فرمول برابر با    iمقدار  

رنگ،  کالوس بالا، شیری  رشد  دارای سرعت  که  هایی 

بودند،  شده  قلبی  مرحله  وارد  و  سبز  به  مایل  تقریباً 

برای القای جنین سوماتیکی انتخاب شدند. شایان ذکر  

ریزنمونه ژنتیکی  یکنواختی  از  اطمینان  برای  ها،  است 

ریزنمونه بهتمام  گیاه  از یک  تهیه  ها  مادری  پایه  عنوان 

 .شدند

 های کشت گیری پتانسیل اسمزی محیطاندازه

محیطاندازه پتانسیل  از  گیری  استفاده  با  کشت  های 

دستگاه    OSL/Kgدستگاه   ( OSMOMAT 030)مدل 

کردن  در دو مرحله انجام شد. مرحلة اول، بعد از آماده

گیری  محیط اندازه  و  کشت  اضافه    pHهای  از  قبل 

شد.   انجام  آگار  و   روز  ۲4  از  بعد  ،دوم  ةمرحلکردن 

برای    .انجام شد  هازنمونهیر  کردن   واکشت   با  مصادف 

جفت    Tگیری اختلاف پتانسیل اسمزی از آزمون  اندازه

  ۱0  یاسمز لی پتانس  یریگاندازه  یبرا  شده، استفاده شد.

  ی براو    شد  انتخاب  کشت  طیمح  هر  از  شی دیپتر

را    میبتوان  نکهیا   ی حدود  تا  کشت   ی هاطیمح  ازآگار 

های محلول تبدیل  را به محیط  جامد  ی هاطیمح  و  جدا

بهکنیم، محیط ماری  صورت جداگانه در بن های کشت 

دمای   سانتی  70در  سپس  درجه  گرفتند.  قرار  گراد 

محیطمحلول  سرسرنگی  های  فیلتر  از  را  کشت  های 

دمای    ۲۲/0 که  هنگامی  و  دادیم  عبور  میکرومتر 

به  محیط شده  فیلتر  سانتی  ۲5های  رسید،  درجه  گراد 

  است   توجه  قابل.  گیری شدها اندازهپتانسیل اسمزی آن

  هر   ،کشت  یها طیمح  یاسمز   لی پتانس  یر یگاندازه  ی برا

 و  انتخاب  مجزا  صورته ب  کشت  یها طیمح  از  کدام

کلیه    یبراهمچنین  .  ندشد  یریگاندازه دقت،  افزایش 

-صورت همبه  هر سه گونههای مربوط به  گیریاندازه

  نان یاطم  و  هاداده  تیکفا  کنترل   از  بعد  .انجام شد  زمان

مقایسه  و    هاداده  ری ماآ  ت باـمحاس  ها،داه  بودننرمال   از

توکیمیانگین چنددامنه  آزمون  با  -Tukey’s W)   ها 

procedure)  ارفزا  منر  توسط  R  (نسخه  R 3.4 پکیج  ،

Agricolae Ggplot2  )  .ه ـمربوط  ی نمودارهاانجام شد  

 .  شد سمر OriginProو  R ارفزا  منر توسط

 نتایج 

 جدول تجزیه واریانس 

ریزنمونه   اثر  که  داد  نشان  واریانس  تجزیه  برای  نتایج 

بررسی معنی تأثیر محیط    دار نشد.تمامی صفات مورد 
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.  دار شدمعنی  0۱/0کشت روی همه صفات در سطح  

اثر   به  و  ریزنمونه   متقابل همچنین  کشت  جز  محیط 

برای دیگر صفات شامل    پتانسیل اسمزی محیط کشت

کلروفیل، سرعت رشد  ،  آنتوسیانین،  زمان القای کالوس

جدول  )  دار شدغیر معنی  تعداد جنینو    القای کالوس

۲). 

 

 پائولونیا ررسی کشت بافت بشده در صفات اندازه گیری ( میانگین مربعات)تجزیه واریانس  -۲جدول 

Table 2. Analysis of variance (mean squares) of measured traits in scrutiny Paulownia medium 

 منبع تغییرات 
Source of 

variation 
df 

 زمان القای

 کالوس 

Callus 

induction 

time (day) 

پتانسیل اسمزی  

 محیط کشت 
Osmotic 

potential of 

media (Mpa) 

 آنتوسیانین 
Anthocyanin 

(μ Mol/gr 

F.w) 

کلروفیل  
Chlorophyll 

(mg/gr F.w) 

سرعت رشد کالوس 

(cm)Callus 

growth rate 

 جنین تعداد 
Emberyo 

number 

 ( aریزنمونه )
Explant 

1 ns0.562 ns0.0002 ns0.000001 ns0.0001 ns0.21 ns0.455 

 (bمحیط کشت )

Medium 
7 **340.61 **0.033 **0.0536 **1.180 **0.304 **10408.6 

a×b 7 ns0.133 **0.0184 ns0.000005 ns0.0002 ns0.006 ns1.91848 
 خطای آزمایشی

Error 
48 1.807 0.0006 0.00002 0.0002 0.037 2.99 

 .داردرصد و عدم وجود تفاوت معنی ۱دار در سطح احتمالی ترتیب اختالف معنیبه ns و **
ns and ** non-significant and significant at 0.01 respectively 

 

سرعت رشد کالوس، القای کالوس و جنین سوماتیکی و  

 تعداد جنین 

کالوس رشد  بررسی  مقدار  مورد  گونة  سه  هر  در  ها 

(Paulownia shantung، Paulownia elongata   و

Paulownia fortuneiهای معدنی  شدن نمک( با نصف

نسبت به محیط   MSو کاهش غلظت محیط کشت پایه 

(، در کمترین زمان به  ۱کامل )جدول    MSکشت پایه  

نشان    بیشینه کاهشی  روند  و  رسید  خود  رشد  مقدار 

کشت   محیط  در  امر  این  بقیه    8و    4داد.  به  نسبت 

استمحیط مشهود  بیشتر  کشت  (.  ۱)شکل   های 

( مقدار رشد  ۱براساس نمودار سینتیک رشد در )شکل  

کامل    MSهای پایة  ها در محیط کشتو اندازۀ کالوس

کشت روند  5و    ۳  های)محیط  طی    افزایشی(  در 

داد )شکل   داد در ۱بیشترین زمان نشان  نتایج نشان   .)

