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ଘ م قد ৎ  
م و ی  ೯লد ऒ ش. ا ماज़ای آر  భ ن نده  ࣓د ૼ ঘو یاری نده هام భ ا৯دوهঘد ی  و  ،ൊت ਪ  ه   భ ن ࠫگاه  ࣂൕঙ ن ૼ  ඟ ی یار و  ،ૼ یࢂ ਪ 

 భࡗॺی  ජ و    ی،  ه ز৯د ਗه  ਛا ໑ ෙय़  ࡗॺ  ورد ی  ජ و  ਗو یاد  ا ໑  د৯༙شࢆو.  

م ৣبا ෙय़ . ند ر  و  ف   ଘ ،جا ଽ ه وൎب ໆࣂ  ੪ॸ  ൕঙدهඟ໊ی و ฬ ب ජد  భ قହ ،ࢌ ھا ت  ود د  ඟ ام و ا ංඔا ໑ ॥ ا ৩ ࣤಪ ی໋  ਗു࣎مঝ .  

م باୃ از جا ৣز শ .م مان د ࢌ ا اত࣎ماره ଘ یار ৷ ঙশ ...م اত࣎ن د ൜ ...م با  ون ଦ ز কو ا শ ࣨਯ ونࣂൕঙ औدی خ د م ر پا اه  । ا   .ඇ൜࣒

تاره... و اما  ଘ م قد  ଔن رسا ୀণگ ୀگ ا  ৎ ଌی ب ز৯د مان  ی د ید، از ور ਛی ا ८ اا ঃم. ام با  భدر و ما৮ৣ ෙय़ . و بال 

م ی. ँرو وद ଡدر  ید   หਗد چࢉ ষ رما ه   ୀ تان ر ඟ گاه  ه  ه  ඵ෩ઽم  ૌࡳબ ॺࡗ اॺࡗ ষا نࢂ ৽   تان . ৩ࢯ و م،  ୀ ی و  ଘ ห ࢌ تان ر শو ষड़  ३ ا भا

ید ॰د ห رو ൈॣد৯ما ید  ৲م  උ .ت ن ا ی  ی ز৯د رماଢ جاود تان  لا ی  ඟ تان و  گا ॥وغ  ૼ ਛ  ਗا ঃ ঘໆ ک ໋ ৽ ່.  

ی ز  مان  ච بال، آ  ଘ ز ਗو ඵ ॶ ໔ গدا او ऒ .و  ଘ م شࢆقد  ৎی ت ز৯د భ ید ਛی  ࣾ උمان ... ام م  آ భا ୀ ان وଽ ॶو ৣ ا ا ऒ

ود৯د زم  রو ت ୀ . ا ی ا شان د ฬ رم و  ୀ ت خاری ا شان หج ا ود   ی রرور ज़ ি র॥ ॥ یਚا ॻ ໆ ໆࣇभم ودشان ਟی. ৣود ओو

ی تਛز৯د ජوز ر ৯د وی ا ८ام رنگ و  ا ا ໑ র. 





ی اඟ و दدرد   พ়ࢁ

د و ୁرگ م د ش، ୁر ر ی ر  باୁ  ا೯ ඟد ࣓জ ౷ࣂ ا ਪا تشࢁ و م آ ࣾد ड़ ඟد. اංඍ࣒  رد و ر ش  با تان  ناه د  భ م ر نࢁاو  د ඩण ি ෙय़ ণا স ی. ণ࣎ پا ฬ دمद ଘ دمदਉ ণ م ر ا 

رم หب ච پاس  ی،  ند ر ر  شآورد ห روزگاری از  ا ໋ ণ ঃਛ  ໆی ਪبا ඇൢن . ااش ر  భ ت و وق  ت و دل از  ر ا ༚ ت پا ଈزبان از  णࢵ ੩ࠝ ॴ ॥ ॥ඪ ণ

ی. জ࣊د ਖ৶ی ور ت  ජ ن خا یان ا ر از  ༚ رم ی د ر୍ و زبا ش  با رم از  ی د رم  د ه భ دل د وୀ ଡ زبان آورم آ ଌ  ฮا ا ෙय़ৗ ໍ  ඪ  اچࢉ ا ධශا   .ඓࣂ

