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‌چکیده
‌ضدد‌‌و‌ویروسدی‌‌ضدد‌‌افسردگی،‌ضد‌چون‌مهمی‌خواص‌با‌دارویی‌گیاهی‌Hypericum perforatum)‌راعی‌گل

بدر‌روی‌‌‌‌3141-49ای‌گل‌راعی‌آزمایشدی‌در‌سدال‌‌‌ه‌مطالعه‌القاء‌کالوس‌رد‌ریز‌نمونه‌به‌منظور‌باشد.‌یم‌باکتری

انجام‌‌MSهای‌رشد‌در‌محیط‌کشت‌‌کننده‌های‌مختلف‌تنظیم‌های‌برگ‌و‌شاخساره‌گل‌راعی‌در‌غلظت‌ریزنمونه

‌ ‌)بدا‌‌‌Kinو‌لیتدر ‌‌در‌گدرم‌‌میلدی‌‌‌3و‌‌5/0صدرر،‌‌یها‌غلظت‌)با‌‌BAرشد‌کننده‌تنظیم‌از‌شاخساره‌ایجاد‌جهتشد.

‌‌2/0،‌9/0،‌6/0،‌8/0صرر،‌یها‌غلظت‌)با‌‌IBAاز‌ریشه‌تولید‌منظور‌‌به‌و‌لیتر ‌در‌گرم‌میلی‌‌3و‌‌5/0صرر،‌یها‌غلظت

‌در‌زایدی‌‌ریشده‌‌و‌شاخسداره‌‌تولیدد‌‌کدالوس،‌‌القداء‌‌روند‌هرته‌‌9گذشت‌از‌پس‌.شد‌استراده‌لیتر ‌در‌گرم‌میلی‌‌3و

‌‌1/0حداوی‌‌تیمدار‌‌در‌بدرگ‌‌زنمونده‌ری‌تعداد‌نظر‌از‌کالوس‌تعداد‌بیشترین‌که‌داد‌نشان‌نتایج‌.شد‌بررسی‌ها‌نمونه

‌در‌گدره‌‌تد ‌‌ریزنمونده‌‌را‌کدالوس‌‌توده‌وزن‌نظر‌از‌کالوس تعداد‌بیشترین‌شد.‌حاصل D-‌2،‌9لیتر‌در‌گرم‌میلی

‌داد.‌اختصداص‌‌خدود‌‌بده‌‌D-‌2،‌9لیتدر‌‌در‌گدرم‌‌یلدی‌م‌‌3/0همدراه‌‌به‌‌BAلیتر‌در‌گرم‌یلیم‌‌2حاوی‌کشت‌محیط

‌کشدت‌‌هدای‌‌یطمح‌در‌ترتیب‌به‌کالوس‌از‌شده‌تولید‌شاخساره‌طول‌نبلندتری‌و‌شاخساره‌تعداد‌بیشترین‌همچنین

‌ید ‌‌همدراه‌‌بده‌‌‌BAلیتدر‌‌در‌گدرم‌‌میلی‌‌5/0و‌‌Kinلیتر‌در‌گرم‌میلی‌‌5/0همراه‌به‌‌BAلیتر‌در‌گرم‌میلی‌ی ‌حاوی

‌یشده‌ر‌تولیدد‌‌بدرای‌‌راعی‌گل‌یها‌شاخساره‌داد‌نشان‌تحقیق‌این‌نتایج‌مجموع‌در‌شدند.‌حاصل‌‌Kinلیتر‌در‌گرم‌میلی

‌ندارند.‌بیرونی‌رشد‌های‌کننده‌تنظیم‌به‌نیازی

 

‌بافت‌کشت‌ریزازدیادی،‌رشد،‌یها‌کننده‌تنظیم‌کالوس،‌تشکیل‌ها:‌واژه‌کلید

 

 مقدمه

 دارویی، گیاهان شیمیایی ترکیبات بررسی و شناسایی

 نمای د،  یم   کمک ها یماریب تر ارزان و تر آسان درمان به تنها نه

 واردات ب رای  نی    کش ور  ثروت زا بخشی شدن خارج از بلکه

 Esmaeilzadeh) کن  د یم   جل  وگیری ،ه  ا ف  رآورده ای   

Bahabadi and Sharifi, 2013.)    ی  ک راع  ی گ 

 ارزش ب ا  محص و   ی ک  و احش ا   ب رای  خطرناک هرز علف

 ص  نعت ب  رای وحش  ی گیاه  ان کنن  دگان آوری جم  ع ب  رای

 و علف ی  اس ت  گی اهی  (.Sirvent et al., 2002) باش د  یم

 و اس ت  خ نده و رویشی بطئی رشد دارای او  سا  در که پایا

 ش ود  م ی  آغ از  بعد به دو  سا  از آن دهی وگ  مطلوب رشد

(Crompton et al., 1988.) 