رشد    بیشینه،  Paulownia shantungگونه   مقدار 

کشت  کالوس محیط  در  طی    8و    4ها  روز    ۲۱در 

می  )شکل  اتفاق  براساس  a  ۱افتد  پژوهش(.  ،  این 

کالوس رشد  مقدار  گونه  بیشترین  در   Paulowniaها 

fortune    کشت محیط  طی    4در  مشاهده    ۲8در  روز 

ترتیب در طی  به 7و    6،  8شد و همچنین محیط کشت  

رسیدند    56و    70،  49 رشد  مقدار  بیشترین  به  روز 

گونه  b   ۱)شکل   در   .)Paulownia elongata  ،

ها در محیط کشت هشت  بیشترین مقدار رشد کالوس

 (.c ۱روز مشاهده شد )شکل  4۲در طی 

پژوهش میان    این  از  داد  مورد    ۳نشان  گونة 

گونة  پژوهش  ،Paulownia shantung    تعداد بالاترین 

(. با این حال در هر  a  ۲کند )شکل  جنین را ایجاد می 

کشت    ۳ محیط  بررسی،  مورد  تعداد    8گونة  بیشترین 

خود  را به  پژوهشهای کشت مورد  جنین در بین محیط

داد محیط     .(۲)شکل   اختصاص  است  توجه  قابل 

بیشترین تعداد جنین را    8بعد از محیط کشت    7کشت  

 داشت. 
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 Paulowniaروز در گونه  9۱متر قطر در روز، در طی ( بر حسب سانتیCGRسرعت رشد کالوس )  -۱شکل 

fortune،Paulownia elongata   و Paulownia shantung   نوع محیط کشت مختلف 8در. 
Figure 1. Callus growth rate (CGR) in terms of centimeters in diameter per day for 91 days in 

Paulownia fortune, Paulownia elongata and Paulownia shantung in eight different culture media . 
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  Paulownia shantungدهد. بیشترین تعداد جنین در گونه این شکل تعداد جنین هر گونه مورد بررسی را نشان می  -۲شکل 

های کشت افزایش محیط(. با کاهش عناصر درشت مغذی در محیط کشت به ویژه نیترات، تعداد جنین  روی aمشاهده شد )

 (. 8و  7،  6، 4یافت )محیط کشت شماره 
Figure 2 - This figure shows the number of embryos of each study species. The highest number of 

embryos was observed in Paulownia shantung (a). With the reduction of macronutrients in the culture 

medium, especially nitrate, the number of embryos on the culture medium increased (culture medium 

number four, six, seven and eight). 
 

a 



1، شماره  8پژوهش و توسعه جنگل، جلد    علمی  فصلنامۀ  

66 

 

Medium1 Medium2 Medium3 Medium4 Medium5 Medium6 Medium7 Medium8

0

10

20

30

40

Paulownia elangate

Medium
E

m
b

e
ry

o
 n

u
m

b
e
r

a

b
c

 
 . ۲ادامة شکل 

Continued fogure 2. 

 

 یپ ی فنوت و یکیژنت ضریب تغییرات

  و   یپ ی فنوت   رات ییتغ  ، یپ ی فنوت   و  ی کیژنت  انس یوار

عنوان  به  یکیژنت  شرفتیپ  و  رییپذ وراثت  ،یپ ی ژنوت 

م از   ی ابی ارز  مختلف  صفات  برای  نیانگی درصدی 

م  ۲در جدول    که  طور  همان شوند.یم   شود یمشاهده 

فنوتیپیکیژنت   راتییتغ  بیضر  نیبالاتر و    ی برا   ی 

القا   Paulownia shantung  ةگون  درکالوس    یصفات 

ه است. این امر  شد  مشاهده  5  و  ۳،  ۲  کشت  طیمح  در

گونة     کند یم  صدق  زین  Paulownia fortunaبرای 

و    .(۲)جدول   ژنوتیپی  تغییرات  ضریب  کمترین 

گونة   روی  کالوس  القای  صفات  برای  فنوتیپی 

Paulownia shantung    وPaulownia fortuna    در

  درشت   عناصر  برابر  4  کاهش با    که  کشت  یها طیمح

بود،    MSکشت    طیمح  ن دش  نصف  و  ی مغذ  همراه 

 (.8و  7، 6ویژه محیط کشت مشاهده شد )به

 های کشت پتانسیل اسمزی محیطگیری اندازه

از  بعد  و  قبل  اسمزی  پتانسیل  تغییر  داد  نشان  نتایج 

از  واکشت کردن ریزنمونه )بعد  روز( در محیط    ۲4ها 

  کامل(، از نظر آماری   MS)محیط کشت پایه    ۱کشت  

محیط کشت    .استداریمعن در  است  ذکر  با  ۲شایان   ،

درشت عناصر  شدن  کشت،  نصف  محیط  در  مغذی 

کشت   محیط  به  نسبت  اسمزی  پتانسیل    ۱اختلاف 

(.  b  ۳و    aمگاپاسگال(، افزایش داشت)شکل    -۱0۱/0)

بررسی داد    این  شدن  )نصف   4کشت    ط یمحنشان 

پا  طیمح محMS  ه یکشت  به  نسبت    ۳کشت    طی(، 

پا  طی)مح اختلاف    نیشتریبکامل(    MS  هیکشت 

  ل یپتانس(.  d  ۳و    c)شکل    داد  نشان  را  ،یاسمز  لیپتانس

  ط یبا مح یسرنوشت مشابه  6و   5کشت  طیمح ی اسمز

 اختلاف(.  f  ۳و    e)شکل    داشتند  4و    ۳کشت  

)نصف    7کشت    طیمح  ی اسمز   لیپتانس  نیب  داریمعنی

)نصف    8کشت    طی( و محMS  هیکشت پا  طیشدن مح

برابر کاهش    4  مقدارو با    MS  هیکشت پا  طیشدن مح

کشت( مشاهده شد.   طی ( در محA/4)  یمعدن  ی هانمک

است    شایان   ، 8کشت    طیمح  یاسمز  لیپتانسذکر 

را    نیشتریب داشت    کشت  یها طیمح  نیباختلاف 

می  (.h  ۳)شکل   کلی  محیط  بطور  در  گفت  توان 

نمککشت که  محیط هایی  به  نسبت  معدنی  های 

کامل، کاهش پیدا کرده است، پتانسیل    MSهای  کشت

آن در  معنیاسمزی  اختلاف  و  یافت  افزایش  داری  ها 

اندازه مرحلة  دو  مشاهده  بین  اسمزی  پتانسیل  گیری 

 شد. 
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 بررسیفنوتیپی، وراثت پذیری و سودژنتیکی صفات القای کالوس برای هر سه گونه مورد  اجزاء واریانس محیطی، ژنوتیپی،  -۲جدول 
Table 2 - Components of environmental variance, genotypic,  phenotypic, heritability and Genetic gain callus induction traits for all three species studied 

 محیط کشت 

Culture media 

بررسیهای مورد گونه  

Studied species 
MSm MSe Vg Vp PCV GCV ECV H GA 

1 

Paulownia shantung 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Paulownia fortuna 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Paulownia elongata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 

Paulownia shantung 9000 220 1756 1976 116.97 110.27 39.03 0.88 81.37 

Paulownia fortune 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Paulownia elongata 40 37 0.6 37.6 34.06 4.30 33.79 0.01 0.20 