ی ود لازم  ୀਗ ऒ م ما ی  رور ثار  ش ر  و ن  و  پاس  نان و  ࢋ ا ජ م  د ৣ৶ ऒا ا ا ංඖ ໆا ষ ণী ا ່  ໑ یا ما ون ر ජ ش  ن و جام ا ਪ ا ଌ࣒ঘ ا ও ໑  ند ෘات ارز േॷ و  ো

ت شان ا ॥ا ী .یان ژه  ر  م د رکار خا رم،  و مای ୁر تاد ر ঃا ণඵ න ৣඖ ໆ ا দا نঘ࣒ ر ن و  ر م  ش ا   ،آبادیଌ ଌඵහ න ੫ࠝ ن মࡑ ت دور ජ ظات و خا ن  اୃ ا ໍ ॺࡗ ଌ

رم ام ر از او د ا ূࡗજی࢙
ت.  ن ا ق ଘ ز ی و  با ر  ඟ م  ୀ ودش ସ॥୍ی  و ෙय़ ا ಶඌীا ࠙  تࢁ  ओ .شاورज़ی یدرضا صاد ر  ناب آ༚ی د ی،  ඟ ن  ਗ ଌേॐ න প ا ໋-

وده و دون یاری م  ل حا ه شا شان    ،ی ناز  ر  م د رکار خا রور و  ੀय़ ॿ න ৣढ़ ൕঙ ਊخࣂ ੪ॸࡶ ໆ ی غਟی  భت کان د ॥شان ا ଯ ر م  ୀ ی و   ଘ ی ඥیا ࣣਮࣂඖ ا ਏ  ਟ

بدل. ಪࣤود مد  ر ا ناب آ༚ی د  ،୍ସ ور ید د ࣅاز اسا প ॐ න ناب ا ی  لات  رم  نده  ما ن  ی و  ناز اदد ر  م د رکار خا ده و  পز ی শਚی ਉേتࢇ જূࡗ න න ৣख़ ৶ ੀय़ൾࢠঙ ໆ ا

ھ  ،௭ ھده د ୀ ر ଔن رسا ی ا و ت باز ඟی  ز رضا شا ر  ৩آ༚ی د ا࠱ ا ଌا  ऒ ॐ໊࢟ ඵ න෪رمع ی ر د ඟ و दدرد ࢌ  اا اا  พ়ࢁ শ . ی ما ی ஔ ଘه  و ਗپاس و  ৳ ਣ ່ ণ

ود৯د  م  غ ر ඟ ل  یان  ول سا  భ  ی قا لا ید و রاسا ੌকا ا ໖ا ࣱજূࡗ
ॻ ਗ ग़ ...ی ت  ودن ر  م  ن با  م پایان ا  ඟ ਗو భ آ ଌ࢟थ ا র ক ࠰ ໕ب ه  ८م با  ૡঙ ی หب࣒

ب ت  ید ଘ د ८ور ॥ ত ऒی ی و  ھا ਠ൏।ی  ਪ ඛم ر از جا تان  ৣام، دو න ণ.  

تا ୀ م শپا ণا ३ی ن ਟن  ඟا ໊  

مام  ฬ م ৳و     ൏।࣒



  چکیده
ها به لحاظ خـواص دارویـی منحـصر بـه فـرد      کشور ایران خاستگاه گیاهان متنوعی است که بسیاري از آن    

 خصوص در کشورهاي پیشرفته و وابسته  بودن این داروها افزایش تمایل به مصرف داروهاي گیاهی به. باشند می
از این جهت، محققین توجه خود را به کشت . شودسریع پوشش گیاهی میبه منابع گیاهی بومی، باعث تهی شدن 

 متعلق به تیره چتریان و Dorema aucheri بیلهر با نام علمی. انداي گیاهان دارویی معطوف داشتهدرون شیشه
) جیاسـو (آوري بذور بیلهـر از  پس از جمع    . ازجمله گیاهان دارویی بومی ایران بوده که در حال انقراض است          

تیمارهاي . مورد ارزیابی قرار گرفت)  تکرار4با (ها تحت تیمارهاي مختلف زنی آنرویشگاه طبیعی گیاه، جوانه 
در ) زدن و بریدن انتهاي بذر یا پـین چینـگ کـردن      از طریق سنباده    (دهی مکانیکی   خراش : مورد بررسی شامل  