 ب ا  کشیده، متقاب ، دمبرگ، بدون گیاه ای  های برگ

 دو ه ا  ب رگ  روی باش د.  می بریدگی بدون و گرد انتهای

 در روش    نق ا   که شود می دیده روش  و تیره هنقط نوع

 اس ان   تجم ع  مح    و هس تند  پراکن ده  برگ سطح تما 

 و دارن د  وج ود  ه ا  ب رگ  حاشیه در تیره نقا  و باشند می

 باش  د م  ی گی  اه مه    م  رثر م  اده هیپریس  ی  تجم  ع مح   

(Curtis and Lersten, 1990؛ Hobbs, 1996.) 

 ثانوی ه  ه ای  یتمتابول از وسیعی دامنه حاوی دارویی گیاه ای 
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 ه  ا ی  انتروننفتود ،1ه  ا یانیدی پروآنتوس   فلاونوئی  دها، مانن  د

 0ها فلوروگلوسینو (، 3سودوهایپریسی  آسی  و 2یپریسی )

 ,.Kubin et al) اس ت  اده ایپرفوری (  و 2هیپرفوری )

 پرف وری  یه ش ام   گی اه  ای    اص لی  همرثر مواد (.2005

 )ی  ک هیپریس  ی  و ش  ده( پرنیل  ه فلوروگلوس  ینو  )ی  ک

 (.Barnes et al., 2001) باش  د یم   نفتودی  انترون(

 م اده  ی ت ر  مه  عنوان به و است کینونی یا ماده هیپریسی 

 یه ا  نقط ه  در م اده  ای  شود. یم شناخته هوفاریقون مرثر

 ،ش وند  یم   تشکی  گیاه مختلف یها اندا  روی که رنگی سیاه

  (.Tripathi and Tripathi, 2003) دارد وج  ود

 ترمی  و کردن ضدعفونی رایب راعی گ  ایران، سنتی طب در

 مص ر   درد و افسردگی از جلوگیری برای همچنی  و ها زخ 

 Engelmeyer and ؛Campbell, 1985) ش  ود یم  

Brabdle, 1998.) یاهی  گ یها اندا  و بافت سلو ، شتک، 

 ه ای  ی ت متابول دی  تول و اه ان یگ یعس ر  و انبوه ریتکث امکان

 ب  ا آورد. یم   ف  راه  ای یش  هش درون طیش  را در را هی  ثانو

  یدسترس   ب ر  ع لاوه  اه،یگ ای یشهش درون کشت از استفاده

 از مس  تق  و ش  ده کنت  ر  طیش  را در دارو هی  اول عمنب   ب  ه

 در یع  یطب حال ت  به نسبت باتیترک دیتول شیاف ا ط،یمح

 گ ردد  یم   ریپذ امکان دیجد باتیترک دیتول ی چن ه  و اهیگ

(Bourgaud et al., 2002.)  ب  ه توج  ه ب  ا همچن  ی 

 ب ه  نس بت  باف ت  و س لو   کش ت  ه ای  یست س بیشتر پایداری

 تنظ ی   ب ا  توان یم زیستگاه، های یتمحدود و محیط تغییرات

 ش رایط  در ک ه  آلکالوئی دهایی  تولی د  کش ت،  ش رایط  دقیق

 را ش ود،  نم ی  تولی د  گی اه  در لااص   ی ا  و ک  می ان به طبیعی

 اکث ر  اما (.Hughes and Shanks, 2002) داد اف ایش

 دارن د،  نی از  س یتوکینی   به شاخساره تشکی  برای نگیاها

 از دیگری گروه و شود می آن از مانع اکسی  که حالی در

 دارند، برون ا اکسی  به نیاز شاخساره تشکی  برای گیاهان

 ک ه  رس د  م ی  نظ ر  به گیاهی های گونه از بسیاری در ولی

  ب  رای اکس  ی  پ  ایی  غلظ  ت و س  یتوکنی  ب  ا ی غلظ  ت
 

                                                           
1- Proanthocyanidin 
2- Hypericin 
3- Pseudohypericin 
4- Acyl phloroglucinol 
5- Hyperforin 

 گفت توان می کلی طور به است، مه  خیلی ارهشاخس تشکی 

  ان دا   تش کی   کنن ده  تعی ی   کنن ده،  تنظ ی   دو ای    بی  نسبت

 ک ه  نابج ا  ه ای  شاخس اره  ک ه  گردد می توصیه اغلب و است

 تش  کی  س  یتوکینی  ب  ا ی غلظ  ت ب  ا کش  ت مح  یط روی

 گردن د،  منتق    سیتوکینی  پایی  غلظت با محیطی به اند، شده

 (.Bagheri, 1998) نش ود  تحری ک  عدیب نمو و رشد که

Ghazian Tafrishi et al. (2006،)  تعداد بیشتری 

9 کش  ت مح  یط در را وزن نظ  ر از ک  الوس
MS تیم  ار و 

 گ ر   میل ی  22/4 همراه به Kin لیتر در گر  میلی 1 حاوی

2-0 ،2 لیتر بر
D (1632/2  تر وزن گر )دس ت  هب کالوس 

 در et al.   Ghtbzadh Kermani (2013)آوردند.