3 

Paulownia shantung 9000 200 1760 1960 63.24 59.93 20.20 0.89 81.89 

Paulownia fortunei 360 60 60 120 182.57 129.09 1290.9 0.51 11.28 

Paulownia elongata 20 13.7 1.26 14.96 19.33 5.61 18.50 0.08 0.67 

4 

Paulownia shantung 3240 140 620 760 33.61 30.36 14.42 081 46.32 

Paulownia fortunei 1000 80 184 264 62.49 52.17 34.40 0.69 23.32 

Paulownia elongata 160 100 12 112 3307 10.82 31.25 0.10 2.33 

5 

Paulownia shantung 1960 60 380 440 45.60 42.37 16.83 0.86 37.31 

Paulownia fortunei 160 60 20 80 223.60 111.80 193.64 0.25 4.60 

Paulownia elongata 40 37 0.6 37.6 34.30 4.30 33.79 0.01 0.20 

6 

Paulownia shantung 1085 236 169.8 405.8 50.36 32.57 38.40 0.41 17.36 

Paulownia fortunei 20 12.6 1.6 13.6 18.43 6.32 17.32 0.11 0.89 

Paulownia elongata 36 8 5.6 13.6 10.24 6.57 7.85 0.41 3.1 

7 

Paulownia shantung 360 60 60 120 14.80 10.46 10.46 0.5 11.28 

Paulownia fortunei 360 60 60 120 32.21 22.78 22.78 0.5 11.28 

Paulownia elongata 160 100 12 112 22.04 7.21 20.83 0.1 2.33 

8 

Paulownia shantung 640 40 120 160 24.32 21.06 12.16 0.75 19.54 

Paulownia fortunei 640 120 104 224 37.41 25.49 27.38 0.46 14.31 

Paulownia elongata 40 10.2 5.96 16.16 4.27 2.59 3.39 0.36 3.05 
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 Paulowniaگونه مورد بررسی  ۳کشت در هر  یهاطیهنگام واکشت از مح وpH کشت، بعد   طیمح یاسمز لیپتانس  -۳ شکل

elongata ، Paulownia fortunei و Paulownia shantung . نیو معکوس داخل نمودارها، نشانگر اختلاف ب یالهیم نمودار  

  یپراکندگ  قرمز، یهانقطه . است کشت و هنگام واکشت  طیمح pHبعد  یاسمز لیسپتان یریگاندازهکشت در دو مرحله  طیمح

 . دهدیم نشان راکشت  طیمح هر یاسمز  لیپتانس نیانگیم اختلافو 

Figure 3. Osmotic potential of culture medium, pH dimension and when subculture culture media in 

all three studied species Paulownia elongata, Paulownia fortunei and Paulownia shantung. The bar 

and inverted diagrams inside the diagrams show the difference between the culture medium in the two 

stages of measuring the osmotic potential after the pH of the culture medium and subculture. The red 

dots indicate the scatter and the difference in the mean osmotic potential of each culture medium. 
 

 کلروفیل و آنتوسیانین  مقداربررسی 

آمده در محیط  دستهای بهنشان داد نمونه  این پژوهش

محیط  8کشت   مورد  بین    مقدار بالاترین    بررسیهای 

دارا هستند )شکل   را  دیگر  c  4آنتوسیانین  از سوی   .)

های کشت )عناصر  شده در این محیطهای باززاگیاهچه

رنگدانه از  یافت(  کاهش  ریزمغذی  و  های  درشت 

a b 

e f 

d c 

j h 
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بیشتر در مورد محیط   امر  این  بودند؛  برخوردار  بالایی 

در محیطi  6مشهود است )شکل    8کشت   که  (.  هایی 

به معدنی  است  عناصر  کرده  پیدا  کاهش  آمونیوم  ویژه 

( شاهد افزایش محتوای  8و    7،  6،  4،  ۲)محیط کشت  

اکسیدانت آنتی  انواع  از  )یکی  بودهآنتوسیانین  ایم  ها( 

ها  کالوس  بیشتر کامل،    MSهای  (. در محیطc  4)شکل  

جنینقهوه همچنین  رفتند.  بین  از  و  مرحله  ای  در  ها 

به   شیری  سفید  یا  زرد  رنگ  از  و  متوقف  شکل  قلبی 

 (.h 6و  jرنگ سفید برفکی تغییر کردند )شکل 

مح  b  لیکلروف  وa   لیکلروف  یمحتوا    ط ی در 

حاو  یی هاکشت عناصر    ک ی  ا یدوم    کی   یکه  چهارم 

  ن ی(. در اa  4)شکل    افتی  شیبودند افزا  یدرشت مغذ 

رنگ  یها طیمح رو  یی بالا   اریبس  ی ها دانهکشت    ی بر 

گبرگ و  شد.    یهااهچهیها  مشاهده  شده  بین  باززا 

  مقدار بالاترین   8، محیط کشت  بررسیهای مورد محیط

 (.  i 6خود اختصاص داد )شکل کلروفیل را به
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حروف لاتین غیر   .مختلف کشت های در محیط Paulownia shantungکلروفیل و آنتوسیانین برای گونه  مقدار -4شکل 

های قرمز  نقطه .است  کشت  مختلف یهادار بین محیطاختلاف معنی های کشت نشان دهندهمشترك روی خط میانگین محیط

 های کشت است. اختلاف میانگین پراکندگی تکرار محیط

Figure 4 - Chlorophyll and anthocyanin levels for Paulownia shantung in different media. Non-

common Latin letters on the median line of culture media indicate a significant difference between 

different culture media. Red points are the difference in the mean dispersion of the culture media. 

 

)بر   ضرایب همبستگی پتانسیل اسمزی اسمزی  پتانسیل  همبستگی  مقادیر ضرایب  بررسی 

های کشت( در شکل  اساس میانگین صفات در محیط

a 
b 

c 
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دهد پتانسیل اسمزی با سرعت رشد کالوس  نشان می  5

( R2 = 0.84و    Y = -0.4313X - 0.1313رابطه منفی )

بین محیطa  5)شکل    دارد مورد  (.  محیط    بررسیهای 

بالاترین پتانسیل اسمزی را داراست و در این  8کشت  

های در حال رشد در کمترین زمان  محیط کشت، سلول 

رسند. شایان ذکر است که در  رشد خود می  بیشینهبه  

های باززا شده ها و جنیناین محیط کشت تمام کالوس

به   زمان  کمترین  در  بازدارندگی  هیچ  بدون  و  سالم 

با کلروفیل    بیشینه رشد خود رسیدند. پتانسیل اسمزی 

a    ،b  القای کالوس و تعداد جنین ، آنتوسیانین، درصد 

محیط در  همچنین،  داشت.  منفی  که  رابطه  کشتی  های 

ویژه منابع نیترات  عناصر درشت مغذی و ریزمغذی به

کاهش یافته است، پتانسیل اسمزی افزایش یافت. باید  

محیط این  در  کرد  القای  اشاره  درصد  بالاترین  ها 

سوماتیکی و باززایی مشاهده شد )شکل  کالوس، جنین

5 .) 
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 .پژوهشرابطه رگرسیون خطی پتانسیل اسمزی با صفات مورد  -5شکل 