و تیوره % 2/0، نیترات پتاسیم )200 ،300 ،400و ppm500 ( چنین تیمار ژیبرلیک اسید بسترهاي متفاوت و هم
نهایت،  در. چنین تحت شرایط روشنایی و تاریکی بررسی شد  و هم5 و ºC27 رویش در دو دماي . مولار بود1

دهی مکانیکی بذور و کشت در خـاك جنگـل، در درجـه          از طریق خراش    ) ٪100(زنی  بالاترین درصد جوانه    
اي این گیاه، آزمایشی در قالب طرح کاملاً تصادفی  منظور بررسی تکثیر درون شیشهبه. دست آمد به ºC 5حرارت 

 و NAA/BAPهاي  ترکیب غلظتی از هورمون72 و MSدر این آزمایش، از محیط کشت .  تکرار انجام گردید9با 
Kin/2,4-D ها از ریشه، ساقه و لپه ریز نمونه. شداستفاده ) گرم در لیتر  میلی2و 5/1، 1، 5/0، 25/0، 0( سطح 6 در

چنین  زایی و همزایی و کالوسزایی، شاخهپارامترهاي مورد بررسی شامل درصد ریشه. هاي بیلهر تهیه شدندگیاهچه
در بررسی کالزایی، ریز نمونه ساقه در محیط کشت حـاوي  . متوسط و ماکزیمم طول ریشه و شاخه نوپدید بود       

mg.L-1BAP 1 و NAA12 mg.L-در آزمایشات مربوط به . دادرا به خود اختصاص) %16/62(ن درصد ، بالاتری
اي حـاوي  ـه ـطـاي که در محی ـونهـ گبه. ونه ساقه بودـزایی، بهترین نتایج باز هم مربوط به کشت ریز نم     شاخه

mg.L-1BAP 2 و NAA1 mg.L-5/0چنین و همmg.L-1BAP 1 وNAA 1mg.L-5/0ترتیب بالاترین در صد   به
زایـی  نتایج حاصل از ریـشه . دست آمد  به)  میلیمتر13/15(و ماکزیمم طول شاخه نوپدید     ) ٪96/39 (زایی شاخه

را ریزنمونه ساقه در محیط کشت ) ٪ 3/33(زایی هاي بیلهر حاکی از آن است که بیشترین درصد ریشه ریزنمونه
ماکزیمم طول ریـشه  درصورتی که . است به خود اختصاص داده NAA1 mg.L-5/1 و mg.L-1BAP1 حاوي 
 NAA1 و mg.L-1BAP  1از طریق کشت ریز نمونه ریشه در محـیط کـشت حـاوي   )  میلیمتر16/20(نوپدید 

mg.L-5/0  توان گفت اثـر متقابـل دو هورمـون    بنابراین می .  مشاهده شد NAA  وBAP   در ریزازدیـادي بیلهـر 
دست آمده را به تیمارهاي بهینه براي اره به شاخسهاي تک جهت تولید گیاه کامل، ریز نمونه. استچشمگیر بوده 

در بخش پایانی . اي شدیمترتیب موفق به تولید گیاه کامل در شرایط درون شیشه        زایی انتقال داده و به این     ریشه
 ساعت 16و شرایط نوري % 26، رطوبت ºC5تحت دماي (ها در خاك پژوهش، بهترین شرایط نگهداري گیاهچه

  .گردیدند و در نهایت با شرایط طبیعی سازگار شدتعیین ) روشنایی
  

  MSهاي رشد، محیط کشت کننده بیلهر، ریزازدیادي، تنظیم: هاي کلیدي واژه
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  MS...........................................................20 کشت طیمح هیته جهت آهن) × 200 ( استوك -3-2 جدول

  MS..................................................20ها جهت تهیه محیط کشت ویتامین)  × 200(  استوك -4-2جدول 
 برحسب ییزاکالوس ویی زااندامي القاي برا استفاده مورد Kin و D-2,4ی هورموني هاغلظت -5-2 جدول