 (.Cardaria draba L) ازم ک  دارویی گیاه باززایی

8 لیت ر  ب ر  گ ر   یل ی م 3 حاوی تیمار
BAP  2/4 هم راه  ب ه 

6 لیتر بر گر  یلیم
NAA لیت ر  ب ر  گر  یلیم 3 تیمار و BAP 

 بهت ری   ترتی ب  ب ه  NAA لیت ر  بر گر  یلیم یک همراه به

 ی تر مناسب و یا لپه یها برگ های ی نمونهر در ییزا کالوس

 نش  ان را زیرلپ  ه مح  ور ه  ای ی نمون  هر در شاخس  اره تع  داد

 ک الوس  تولید سازی بهینه در et al.  Amini (2014).دادند

 بی ان  Salsola arbuscula pall داروی ی  گی اه  باززایی و

 MS کش ت  محیط کالوس تولید در تیمار بهتری  کردند

 D-0 ،2 لیت ر  بر گر  یلیم 1 و Kin لیتر بر گر  یلیم 1 حاوی

 2/4 و Kin لیت  ر ب  ر گ  ر  یل  یم 1 ح  اوی تیم  ار در و ب  ود

 گرفت. صورت مستقی  باززایی ساقه از Kin لیتر بر گر  یلیم

 گیاهان بافت کشت مختلف یها جنبه به توجه دلی 

 جهت مه  اب اری عنوان به ها روش ای  کردن بهینه دارویی،

 های یتمتابول بیوسنت  در مرثر عوام  به مربو  مطالعات

 دارویی گیاهان اصلاح در ها آن کاربرد ی چن ه  و ثانویه

 ارقا  برخی بافت کشت زمینه در تحقیقاتی اگرچه است.

 ,Ghazian Tafrishi) است شده انجا  راعی گ 

 شرایط سازی بهینه پژوهش ای  از هد  اما .(2006

 ای  در است. شیشه درون شرایط در راعی گ  باززایی

 ری نمونه، نظیر باززایی بر گذارتأثیر عوام  بررسی با تحقیق
                                                           
6- Murashige and Skoog 

7- Dichlorophenoxy Acetic Acid 

8- Benzyl Adenine Purine 

9- Naphthaleneacetic Acid 
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 بازدهی حداکثر گیاهی، رشد یها کننده تنظی  غلظت و نوع