Figure 5 - The relationship between linear regression of osmotic potential and the studied traits. 
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قبل از مرحله  8زا بر روی محیط کشت جنین   کالوس

 کوتیلیدونی شکل 

Embryonic callus on culture medium 8 before the 

cotyledonary stage 

8زا بر روی محیط کشت کالوس جنین   

Embryo callus on culture medium 8 
4ها بر روی محیط کشت کالوس جنین   

Embryo callus on culture medium 4 

7کالوس باززا شده بر روی محیط کشت   

Callus regenerated on culture medium 7 
ها در مرحله دو برگی باززایی کامل جنین   

Complete regeneration of embryos in the two-

leaf stage 

ها در مرحله کوتیلیدونی باززایی جنین   

Embryonic regeneration in the cotyledonary stage 

8ها بر روی  محیط های کامل از جنین باززایی گیاهچه   

Regeneration of complete seedlings from embryos 

on the culture medium 8 

ها در مرحله قلبی شکل بر روی محیط  متوقف شدن جنین 

 ۳و  5

embryos stop in the heart-shaped stage on culture 

medium 5 and 3 

5و  ۳زا بر روی کشت کالوس غیر جنین   

Non-embryonic callus on culture medium 3 and 5 

های سازگار یافته در گلخانهگیاهچه   
Compatible seedlings in the greenhouse 

 

های کشتهای سازگار یافته به گلدان گیاهچه انتقال   

Transfer of adapted seedlings to culture pots 

ها در حال سازگاری گیاهچه   
Seedlings are adapting 

 . بررسیهای مورد سوماتیکی و باززایی بر روی محیطمراحل مختلف القای کالوس، جنین -6شکل 

Figure 6- Different stages of callus induction, somatic embryo and regeneration on the studied 

environments. 
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 بحث 

و  سوماتیکی  جنین  القای  بر  نیترات  کاهش  تأثیر 

ویژه در  ها در گیاهان بهبهبود رشد سلول   برایباززایی  

و  بوده  نوپا  کاملاً  درختان،  شیشة  درون  کشت  مقولة 

به    این پژوهشتری دارد. در  گستردههای  پژوهشنیاز 

های کشت، تغییرات فیزیکی  با کاهش نیترات در محیط

  های تمایزیافته، ایجاد شد. و شیمیایی اساسی در سلول 

Dumani et al. (2020)  پینه روی  زایی،  بررسی 

باززایی زاییجنین و   Paulownia  سوماتیکی 

shangtung    .دادند باززایی  انجام  مقدار  بیشترین 

 A/4 MS&½های سوماتیکی روی محیط کشت  جنین

+ 0.2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l Kin + 4 mg/l BAP + 

0.3 GA3))  آمد.به کشت دست  محیط  مورد  در  های 

ریزنمونهکالوساستفاده،   رگبرگ  روی  که  های  هایی 

به جنینبرگ جوان  توانایی  آمدند  نداشتند. دست  زایی 

انجام  بررسی  کالوسطبق  برگ  شده،  روی  که  هایی 

جنین توانایی  بودند  شده  تشکیل  دمبرگ  و  زایی  مسن 

  8و    7،  4های  بالای نشان دادند و این قابلیت در محیط

بافت بود.  غلظت  مشهودتر  اندام  یک  مختلف  های 

تنظیم از  را  کننده  متفاوتی  عناصر  و  گیاهی  رشد  های 

  ۳دهند. گزارش شده که برگ پائولونیا حاوی  نشان می

و دلیل اینکه با   (Woods, 2008)درصد نیتروژن است  

باززایی   القای جنین سوماتیکی و  نیتروژن  کاهش منبع 

-تواند غلظت بالای نیتروژن درونمی  ،یابدافزایش می

نیترون    زاد از  ناشی  سمیت  کاهش  دیگر  سوی  از  و 

ها  جنین  8کشت    مازاد در محیط کشت باشد. در محیط

بسیار   سرعت  با  و  داشتند  متفاوتی  شکل  و  ساختار 

توان  ها را می ها که آنکردند. این کالوسبالاتری رشد  

جنینکالوس"   ن یکمتر  در  نامید  "تندرشدزای  های 

  یی باززا  و  دندیرسیم  خود  رشد  بیشینه  به  زمان

می   هااهچهیگ کشت    . شدانجام  محیط  دیگر  سوی  از 

جنین   تعداد  بالاترین  )شکل  هشت  داشت   (. ۲را 

کامل    MSهایی که محیط کشت  با این حال در محیط

به   مغذی  درشت  عناصر  پیدا    4و    ۲و  کاهش  برابر 

جنین   القای  درصد  کالوس،  القای  درصد  بودند  نکرده 

محیط این  در  و  یافت  کاهش  باززایی  و  ها  سوماتیکی 

جنین )شکل  تعداد  رسید  تعداد  کمترین  به  سوماتیکی 

به۲ اطلاعات  در (.  داد  نشان  برسی  این  از  آمده  دست 

کالوس  9۱طی   آهسته  رشد  محیطروز،  در  های  ها 

کامل، شاید دلیلی بر مقدار رشد کمتر     MSکشت پایه

ها در محیط کشت و و جذب پایین مواد غذایی کالوس

کالوس پایین  تمایزیابی  روند  قدرت  وجود  با  بود.  ها 

کشت محیط  در  کالوس  رشد  سرعت  با  کاهشی  های 

نمکنصف کشت  شدن  محیط  کاهش  و  معدنی  های 

کش  MSپایه به  8و    7،  6،  4،  ۲ت  )محیط  نسبت   ،)

توان گفت  ( می5و    ۳کامل )  MSهای کشت پایه  محیط

پیری زودرس، رشد   از  کالوس  که شاید سرعت رشد 

می جلوگیری  آن  ناهموار  و  همچنین  نامناسب  کند. 

کالوسمی توسط  غذایی  مواد  جذب  گفت  در  توان  ها 

محیط ویژه  این  )به  کشت  بالا  8و    7،  4های  بسیار   ،)

رشد   مقدار  بالای  سرعت  سبب  امر  این  و  بوده 

جنینکالوس تشکیل  و  بوها  سوماتیکی  شایان  دهای   .

ها  های معدنی در آنهایی که نمکذکر است در محیط

( بود  یافته  -گره  و  ستهجبر  کالوس (  8و    7،  4کاهش 

حالی  زانیجن  بیشتر  که  مانند در  شد؛  تولید  که بودند، 

از  محیط که  استفاده    MSهایی  بود کامل  شده 

که    ،آبدارشدت  به  ای  آب  بدون  و  صاف  یهاکالوس

شد.  زانیجن  ندرتبه تشکیل  در    بودند،  واقع  در 

)محیط کشت  محیط8،  7،  6،  4های  به  نسبت  های  ( 

MS  به مواد  کامل  جذب  سرعت  و  سهولت  دلیل 

کالوس جنینغذایی،  و  بهها  سوماتیکی  سرعت  های 

می رشد  و  شده  امر  تشکیل  این  بیشتر  کنند.  احتمالا 

بهمی نیتروژن  تواند  منبع  کاهش  یا  افزایش  دلیل 

))آمونیوم( در محیط باشد   de Paiva andهای کشت 
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Otoni, 2003کشت محیط  در  با    8و    7،  6های  (. 