  22.....................................................................................................مختلف ماریت 36 در تر،یل در گرم یلیم
 برحسب ییزاکالوس ویی زااندامي القاي برا استفاده مورد BAP و NAAی هورموني هاغلظت -6-2جدول

  23......................................................................................................مختلف ماریت 36 در تر،یل بر گرم یلیم
  لهریب بذور یزن جوانهی بررسي برا رفته کار به مختلفي بسترها وی کیزیف مختلفي مارهایت -7-2 جدول

  24.............................................................................................................................................روز 30ی ط
  ی زن جوانهی بررسي برا رفته کار بهي بسترها وی کیزیرفیغ مختلفي مارهایت -8-2جدول

  24...............................................................................................................................روز30یط لهریب بذور
  27.............................................شدهیی باززاي هااهچهیگ کردن سازگار جهت مختلف طیشرا -9-2 جدول
  ییزاکالوس جهت لیفاکتور شاتیآزما قالب دری تصادف کاملاً طرح انسیوار هیتجز -1-3 جدول

 34..........................................................................................مربعات نیانگیم اساس بر لهریبي هانمونه زیر

  هاي مختلف حاوي غلظتMS  نتایج بررسی اندازه کالوس تولیدي در محیط کشت -2- 3جدول  
  Kin/2,4- D ......................................................................................................................38 هايهورمون
  هاي مختلف حاوي غلظتMS  نتایج بررسی اندازه  کالوس تولیدي در محیط کشت -3-3جدول 
  NAA/BAP......................................................................................................................38 هاي هورمون
  40..................یهورمون مختلف سطوح ریتاثً تحت لهریب برگ نمونه زیر حجم شیافزای بررس -4-3 جدول
  ییزاشاخه جهت لیفاکتور شاتیآزما قالب دری تصادف کاملاً طرح انسیوار هیتجز -5-3 جدول

  48..........................................................................................مربعات نیانگیم اساس بر لهریبي هانمونه زیر
  یی زاشهیر جهت لیفاکتور شاتیآزما قالب دری تصادف کاملاً طرح انسیوار هیتجز -6-3 جدول

  48................................................................................................................مربعات نیانگیم اساس بر لهریب
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  اشکال فهرست
   صفحه                                                                                                                    عنوان

  
  11.............................................................................................................................. گیاه بیلهر-1-1شکل 
  12........................................................................................رانیا در لهریب اهیگ گسترش مناطق -2-1 شکل
 30..............................................................شهیش درون طیشرا در افته یرشد لهریبي هااهچهیگ -1-3 شکل

  31................................................................................جنگل خاك در افتهی رشد لهریب اهچهیگ -2-3 شکل
  32.........................یکیزیف مختلفي مارهایت اعمال از پس لهریب بذوری زنجوانه درصد سهیمقا -3-3 شکل
  33.....................................................)  %2/0 (میپتاس تراتین ماریت تحت لهریبي  هارست دانه -4-3 شکل
  33...................یکیزیرفیغ مختلفي مارهایت اعمال از پس لهریب بذری زن جوانه درصد سهیمقا -  5-3 شکل

  NAA1 mg.L2......................35 و mg.L-1BAP 1زایی ریزنمونه ساقه بیلهر در تیمار  کالوس-6-3شکل 
   حاويMS هاي بیلهر در محیط کشت زایی ریز نمونه مقایسه درصد کالوس-7-3شکل 

  BAP ...................................................................................................................35 و  NAAهايهورمون
  D   mg.L-12...............................................36-2,4زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار کالوس-8-3شکل 
  ها حاوي هورمون MS هاي بیلهر در محیط کشتزایی ریز نمونه مقایسه درصد کالوس-9-3شکل 

 Kin/2,4-D...........................................................................................................................................36  
  حت تاثیرهاي ساقه و ریشه بیلهر ت تصاویري از  اندازه کالوس تولیدي بر روي ریز نمونه-10-3شکل 

  Kin/2,4-D.....................................................................................................37سطوح مختلف هورمونی 
  ي ریشه و ساقه بیلهر  تحت تاثًیرهاتصاویري از اندازه کالوس تولیدي بر روي ریز نمونه -11-3شکل 