 است. مدنظر گیاه ای  باززایی برای

‌ها‌روش‌و‌مواد
 من  ابع و کش  اورزی دانش  کده در 1360-1363 س  ا  در

 گ    ب اززایی  بررس ی  منظ ور   ب ه  ،ف ارس  خلیج دانشگاه طبیعی

 بوش هر  اس تان  تحقیق ات  مرک    زا اس تری   های یاهچهگ راعی،

 ری نمون ه  دو از‌1ک الوس  الق ا   وض عیت  بررس ی  ب رای  و تهیه

 ص  ورت ب  ه او  آزم  ایش ش  د. اس  تفاده شاخس  اره و ب  رگ

 اکس ینی،  رش د  کنن ده  تنظی  او  عام  که عاملی سه فاکتوری 

 ری نمون ه  س و   عام  و سیتوکینینی رشد کننده تنظی  دو  عام 

 الق ا   تیماره ای  گرفتن د.  قرار ایشآزم مورد شاخساره و برگ

 ص فر،  می ان به BA رشد کننده تنظی  از استفاده شام ‌کالوس

 در گ ر   یل ی م 2 و 1 می  ان  ب ه  Kin و لیت ر  در گر  یلیم 0 و 2

 در گ ر   یل ی م 3/4 و 2/4 ،1/4 می  ان  ب ه  D-0 ،2 همراه به لیتر

 تیم ار  ه ر  ش دند.  اف  وده  MS کش ت  مح یط  به که بود، لیتر

 در ه ا  نمون ه  ب ود.  نمون ه  0 ش ام   تک رار  ه ر  و تک رار  3 شام 

 22 دم ای  و ت اریکی  س اعت  8 و روش نایی  س اعت  19 شرایط

 ص ورت  ب ه  دو  آزم ایش  ش دند.  داده ق رار  گراد یسانت درجه

 و BA رش د  کنن ده  تنظ ی   او  عام    ک ه  عاملی دو فاکتوری 

 تولی  د منظ  ور  ب  ه ب  ود. Kin رش  د کنن  ده تنظ  ی  دو  عام   

 از پ    ای، یش ه ش درون یه ا  کش ت  در راعی گ  2شاخساره

 مح یط  در و ج دا  ه ا  ک الوس  از یکس انی  قطعات‌کالوس القا 

 BA رش د  کنن ده  تنظ ی   مختل ف  س طوح  حاوی MS کشت

 2/4 ص فر،  شام  Kin و لیتر بر گر  میلی 1 و 2/4 صفر، شام 

 ص ورت  ب ه   یشآزما دو هر شدند کشت لیتر در گر  یلیم 1 و

 گردید. انجا  تصادفی کاملاً طرح قالب در فاکتوری 

 ب ود،  تص ادفی  ک املاً  ط رح  صورت به که سو  آزمایش

 از آم ده،  دست به یها شاخساره روی بر ریشه تولید منظور  به

 IBA،رش د  کنن ده  تنظ ی   مختلف سطوح
 یه ا  غلظ ت  ب ا  3

 ش د.  استفاده لیتر در گر  یلیم 1 و 8/4 ،9/4 ،0/4 ،2/4 صفر،

 2 ط و   ب ا  آم ده  دس ت  ب ه  یه ا  هشاخس ار  منظ ور  ای    برای

 تیماره ای  ب ا  کش ت  محیط در انتهایی جوانه شام  متر یسانت

                                                           
1- Callus induction 

2- Shoot regeneration 

3- Indole Butyric Acid 

 3 تیم ار  هر در و تکرار 3 تیمار هر از .شدند کشت نظر مورد

 درج  ه 22 دم  ای در زای  ی یش  هر جه  ت ری نمون  ه ع  دد

 ق  رار رش  د اتاق  ک در روش  نایی س  اعت 19 و گ  راد یس  انت

 و SAS (9.1) اف  ار  ن ر   از هاستفاد با ها داده تج یه .گرفتند

MSTATC دانک    آزم ون  روش ب ه  ها یانگی م مقایسه و 

 از نموداره ا  رس    برای .شد انجا  درصد 2 احتما  سطح در

 .شد استفاده Excel اف ار نر 

‌بحث‌و‌نتایج
 القا  محیط در گره یک و برگ های ی نمونهر بررسی

 در ها ی نمونهر کشت از پ  هفته شش که داد نشان‌کالوس

 )برای تیره سب  رنگ با ترد یها کالوس کالوس، القا  محیط

 یک ری نمونه )برای یا قهوه به مای  سب  و برگ( ری نمونه

 نشان‌کالوس القا  واریان  تج یه جدو  شدند. ایجاد گره(

 اثر و ها ی نمونهر اثر رشد، یها کننده تنظی  اثرات که داد

 در‌کالوس القا  برای ،ری نمونه و رشد کننده تنظی  متقاب 

 درک برای داشتند. داری معنی اختلا  درصد یک سطح

 استفاده واحد شک  یک از قسمتی که شک  2 از نتایج بهتر

 است. شده

نش  ان  D-0 ،2نت  ایج مقایس  ه می  انگی  س  طوح مختل  ف 

دهد که ری نمونه برگ نسبت به یک گره تعداد بیش تری   یم

ت أثیری   D-0 ،2ظ ت  کالوس تولید کرده است و اف ایش غل

از ری  نمون ه ب رگ نداش ته اس ت، ول ی در      ‌در القا  کالوس

می  ان الق ا     D-0 ،2ری نمونه یک گ ره ب ا اف  ایش غلظ ت     

 (.1اف ایش یافته است )شک  ‌کالوس

الق  ا   D-0 ،2و ب  ا اف   ایش غلظ  ت    BAدر حض  ور 

در هر دو ری نمونه برگ و یک گره اف ایش یاف ت،  ‌کالوس

تف  اوتی ب  ی  ری نمون  ه  D-0 ،2س  طوح در ض  م  در تم  ا  

ای     BAبرگ ی و ت ک گ ره مش  اهده نش د، یعن ی اف  ودن       

 BA(. اف  ایش غلظ ت   2 شک دار کرد ) یمعنتفاوت را غیر

از نظر ایجاد برت ری ب رای   ‌هیچ تفاوتی در نتایج القا  کالوس

در ه ر  ‌ها نداشت، فقط باعث اف ایش القا  ک الوس  ری نمونه

گر   میلی D (1/4-0 ،2تری  سطح  یی پادو نوع ری نمونه در 

(. بنابرای  شاید بتوان نتیجه گرف ت ک ه   3در لیتر( شد )شک  

سبب اف  ایش   D-0 ،2کشت حاوی  در محیط BAکاربرد 
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شود، ری نمونه تک گره در سطوح مختل ف   یم‌القا  کالوس