محیط   شدن  نصف  و  مغذی  درشت  عناصر  کاهش 

زایی  زایی، جنینروند افزایش القای کالوس  MSکشت  

شد   مشاهده  باززایی  و  طبق  ۱)شکل  سوماتیکی   .)

 Rosa hybridaروی گیاه    Bao et al. (2012)بررسی  

جنین   تشکیل  و  باززایی  بیشترین  است  شده  مشخص 

محیط کشت   در  ترکیبات    MS ½سوماتیکی  با  همراه 

و  کنندهتنظیم تیدیازورون  گیاهی  رشد  بنزیل   -6های 

بوده است، در حالی کامل    MSکه محیط کشت  آدنین 

درصد باززایی و القای جنین سوماتیکی را کاهش داده 

در   جنبررسیاین  است.  بیشتر  ی  کیسومات   یهانی، 

محیط   در  شده  پایه  تشکیل  محیط     MS ½کشت  و 

کاهش   با  مغذی    4و    ۲کشت  درشت  عناصر  برابری 

های  نقصی در این محیط  گونه چیه  باً یحفظ شدند و تقر

نشد.  کشت محیط  مشاهده  این  در  ها  همچنین 

بهمرحله اژدری شکل  قابل  های کروی، قلبی و  راحتی 

مشهود    8رویت بود. این امر بیشتر برای محیط کشت  

)شکل   سلول a-e  6است  جنین(.  این  های  در  زا 

صورت مستقیم و  های کشت در کمترین زمان بهمحیط

این امر در محیط کشت   غیرمستقیم مشاهده شدند که 

  MSهای کشت  مشهودتر بود. با این حال، در محیط  8

مشاهده   سختی  به  کالوس  القای  القای  کامل،  و  شد 

به سوماتیکی  شد. جنین  انجام  غیرمستقیم  صورت 

های کشت از بین  ها در این محیطهمچنین بیشتر جنین

متوقف   شکل  قلبی  مرحله  در  یا  انتقال  رفتند  شدند. 

پایه  کالوس کشت  محیط  از  محیط    MSها  به  کامل 

درشت    4)کاهش    A/4 MS&½کشت   عناصر  برابر 

کشت   محیط  شدن  نصف  و  شده MSمغذی  سبب   ،)

جنینکالوس  فرم  به  رشد  ها  و  کرده  پیدا  تغییر  زا 

در  جنین سوماتیکی  شودزمان    نیکمترهای  .  انجام 

)آمونیوم(  می مغذی  درشت  عناصر  غلظت  گفت  توان 

درصد   کالوس،  القای  درصد  بر  توجهی  قابل  اثر 

داشت.  جنین باززایی  و   .Chen et alزایی سوماتیکی 

 ¼و    MS ½گزارش کردند دو محیط کشت    (2010)

MS   القای  یداریطور معنهب   ی کیسومات   زایینیجن  بر 

نم قابلیتأثیر  تأثیر  اما  باززایی   یتوجهگذارد،    بر 

  ۲ها در محیط کشت  با ظهور گیاهچه  دارد.  هااهچهیگ

گیاهچه  ۳و   اتصال  محل  توده   در  یک  ریزنمونه  به 

گیاهچه داخل  در  برفکی  فعالیت  سفید  به  شروع  ها 

پارهمی سبب  که  گیاهچهکرد  بیرونی  پوستة  و  شدن   ها 

ها یا  شد؛ حتی در بعضی از کالوسها میرفتن آنبیناز

باززایی  جنین هنگام  رنگی    دی سف  توده  هاآن  درها 

می فعالیت  به  باززایی  شروع  شدن  مهار  سبب  و  کرد 

میگیاهچه هر  ها  روی  پدیده  ریزنمونه    ۲شد.این 

شد   مشاهده  برگ  و  تا  (j  6)شکل  دمبرگ  امر  این   .

کشت   محیط  مورد  در  است.    5حدودی  صادق  هم 

باززاگیاهچه که عناصر  شده در محیط کشتهای  هایی 

و   دوم  یک  به  مغذی  کاهش  درشت  برابر  یک چهارم 

برگ حاوی  معمولا  بود  کرده  و  پیدا  بود  پهنی  های 

برگدانهرنگ همچنین  داشت.  بالایی  بسیار  ها  های 

  8جوان و شاد بودند و این امر در مورد محیط کشت  

شده  های باززا (. گیاهچهk  6و    i  شکل )مشهودتر است  

محیط کشت   برگ  ۳و    5در  بیضی  حاوی  تقریباً  های 

ها از سبزینه کمی برخوردار بودند. شکل بودند و برگ

بافت کرد  اشاره  غلظت  باید  حاوی  مختلف  های 

تواند  متفاوتی از سایتوکنین است. دلیل احتمالی آن می

تنظیم سایتوکنین  کنندهسیگنالینگ  گیاهی  رشد  های 

( فیلوتاکسی  در  که  برگPhyllotexyباشد  نقش  (  ها 

ها  اینکه شکل برگ  (. دلیلSkalák et al., 2019دارد )

تغییر کرده است،    ۳و    5کشت    ها در محیطو دمبرگ

تغییر در هموستازی سایتوکنین بوده است و این تغییر 

دلیل بالا بودن آمونیوم در محیط کشت  احتمالا دارد به

به محیط باشد.  در  گفت  بتوان  شاید  کلی    طور 

های معدنی، مانند نیترات به  کامل نمک  MSهای  کشت
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محیط   در  اتیلن  تولید  سبب  و  شده  تبدیل  آمونیوم 

رادیکال  فعالیت  افزایش  و  آزاد شده است.  کشت  های 

سلول  واکوئل  در  فنولی  قرار  ماده  چون    داردها  و 

دیسکریزنمونه اندازه  به  تهیه  های یک سانتیها  متری 

مکان از  بودند  به  شده  فنولی  ماده  تراوش  برشی،  های 

افزایش   سبب  مساله  این  یافت.  افزایش  کشت  محیط 

آنزیم   اکسیداز فعالیت  فنل  بافت،  و قهوه  پلی  ای شدن 

بردن سلول  بین  و  از  کلروز  ایجاد  و  جنینی  پیش  های 

شود. از سوی دیگر اختلال  ها می نکروز بالای ریزنمونه

دیگر    در هموستازی سایتوکنین رخ خواهد داد. بررسی

داد  پژوهشگران -تنظیمسطح    یدستکار   که  نشان 

سایتوکنینکننده گیاهی  رشد  به    های   شدن لولهمنجر 

همچنینها  برگ   ( morphogenetic)مورفوژنز    و 

 ,.Shani et al) شودمی  یگوجه فرنگ ی در گیاهها برگ

می  .(2010 پدیده  جذب  این  اختلال  سبب  تواند 

و  کنندهتنظیم غذایی  مواد  جذب  گیاهی،  رشد  های 

-های کشتایجاد تأثیرات منفی و مخرب در ریزنمونه

 ,.Bosak et al)  شده شود شده و همچنین گیاهان باززا

ا.  (2019 در  نیدر    4یا    ۲کاهش    که  میافتیبررسی، 

بوده    مؤثرهای کشت شده  ریزنمونهبر  برابری نیتروژن  

  نشان  جی نتازایی سوماتیکی مفید است.  و بر القای جنین

و  ی القا  درصد   داد  ط یمح   در  یکیسومات  نیجنکالوس 

همین دلیل در نمودارها نشان به  دیرس  صفر  به  ۱  کشت

  فرم   دو  هر  به  یکیسومات   نیجن  یالقاداده نشده است.  