  NAA/BAP....................................................................................................39سطوح مختلف هورمونی 
 40................................... افزایش حجم ریز نمونه برگ تحت  تأثیر سطوح  مختلف هورمونی-12-3شکل 

  هاي مختلفر محیط کشت حاوي غلظتهاي بیلهر دزایی ریز نمونهخه مقایسه درصد شا-13-3شکل 
NAA/BAP42.......................................................................................................................هاي هورمون 

  mg.L-1BAP2..................42 و NAA  mg.L-15/0زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار شاخه-14-3شکل 
  Kin mg.L-1 5/0............43و/.D  mg.L-1 25-2,4زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار  شاخه-15-3شکل 
   حاويMSهاي بیلهر در محیط کشت زایی ریز نمونه مقایسه درصد شاخه-16-3شکل 

  Kin/2,4-D.......................................................................................................................43 هاي هورمون
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  اشکال فهرست
  صفحه                                                                                                                    عنوان

  
هاي   حاوي غلظتMSهاي بیلهر در محیط کشت خساره نوپدید ریز نمونه مقایسه ارتفاع شا-17-3شکل 

  NAA/BAP .........................................................................................................44 هايمختلف هورمون
  NAA mg.L-1 5/1................44 وmg.L-1BAP 2زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار  شاخه-18-3شکل 
  mg.L-1Kin 5/0............45 و mg.L-12,4-D 25/0زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار  شاخه-19-3شکل 
 هاي حاوي هورمونMSهاي بیلهر در محیط کشت  مقایسه ارتفاع شاخساره نوپدید ریز نمونه-20-3شکل 

Kin/2,4-D ...........................................................................................................................................45  
 حاوي MSهاي بیلهر در محیط کشت  مقایسه ماکزیمم ارتفاع شاخساره نوپدید ریز نمونه-21-3شکل 
  NAA/BAP.........................................................................................46هاي هاي مختلف هورمون غلظت
  mg.L-1 BAP1.............46  و NAA   mg.L-15/0 ونه ساقه بیلهر در تیمارزایی ریز نم شاخه-22-3شکل 
  هاي بیلهر در محیط کشت حاويمونه مقایسه ماکزیمم ارتفاع شاخساره نوپدید ریز ن-23-3شکل 

  Kin/2,4-D........................................................................................................................47هاي هورمون
  mg.L-12,4-D 25/0 Kin,  mg.L-1 25/0.........47زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار  شاخه-24-3شکل 

  mg.L-1BAP1...............49  و NAA  mg.L-15/1 زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در  تیمار ریشه-25-3کل ش
  هايظت حاوي غلMSهاي بیلهر در محیط کشت زایی ریز نمونه مقایسه درصد ریشه-26-3شکل 

  NAA/BAP..........................................................................................................49هاي مختلف هورمون
   حاويMS هاي بیلهر در محیط کشتزایی ریز نمونهدرصد ریشه   مقایسه-27 -3شکل 

  Kin/2,4-D........................................................................................................................50هاي هورمون
  Kin  mg.L-15/0................50 و mg.L-1 2,4-D 2 زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار ریشه-28-3شکل 
   حاوي MSهاي بیلهر در محیط کشت  مقایسه طول ریشه  نوپدید ریز نمونه-29-3شکل 

  NAA/BAP.......................................................................................................................51هاي هورمون
  NAA  mg.L-15/1...............52و  mg.L-1BAP1 در تیمار زایی ریز نمونه ریشه بیلهر  ریشه-30-3شکل 
  mg.L-1NAA 2..................52 وmg.L-1BAP 5/0زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار  ریشه-31-3شکل 
  هاي  حاوي غلظتMSهاي بیلهر در محیط کشت  مقایسه طول ریشه ریز نمونه-32-3شکل 

  Kin/2,4-D............................................................................................................53هاي مختلف هورمون
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  اشکال فهرست
  صفحه                                                                                                                    عنوان

  
  D mg.L-1 25/0.........................................53-2,4زایی ریز نمونه ریشه بیلهر در تیمار ریشه -33-3شکل 
  D mg.L-1 25/0..........................................53-2,4زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار  ریشه-34-3شکل 
  NAA mg.L-1 5/0............54 و  BAP 1 mg.L-1زایی ریز نمونه ریشه بیلهر در تیمار  ریشه-35-3 شکل