2، 0-D    در مقایس  ه ب  ا ری نمون  ه برگ  ی در الق  ا  ک  الوس‌

‌القا  ک الوس  BAچند با اف ودن  موفقیت چندانی نداشته هر

 (.3و  2ی ها شک اف ایش یافت )
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 گره‌ی ‌و‌برگ‌یها‌نمونه‌ریز‌کالوس‌تشکیل‌روی‌بر‌D-‌2،‌9مختلف‌سطوح‌تأثیر‌-‌3شکل

Figure 1. Effect of different levels of 2, 4-D on callus induction of leave and single node explants 
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 گره‌ی 

Figure 2. Effect of different levels of 2, 4-D and 2mg/l BA on callus induction of leave and single node 

explants 
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‌و‌برگ‌یها‌نمونه‌ریز‌کالوس‌تشکیل‌بر‌ BA)‌آدنین‌بنزیل‌لیتر‌بر‌گرم‌میلی‌چهار‌همراه‌به‌D-‌2،‌9مختلف‌سطوح‌تأثیر‌-‌1شکل

 گره‌ی 

Figure 3. Effect of different levels of 2, 4-D plus 4mg/l BA on callus induction of leave and single node 

explants 
 

 یه ا  غلظت همراه به BA لیتر در گر  میلی 0 غلظت در

 برگ ری نمونه برای کالوس تعداد بیشتری  D-0 ،2 مختلف

 آم د  دس ت  ب ه  1/4و 2/4 یها غلظت در ترتیب به گره یک و

 (.3 )شک 

ی ه ا  غلظ ت ب ه هم راه   ‌Kinنتایج مقایسه می انگی  تیم ار   

در  D-0 ،2نش  ان داد ک  ه اف   ایش غلظ  ت  D-0 ،2مخلت  ف 

‌سبب کاهش القا  کالوس‌Kinگر  در لیتر  حضور یک میلی

 در ه  ر دو ری نمون  ه برگ  ی و ت  ک گ  ره ش  د. تف  اوتی در      

برگ و تک گره در هیچ ک دا  از س طوح   ‌می ان القا  کالوس

2، 0-D   در حض   ورKin‌     (.0مش   اهده نش   د )ش   ک  

Rani et al. (2001 ) ی ری هیپرس ی  از   گ ان دازه منظ ور    ب ه

ی  مح یط کش ت   ت ر  مناسبای گ  راعی،  یشهشکشت درون 

ح اوی   MSبرای استقرار کالوس گ  راعی را محیط کش ت  

 D-0 ،2گ ر  در لیت ر    یل ی مو دو ‌Kinگر  در لیت ر   یلیمیک 

 گ ارش کردند.