  ن یکمتر  در  8  کشت  طی مح  در  میرمستیغ  و  میمستق

  ط یمح  در  که  ییهانیجن  و  هاکالوس  و  انجام شد  زمان

  . داشتند  یتر ده یکش  یها سلول   بودند  شده  القا  8

هایی که  سوماتیکی در محیط  همچین زمان القای جنین

ها  به یک دوم و یک چهارم برابر  در آن   عناصر معدنی

کامل کاهش    MSهای  کاهش یافت در مقایسه با محیط

( تفاوتb  6و    a  شکلیافت  این  دلیل  شاید  بین  (.  ها 

بهمحیط کشت،  تعادل  های  حفظ  در    pHدلیل 

مغذی کاهش یافت  عناصر درشتهایی که در آن  محیط

تعادل   و همچنین عدم  باشد  های  در محیط  pHاست، 

MS    کامل باشد. حفظ تعادل یا عدم تعادلpH    محیط

کشت   محیط  در  آمونیوم  غلظت  مقدار  به  کشت 

گردد. وجود آمونیوم در محیط کشت، سبب عدم  برمی

. (Chen et al., 2010)شود  محیط کشت می  pHتعادل  

هم   تغذیه  مانند  متعددی  عوامل  دما  و  نور  بر  علاوه 

های رشد گیاهی  تواند مراحل بیوسنتزی تنظیم کنندهمی

مثلا اگر نیتروژن جذب    ،اکسین را تحت تأثیر قرار دهد

توان  تواند مراحل بیوسنتزی را محدود کند. میشود می

محیط در  درشتگفت  عناصر  که  یک  هایی  به  مغذی 

یافت برابر کاهش  دلیل عدم    که  دوم و یک چهارم  به 

محیط کشت، جذب    pHسمیت آمونیوم و حفظ تعادل  

فعال  سبب  و  نیترات  شد  تریپتوفان  آمینه  اسید  شدن 

سلول  ادامه  رشد  خود  فعالیت  به  زمان  کمترین  در  ها 

مشهودتر    8اند. این امر در مورد محیط کشت  پیدا کرده

اظهار کرد در حضور  (2017) در سال     Romaniاست.

اتصال    ABP1تنظیم اکسین در سطح غشاء با پذیرنده  

ها از سطح  ، پروتونABP1کند با فعال شده  برقرار می

سیتوزل به سمت دیواره سلولی حرکت کرده و سبب  

میتراسیدی سلولی  دیواره  اسیدیشدن  با  شدن  شود. 

کانال  سلولی  همزمان  دیواره  شده،  فعال  پتاسیمی  های 

می  انجام  اسمزی  و به  . شودپتانسیل  آب  امر  این  دلیل 

سوی   از  و  کرده  حرکت  سلول  داخل  به  غذایی  مواد 

ای سلولی شده در نهایت  دیگر سبب شل شدن دیواره

-ها، بهشود. همچنین طویل شدن سلول رشد انجام می 

شل و  اکسین  جذب  است.  دلیل  سلولی  دیواره  شدن 

همسانی   ریزازدیادی  در  بافت  کشت  مزایای  از  یکی 

این   غیر  در  است؛  مادری  پایه  با  شده  باززا  گیاهان 

که   داده  رخ  سوماکلونال  تنوع  ژنتیکی  نظر  از  صورت 

  بتوان   دیشا(.  Leva et al., 2012پدیده مطلوبی نیست )

  ، یپ یفنوت  و  یپیژنوت   تنوعبودن  ادیز  عللاز    ی کی  گفت
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  اشد کشت ب ط یدر مح تراتیو ن ومیبالا بودن مقدار آمون

  ر یتفس  نیا  با .شدناخواسته    راتیی تغ  جادیا  سبب  که

القا  توانیم مح  یگفت  در    5و    ۳،  ۲  یها طیکالوس 

بنشان در  بالا  تنوع  بررسی    یها طیمح  نیدهنده  مورد 

گرفت تنوع    جهی نت  توانیپس م  ،صفت است  نیا  یبرا

ب  ای  ناخواسته شدت  با  سوماکلونال  تنوع    ی شتر یهمان 

گفت    توانیحال م  نیهم  در  .داد  رخ  هاطیمح  نیا  در

مح به    8و    7  ،6  یهاطیدر  سوماکلونال   کمینهتنوع 

کاهش   لیدلامر احتمالا به نیاست. ا  دهیممکن خود رس

مغذ درشت  ن  ژهیوبه  یعناصر  مح  ترات یمنابع    ط یدر 

ضراستکشت     ۀ دهندنشان  ،یپ ی فنوت   راتیی تغ  بی . 

  ی پ ی ژنوت   راتییتغ  بیاست اما ضر  یاز تنوع کل  یبخش

تغ  یبخش  ۀکنندانیب و  تنوع   قابل   که   است   ی رات ییاز 

افزا  است  توارث سبب     نش یگز  به  پاسخ  شی که 

اطمیم قابل  در انتخاب  ریمتغ  کی   بودن  نانیشود.  شده 

انداز  یکیسومات   نیجن  و  کالوس  یالقا   ةبرنام   ۀ به 

بستگ  یکیژنت  راتییتغ  بیضر  بیضر  .دارد  یآن 

ژنتنشان  یپ یژنوت   راتییتغ تنوع  برای صفت    یکیدهنده 

ب صفت  در  تنوع  هرچه  و    بر   انتخاب  باشد  شتریبوده 

گزآن  اساس به  پاسخ  به  منجر    خواهد   بهتری  نش یها 

وراثت  .(Moosavi et al., 2014)  شد پذیری  مقدار 

نوع   محیطی،  شرایط  به  بسته  ویژه  صفت  یک  برای 

می برآورد  روش  و  بررسی  مورد  تغییر  جمعیت  تواند 

( مقدار  Du et al., 2017کند  پژوهش  این  در   .)

بالاتر    Paulownia elongataجز گونة  پذیری بهوراثت

سود    4۱از   و  پذیری  وراثت  بالاترین  و  بود  درصد 

)به گونة   89/8۱و    89ترتیب  ژنتیکی  در  درصد( 

Paulownia shantung  محیط کامل    MSهای  در 

)جدول   شد  که۲مشاهده  تنوع  دهندنشان  (.  احتمال  ۀ 

کامل    MSهای  در محیطاین صفات    سوماکلونال بالای

های  راحتی به گیاهچهسوی دیگر این تنوع بهاز  است.  