   حاويMSهاي بیلهر در محیط کشت  مقایسه ماکزیمم طول ریشه  نوپدید ریز نمونه-36-3شکل 
  NAA/BAP.........................................................................................54هاي هاي مختلف هورمونغلظت
  NAA mg.L-1 5/0..............54 و BAP  mg.L-11زایی ریز نمونه ساقه بیلهر در تیمار  ریشه-37-3شکل 
  هاي بیلهر در محیط کشتزایی ریز نمونه مقایسه ماکزیمم طول ریشه نوپدید درصد شاخه-38-3شکل 

MSهاي هورمون  حاوي Kin/2,4-D.....................................................................................................55  
  Kin mg.L-1  5/0...............56 وD mg.L-1 1-2,4زایی ریز نمونه ریشه بیلهر در تیمار ریشه -39-3شکل 
  Kin mg.L-1 5/0................56  وD mg.L-1 1-2,4ز نمونه ساقه بیلهر در تیمار زایی ری ریشه-40-3شکل 
  57................................................................هاي  بیلهر حاصل از تکنیک کشت بافت گیاهچه-41-3شکل 
  58................................................يریپذ سازش و خاك به انتقال مرحله در لهریبي هااهچهیگ -42-3 شکل
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 1                                            ...                  ریزازدیادي و بهینه سازي شرایط کشت در شیشه گیاه دارویی 

  

  ઔधل اول

ଓقدग़  



 مقدمه/                                  فصل اول                                                                                                   2

  یاهیگ بافت کشت بري امقدمه -1-1
هایی باشد که ها و تکنیک شده تا بشر در فکر ابداع روشافزایش روز افزون جمعیت انسانی سبب

 ضمن افزایش کمیت و کیفیت مواد غذایی  و اصلاح نژاد منابع گیاهی، ذخایر ژنتیکی موجود را حفظ
اي در این خصوص هایی است که به بشر قرن بیستم خدمات ارزندهکشت بافت از جمله تکنیک. نماید

شود باعث تبدیل یک  می نامیده1در حقیقت، قابلیت ژنتیکی که چند توانی]. 46[ارائه داشته است 
توان انبوهی از گیاهان ها به گلخانه و مزرعه میبا انتقال این گیاهچه. گرددسلول به یک گیاه کامل می

هاي ساخت بشر، بسیاري از هاي پیشرفته، روباتاي از آزمایشگاهدر پاره. تولید کردمورد نظر را  
اخیراً یک . دهند میها را انجامکارها همانند شستشو و استریل نمودن ادوات و نیز انتقال گیاهچه

ها توسط روبات در محیط  پیشنهاد شده است که گیاهچه2سیستم روبات هوشمند توسط دلپلانک
اگرچه تنها ]. 22[گردند شوند و به داخل گلدان منتقل می می جا برداشتهشده، از آنذاشته کشت گ
گذرد اما چنان اثراتی را در پی داشته که امروزه به یکی از  سال از عمر این تکنیک می100حدود 
ورزي انتقال ژن و دست. شده استها در مهندسی ژنتیک و بیوتکنولوژي تبدیل ترین روشاساسی

  ].20[پذیر است ژنتیکی در بسیاري از موارد تنها از طریق کشت بافت امکان
 
  دورنماي تاریخی کشت بافت گیاهی-1-2

  :صورت زیر خلاصه کردتوان موارد مهم تاریخچه کشت بافت را بهبه طور کلی می
ین در کشت جن: 19,4، 4هاینگ]. 71[نخستین کوشش براي کشت بافت گیاهی : 1902، 3هابرلند

، 6گوترت]. 127[کشت موفقیت آمیز ریشه گوجه فرنگی : 1934، 5وایت]. 72[بو گیاهان خانواده شب
استفاده : 1941، 8وان]. 101،65 و 128[کشت موفق کالوس با قابلیت رشد مداوم : 1939 و وایت، 7نوبه

]. 89[هاي مارچوبه کشت بافت نوك ساقه: 1945، 9لو]. 122[از شیرنارگیل در کشت بافت گیاه داتوره 
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