، اگرچ ه اف  ایش   Kinگ ر  در لیت ر    در غلظت دو میلی

در ه  ر دو ‌باع  ث اف   ایش الق  ا  ک  الوس   D-0 ،2لظ  ت غ

ری نمونه برگ ی و ت ک گ ره ش د، ول ی ای   اف  ایش الق ا          

دار نبود. بیش تری  تع داد ک الوس در ری نمون ه      معنی‌کالوس

 D-0 ،2گ ر  در لیت ر    یلیم 3/4برگ و یک گره در حضور 

 (.  2بود )شک  

ی ه  ا کنن  ده تنظ  ی  ک  نش ب  ره نت  ایج مقایس  ه می  انگی  

توکنینی و اکسینی نش ان داد ک ه تع داد ک الوس در تیم ار      سی

با برخ ی از تیماره ایی    D-0 ،2گر  در لیتر  میلی 3/4حاوی 

کنن ده رش د س یتوکنینی هس تند، اخ تلا        که ح اوی تنظ ی   

ی رش  د ه  ا کنن  ده داری ن  دارد و تنه  ا اف   ودن تنظ  ی   معن  ی

سیتوکنینی به همراه اکس ینی موج ب اف  ایش ان دک تع داد      

داری از  یمعن  ک ه تف اوت    ط وری  شده است، بهکالوس  القا 

ای     رس د  یب ه نظ ر م    نظر آماری ایجاد نشده است. بن ابرای   

کنن ده   تنظ ی  ب ه اس تفاده از    یازی  نالق ا  ک الوس   جهت گیاه 

 ریمق  اد حض  ورب  ه  ت  وان یم   ام  ر را  ی  ا ن  دارد،  یتوکنیس  

 و نس بت داد   نمونهیر ینیتوکنیسکننده رشد  ی تنظی زا درون

بیش  تر  یه  ا از غلظ  ت اس  تفادهت  وان تنه  ا ب  ا   ینم  بن  ابرای  

الق  ا   را وادار ب ه   نمون ه یر ینیاکس  ی رش د  ه ا  کنن ده  تنظ ی  

ی ه ا  کننده  یتنظ رسد کاربرد یمبه نظر   ی. بنابراکرد‌کالوس

تع اد  م ورد    اه،ی  گی داخل   های یتوکنی با س یخارج  یاکس

در گ  راعی  را‌تحریک به القا  کالوس جهت ی نمونهر ازین

( در پژوهش  ی 2005) .Ayan et alس  ازد.  یم  ف  راه  
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بیشتری  وزن توده کالوس در تیماره ای  که مشابه نشان دادند

گ ر  در   و ی ک میل ی   D-0 ،2 گر  در لیت ر  حاوی یک میلی

Stefunova and Bezo (2001 )حاص  شد.  Kinلیتر 

در بهت ری  رش د ک الوس از نظ ر ان دازه      گ ارش کردند ک ه  

ب ه هم راه    Kinگ ر  در لیت ر    کشت حاوی یک میلی محیط

ی  در مح یط کش ت   چن ه و  D-0 ،2لیتر  گر  در یک میلی

گ ر    به هم راه ی ک میل ی    BAدر لیتر گر   حاوی یک میلی

 .Carolina et alآی  د.  یم  ب  ه دس  ت  D-0 ،2 در لیت  ر

( نتیجه گرفتند ک ه بیش تری  تولی د ک الوس در گ        2001)

گ ر    شده در حضور یک میل ی  کشت های ی نمونهرراعی از 

در ت اریکی   D-0 ،2گ ر  در لیت ر    و یک میل ی  BAدر لیتر 

 .آید یمدست  به
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 گره‌ی ‌و‌برگ‌یها‌نمونه‌ریز‌کالوس‌تشکیل‌بر‌‌Kinلیتر‌بر‌گرم‌میلی‌ی ‌همراه‌به‌D-‌2،‌9مختلف‌سطوح‌تأثیر‌-‌9شکل

Figure 4. Effect of different levels of 2, 4-D plus 1mg/l Kin on callus induction of leave and single 

node explants 
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Different levels of 2, 4-D plus 2mg/l Kin 
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 گره‌ی ‌و‌برگ‌یها‌نمونهریز‌کالوس‌تشکیل‌بر‌‌Kinلیتر‌بر‌گرم‌یلیم‌دو‌همراه‌به‌D-‌2،‌9مختلف‌سطوح‌تأثیر‌-‌5شکل

Figure 5. Effect of different levels of 2, 4-D plus 2mg/l Kin on callus induction of leave and single node explants 
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بیش  تری  وزن ت  وده ک  الوس را ری نمون  ه ت  ک گ  ره در 

ب ه هم راه    BAگ ر  ب ر لیت ر     یلیممحیط کشت حاوی چهار 

به خ ود اختص اد داد، ک ه از     D-0 ،2گر  بر لیتر  یلیم 1/4

نظر آماری با ری نمونه ت ک گ ره مح یط کش ت ح اوی دو      

 D-0 ،2 گر  بر لیت ر  یلیم 1/4به همراه  BAگر  بر لیتر  یلیم

ک ه دارای اخ تلا     داری نداشت، در صورتی یمعناختلا  

درص د ب ود. کمت ری      2داری با سایر تیمارها در س طح   یمعن

ی نمون  ه ب  رگ ب  ا تیم  ار ح  اوی دو روزن ت  وده ک  الوس در 

 D-0 ،2گر  بر لیت ر   یلیم 1/4به همراه  BAگر  بر لیتر  یلیم

 ا ک اربرد گ روه اکس ینی ش ام      (. ام  1مشاهده ش د )ج دو    

2، 0-D تواند در تحریک گیاه به س مت تولی د ک الوس     یم

 دی  تول یب  رای  ن  وع ری نمون  ه نی    چن   ه   تأثیرگ  ذار باش  د. 