است.   یافته  انتقال  شده  کلهبباززا  در    یطور  احتمالا 

حاو  ییهاکشت  طیمح پا  طیمح  یکه    MS  هیکشت 

هستند ن  ،یمعدن   یها نمک  ،کامل    ل یتبد  تراتیمثل 

تول  ومیآمون شده  کشت  طیدر مح  لنیات   دیشده و سبب 

فعال مح  یهاکال یراد  یهاتیو  در  کشت   طیآزاد 

از سو   افتهی   شیافزا پلی    میآنز  تیفعال   گرید  یاست، 

-لازم به  .شودیکشت شروع م  طیدر مح  ،فنل اکسیداز

سلول  واکوئل  در  فنولی  ماده  است  داشته  ذکر  قرار  ها 

د  یهازنمونهیر  چون اندازه    یک   یهاسکیبه 

بوداند  ه یته  یمتر یسانت مکان  ، شده    ، یبرش  ی هااز 

فنول ماده  مح  یتراوش  افزا  ط یدر  .  افتی  شی کشت 

که  توانیم گرفت  مح  نتیجه  به  یها طیدر    ل یدلمذکور 

و تراوش ماده    ومیبه آمون  تراتین  لی شانس تبد  شیافزا

مح  یفنول توانا  یها طیدر  مواد    نییپا  ییکشت  جذب 

شدن    ی اشهیکشت شده، ش  یها زنمونهیتوسط ر  ییغذا

توانا  ی هاکشت، آزاد شدن مولکول   ی ها طیمح   یی آب، 

ر  نییپا توسط  آب  و  ساکارز  سبب  زنمونهیجذب  ها، 

 MSکشت،    یها طیدر مح  یاسمز   لی کاهش کمتر پتانس

سو از  است.  شده  مح  گرید  یکامل    ی ها کشت  طیدر 

نمک پ  یمعدن  یها که  افزا  .کرد  دای کاهش    ش یشانس 

آمون  تراتین   لیتبد پ  ومیبه  احتمال    دای کاهش  و  کرده 

کشت کم    یها طیدر مح  دازیفنل اکس  یپل  میآنز  تیفعال

ملکول   شود،یم شدن  پ  ی هاآزاد  کاهش  کرده،    دای آب 

  یی توانا  افته،یکشت کاهش    طیشدن مح  یا شهیش  دهی پد

غذا  یبالا  مواد  مح  ییجذب  در  ساکارز  و  آب    ط یو 

افزا سبب  مح  یاسمز  ل یپتانس  شیکشت،    ی هاطیدر 

استکشت مح  نیا  ،شده  مورد  در    8کشت    طیامر 

مح در  است.  کالوس  ط یمشهودتر  و  فوق  ها 

سوختگ  زانیجنیهاکالوس شفاف،    یبدون  ترد، 

شادابباززا  یهااهچهیگ برگشده  در  و    ی ها تر 

گدانهرنگ  نیشتریب  هااهچهیگ مشاهده شد.    ها اهچهیها 

حاوباززا طول  نیشتریب  یشده    ن یشتریب  یحاو  ،یرشد 

بالا  تعداد  برگ،  طول  و    ی رو  بر  ها برگ  یعرض 
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ا  توانیم  پس.  بود  هااهچهیگ در  پژوهش    نیگفت 

  ی ر یگصفات مورد اندازه  یمورد بررسی برا   یها طیمح

پتانسهب تأثیر  تحت  و    یاسمز   ل یشدت  است  بوده 

غذا ن  ژهیوبه  ییعناصر  را    یاسمز  لیپتانس  ترات یمنابع 

 پژوهشگران آمده  دستبه اطلاعات به  بنا.  کندیکنترل م

گ سلول  و  بافت  طر   ی اهیکشت    ی هاشیآزما  یاحدر 

  و   یمغذدرشت  یهاعناصر  مقدار  به  دیبا  یبافت  کشت

  کشت   ط یمح  در  موجود  تراتین  منبع   ژهیوبه  یمغذزیر

که  .  باشند  داشته  یشتریب  توجه دریافتند  پژوهشی  در 

یا سوربیتول   مانیتول  در حضور  کالوس  بیشترین رشد 

  شود انجام می  Mpa 1.490-تا    1.290Mpa-در پتانسیل  

اما در صورت افزودن ساکارز یا گلوکز، بیشترین رشد  

پتانسیل در    Mpa 1.290-تا    Mpa 1.09-های  کالوس 

( شد  از George et al,. 2007انجام  بسیاری   .)

شکل  سلول  استاندارد  کشت  محیط  در  کالوس،  های 

بهغیر  میعادی  کاهشخود  با  پتانسیل  گیرند.  دادن 

گیر این شکل  عادی  یاسمزی محیط کشت،  غیر  های 

می پتانسیل  کمتر  در  و  ها  سلول   Mpa 1.090-شود 

راحتی به  جنینی   کروی شکل  مرحله  و  تشکیل شدند 

  (. George et al,. 2007راحتی مشاهده و انجام شد ) به

Wan et al. (2015)  و    آنتوسیانین   بات ی ترک  نشان دادند

  کالوس ارقام گیاه ها و  در برگ  هاآن  یها ژن  انیمقدار ب

زمانی که نسبت کربن به نیتروژن    Malus spخرچنگ  

با گیاه   پیدا کرد و این اختلاف  افزایش یافت، افزایش 

چشم اختلاف  در  شاهد  داشت.  بررسی  این  گیری 

بهمحیط را  آنتوسیانین  از  بالایی  مقدار  که  خود هایی 

کالوس حاوی  دادند  جنیناختصاص  و  و ها  زرد  های 

این محیط در  بودند.  باززایی سالمی  و  ها  سفید شیری 

جنین و  قهوهکالوس  و  بدون سوختگی  به  ها  ای شدن 

می ادامه  خود    ش ی افزا(.  a-e  6)شکل   دادندرشد 

  ل یدلتواند بهیکشت م یها طیمح  نیدر ا دانت یاکسیآنت

سم وجود  مح   وم یآمون  تیعدم  با    طیدر  باشد.  کشت 

ن منبع  بالا  تروژنی کاهش  جذب  )ساکارز(    یو  کربن 

دبه  ابند،ییم  شیافزا  هادانتیاکسیآنت با    گریعبارت 

  ش یافزا  دانتیاکسیآنت  تروژنینسبت کربن به ن  شیافزا

درحالابدییم محی.  در  کامل    MSکشت    یهاطیکه 

  ی معدن   عناصر   که  یهاطی محکمتر از    نیانی آنتوسمقدار  

  رسد یم  نظربه. است  کرده،  دای پ  کاهش  ومیآمون  ژهیوبه

  زا نیجن  هیاول  یها سلول   رشد  به  نیانیآنتوس  شیافزا

  از   ی کی  در  هاآن  شدنمهار  ای  رفتننیباز  و  کرده  کمک

 م یآنز  و  آزاد  ی هاکال یراد  توسط  ی نیجن  ی هامرحله

مقدار بالای آنتوسیانین   . کرد  یر یجلوگ  دازی اکس  فنلیپل

های آزاد جلوگیری کرده و با کاهش  از تجمع رادیکال 

سلول  رشد  مهار  اکسیداز  فنل  پلی  آنزیم  به  فعالیت  ها 

بررسی  می  کمینه نتایج   .Domínguez et alرسد. 