ب ه س طوح    ت وان  یم ندارند، علت را یکسانی ییکالوس توانا

 ک ه   ینسبت داد و ا ها ی نمونهر یدرون ی رشدها کننده تنظی 

‌القا  ک الوس استعداد  با زا درون رشد یها کننده تنظی  سطوح

 ب رگ نمون ه   یررس د   یمبه نظر . باشند یمرتبط م ها ی نمونهر

ب وده   ینیرش د اکس   کننده   یاز تنظ یتر غلظت متعاد  یدارا

ی ها شده است. طبق پژوهش‌القا  کالوس  یشتریکه باعث ب

 کی  مختل ف   ه ای  ی نمون ه متف اوت ر  یها پاسخ انجا  شده

 عل ت  کش ت،  طیمح   کی  در  ی رشدها کننده تنظی به  اهیگ

از  ه ا  ی نمون ه ر یدرون س لول  ژهی  و اتیاختلا  در خصوص

 زاد درون ی رش  ده  ا کنن  ده تنظ  ی  س  طوح ژن و انی  ب  ی  قب

شی پژوه( در 2005) et al. Ayan .بستگی داردنمونه  یر

ای گ  راعی صورت گرف ت   مشابه که بر کشت درون شیشه

در تیماره  ای ک  الوس ت  وده نش  ان دادن  د ک  ه بیش  تری  وزن 

گر  بر لیت ر   یلیم و یک D-0 ،2 گر  بر لیتر یلیم یکحاوی 

Kin   .حاص  ش دBezo and Stefunova (2001 در )

بهت ری  رش د    پژوهشی که روی باززایی گ  راعی انجا  ش د، 

گ ر    یل ی م در محیط کشت ح اوی ی ک  از نظر اندازه کالوس 

ب ه می  ان    D-0 ،2یت ر  ب ر ل گر   یلیم به همراه یک Kinبر لیتر 

 به همراه یک BAبر لیتر  گر  یلیم یکی  چن ه درصد و  14

 درصد نشان دادند. 2/12به می ان  D-0 ،2گر  بر لیتر  یلیم

 از ک الوس ی تولید شده ها شاخسارهنتایج مقایسه میانگی  

گ  راعی، نشان داد که بیشتری  طو  شاخس اره تولی د ش ده    

 2/4به همراه  BAر  بر لیتر گ یلیم 1در محیط کشت حاوی 

داری  حاص  شد، ک ه اخ تلا  معن ی    Kinگر  بر لیتر  یلیم

 BA ،2/4گ  ر  ب  ر لیت  ر  یل  یم 2/4ح  اوی مح  یط کش  ت ب  ا 

 ،Kinگ ر  ب ر لیت ر     میل ی  2/4به همراه  BAگر  بر لیتر  یلیم

 Kinگر  ب ر لیت ر    میلی 1به همراه  BAگر  بر لیتر  یلیم 2/4

 Kinگ ر  ب ر لیت ر     میلی 1به همراه  BAگر  بر لیتر  یلیم 1و 

داری در  یمعن  نشان نداد، اما با سایر تیماره ا دارای اخ تلا    

 (.2درصد بود )جدو   2سطح 
‌

‌متراوت‌یها‌غلظت‌و‌گره‌ت ‌و‌برگ‌شامل‌مختلف‌های‌یزنمونهر‌در‌کالوس‌وزن‌متقابل‌اثرات‌میانگین‌مقایسه‌-‌3جدول

  ‌Kinو BA)‌سیتوکنینی‌و‌ D-2،‌9)‌اکسینی‌رشد‌یها‌کننده‌تنظیم
Table 1. Mean comparison of callus mass weight different explants of leaves and single node at 

different level of auxcin (2, 4-D) and cytokenin (BA and Kin) growth regulators 

‌کننده‌رشد‌سیتوکنینی‌تنظیم

‌گرم‌بر‌لیتر ‌)میلی

Cytokenin growth regulators 

(mg/l) 

‌)گرم ‌وزن‌توده‌کالوس

Callus mass weight (g) 

‌برگ

Leave 

 گره

Node  

2, 4-D (mg/l)‌2, 4-D (mg/l) 

‌0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.3 

 آدنی  بن ی 

BA 

0 0.050
ijk 

0.060
hij 

0.066
fgh 

0.040
jk 

0.063
ghi 

0.140
b 

2 0.010
i 

0.063
ghi 

0.120
c 

0.160
a 

0.130
b 

0.110
c 

4 0.073
lef 

0.070
efg 

0.050
ijk 

0.170
a 

0.110
c
 0.100

c
 

 کنیتی 

Kin 

1 0.030
k 

0.050
ijk

 0.050
ijk

 0.110
c
 0.100

c
 0.080

def 

2 0.090
d 

0.060
hij

 0.066
fgh

 0.070
efg

 0.083
de 

0.140
b
 

 نیستند. دار یمعن تفاوت دارای یکدیگر با درصد 2 احتما  حسط در دانک  یا دامنه چند آزمون اساس بر و آماری لحاظ از مشترک حرو  با های یانگی م

Numbers with the same letters were not statistically different at 5% probability level of Duncan's test. 
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 راعی‌گل‌در‌کالوس‌از‌شده‌باززایی‌شاخساره‌طول‌و‌تعداد‌صرات‌میانگین‌مقایسه‌-‌2جدول
Table 2. Mean comparison of regenerate’s number and length of shoot of Hypericum 