آنتی  (2008) آمونیوم،  افزایش  با  داد  ها  اکسیدانتنشان 

می پیدا  افزایش  کاهش  دیگر  ازسوی  و  کنند 

های آزاد در شرایط افزایش مقدار یون آمونیوم  رادیکال 

می بررسی  شود.  انجام    ی سلول  ونیسوسپانس  رویدر 

ی  Vitis vinifera  گیاه شد    وم یآمون  یها ونمشخص 

و درنتیجه سبب    (ROSاد ) های آزرادیکال   دیسبب تول

آنتی میاکسیدانتاکسیدشدن   Skopelitis et)  شودها 

al., 2006)  .  مقدار کلروفیل    5و    ۳محیط کشتa  وb  

داشتند   امر  (a  4)شکل  کمتری  این  دلایل  از  یکی   .

رنگمی کم  تشکیل  فعالیت  دانهتواند  پس  باشد.  ها 

ها کم بود و از سوی دیگر  اکسیدانتی در این محیطآنتی

های که  زوال کلروفیل انجام شد. در حالی که گیاهچه

کشت   محیط  حاوی  دستبه  8در  بودند  آمده 

  بالا،   یهادانهرنگ  لیدل  د ی شاهای بالای بودند.  دانهرنگ

  سبب   که  باشد  تروژنین  به  نسبت  شتریب  ساکارز  جذب

  و   باشد  شده  ی دانتیاکسیآنت  یهاژن  یبالا   تیفعال

  کرده   یر یجلوگ  ل یکلروف  شدن زوال  از   ها دانتیاکسیآنت

از    یکی  هندز  نگیاهادر    فیلوکلر  غلظت.  باشند

ظرفیتـحف  مـمه  یهارفاکتو ست  ا  یفتوسنتز   ظ 
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(Jiang and Huang, 2001.)   امکان دارد زوال کلروفیل

های آزاد  دلیل فعالیت رادیکال به 5و  ۳در محیط کشت 

    باشد.

 گیرینتیجه 

در   تأثیر گذار  از موارد  القای جنین سوماتیکی و یکی 

تنظیم کننده بافت،  های رشد و مواد  باززایی در کشت 

است. کشت  محیط  در  موجود  پژوهش  غذایی    این 

داد   اسمزی    MSنشان  پتانسیل  روی  زیادی  اثر  کامل 

محیط این  در  ندارد.  کشت  القای  محیط  کشت،  های 

سوماتیکی و باززایی کاهش یافت.  کالوس، القای جنین

محیط این  در  سوماکلونال  همچنین  تنوع  کشت  های 

کالوس بیشتر  و  یافت  و افزایش  القایافته  های 

در  هایجنین حال،  درهمین  رفتند.  ازبین  سوماتیکی 

بهمحیط معدنی  عناصر  که  کاهش  هایی  آمونیوم  ویژه 

کشت   محیط  اسمزی  پتانسیل  مقدار  است  کرده  پیدا 

کالوس،   القای  درصد  اما  است  یافته  افزایش 

سوماتیکی، باززایی، محتوای کلروفیل، آنتوسیانین  جنین

های کشت  و سرعت بالای القای کالوس در این محیط

شدت  افزایش یافت. از سوی دیگر تنوع سوماکلونال به

  پژوهشگران کاهش یافته است. بنابراین ضروری است  

به کاهش    ا یپائولون  های برای اقدام به ریزازدیادی گونه

نیترات محیط  ریزمغذی بهعناصر درشت و   ویژه منابع 

ویژه توجه  باشنکشت  داشته  زیادی    .دای  علمی  اسناد 

و   باززایی  برای  که  است  داده    ی ادیزازدیرنشان 

به زمان زیادی است، یا حتی در بسیاری   ازین  ایپائولون

پروتکل بهاز  سوماتیکی  جنین  فنل  ها  و  نیترات  دلیل 

برگ   درونی  بافت  نمی  ایپائولونبالای  شود.  مشاهده 

درون کشت  محیط  در  فنل  و  ای  شیشهنیترات 

جنین القای  و  کرده  ایجاد  و  مسمومیت  سوماتیکی 

می مواجه  مشکل  با  را  نتکند.  باززایی  این    ،جهی در 

نیتراتوهش  ژپ منابع  کاهش  ی  با  ارایة  به    ک موفق 

موثر سوماتیکی،    پروتکل  جنین  القای  برای  مفید  و 

در  زمان  کمترین  در  آنتوسیانین  افزایش  و  باززایی 

کشت برای    شد.  محیط  بررسی  این  است  ذکر  شایان 

مشکل   نیترات  منابع  کاهش  از  استفاده  با  بار  اولین 

های  بازدارندگی القای جنین سوماتیکی و باززایی گونه

  ای را رفع کرده است.شیشهپائولونیا در شرایط درون

 تشکر و قدردانی

ابوریحان  دانشکدگان  مالی  حمایت  از  نگارندگان 

تهران   دانشگاه  فناوری  و  علم  پارك  و  تهران  دانشگاه 

می۱۲00۲۱) قدردانی  پژوهش  این  انجام  در  .کنند( 
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Abstract 

Paulownia is a fast-growing, industrial and ornamental tree with medicinal properties. The present 

study was performed to investigate the osmotic potential of MS basal culture medium under the effect 

of macronutrients and micronutrients. Also, the effect of osmotic potential on callus induction, somatic 

embryo, regeneration, antioxidant activity and somaclonal variation were investigated. The present 

experiment was carried out factorial in a completely randomized design with two factors, explants 

(leaves and petioles) and eight types of culture media containing different combinations of culture 

medium elements with different combinations of plant growth regulators (PGR). The results showed 

that the highest level of callus induction, somatic embryogenesis and regeneration were observed in 

media with one-half and one-quarter times the macronutrients of MS culture medium. Anthocyanin 

activity, chlorophyll content, embryo number and osmotic potential increased with decreasing 

macronutrients, especially nitrate sources in culture medium. However, callus growth rate and 

somaclonal variation decreased. In culture medium, calluses and embryogenic calluses without burns, 

transparent, regenerated seedlings were more vibrant and the most pigments were observed in the 

leaves of seedlings. In complete MS media, callus induction, somatic embryo, osmotic potential, 

anthocyanin, chlorophyll decreased. While callus growth rate and somaclonal variation increased. 

Keywords: Anthocyanin, Callus induction, Somatic embryo, Somaclonal variation, Osmotic potential. 
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