‌تیمار‌

Treatment 

‌شاخساره

Shoots‌

‌عدادت

Number 

 طول

Length (cm) 

0 0.02
f 1.33

c 
0.5 mg/l kin 1.54

b 1.66
bc 

1 mg/l kin 1.22
cd 1.33

c 
0.5 mg/l BA 1.15

de 2.33
abc 

0.5 mg/l BA + 0.5 mg/l kin 1.05
e 2.33

abc 
0.5 mg/l BA + 1 mg/l kin 1.75

a 2.33
abc 

1 mg/l BA 1.22
cd 1.66

bc 
1 mg/l BA + 0.5 mg/l kin 1.34

c 3.33
a 

1 mg/l BA + 1 mg/l kin 1.02
e 2.66

ab 
 نیستند. دار یمعن اوتتف دارای یکدیگر با درصد 2 احتما  سطح در دانک  جدید آزمون اساس بر و آماری لحاظ از مشترک حرو  با های یانگی م

Numbers with the same letters were not statistically different at 5% probability level of Duncan's test. 
 

تعداد باززایی شاخساره در محیط کش ت ب دون   کمتری  

نتایج مقایس ه می انگی    ی  چن ه حاص  شد. کننده رشد  تنظی 

خس اره در مح یط کش ت    ده د بیش تری  تع داد شا    یم  نشان 

گ ر  ب ر    میلی به همراه یک BAگر  بر لیتر  یلیم 2/4حاوی 

دس ت آم ده اس ت ک ه ب ا س ایر تیماره ا دارای         ب ه  Kinلیتر 

باش د. در ض م     یمداری در سطح پنج درصد  یمعناختلا  

کنن ده   طو  شاخساره در محیط کشت ب دون تنظ ی   کمتری  

 (.2دست آمد )جدو   به رشد

 یه ا  کنن ده   یتنظ   و یمع دن  م واد  ،ییایمیش   فاکتورهای

  رش د  و ی ابی  یتما ب ر  م رثر  عوام    ی ت ر  مه    عنوان به رشد

 ؛Hagimori et al., 1980) ش  وند یم   ش  ناخته اهی  گ

Smith and Gould, 1989.) یس  لول کش  ت در،  

 یه ا  غلظ ت  و نوع لهیوس به مشابه طور به زایی یختر و رشد

 ه ا  آن  یب   متقاب    طرواب   و یاهی  گ رش د  یه ا  کنن ده  تنظی 

 توج ه  ب ا  (.Perez- Bermudez, 1983) شود یم کنتر 

  شاخس  اره تولی  د در ک  ه ش  ود یم   مش  اهده (2) ج  دو  ب  ه

 رش  د کنن  ده تنظ  ی  ک  اربرد نخس  ت راع  ی، گ    ک  الوس از

  دو  و اس  ت ال ام  ی شاخس  اره ب  اززایی جه  ت س  یتوکنینی

   آدن ی  بن ی    رش د  یه ا  کنن ده  تنظ ی   توا  استفاده که ای 

  آن از ک  دا  ه ر  ک اربرد  ب ه  نس  بت بیش تری  ت أثیر  کینت ی   و

 ج    ه  ا یتوکنی س   دارد. تنه  ایی ب  ه رش  د کنن  ده تنظ  ی  دو

 از شاخس اره  تولی د  ب رای  رش د  یه ا  کنن ده  تنظ ی   ی تر مه 

 در Karimi et al. (2014). ش وند  یم   محسوب کالوس

 گ    گی  اه باف  ت کش  ت در ک  ه کردن  د گ   ارش پژوهش  ی

 بیش تری  تأثیر Kin به نسبت BAرشد کننده  تنظی انگشتانه

 بیش تری   نی    Ghazian Tafrishi et al. (2006) دارد.

 کش ت  مح یط  از را راع ی  گ    ک الوس  از شاخس اره  تعداد

 گ ر   یل ی م ی ک  همراه به NAA لیتر بر گر  یلیم یک حاوی

 حاض ر  پ ژوهش  با ها پژوهش ای  کردند. گ ارش Kin لیتر بر

 دارد. مطابقت Kin رشد کننده نظی ت از استفاده لحاظ از

ی ه ا  غلظ ت نتایج مقایسه میانگی  اث ر مح یط کش ت ب ا     

ی ه ا  غلظ ت ، نش ان داد ک ه   IBAکننده رشد  مختلف تنظی 

داری ب ر تع داد    یمعن  ت أثیر   IBAکننده رش د   متفاوت تنظی 

کننده رشد ب ر   ی مختلف تنظی ها غلظتیشه نداشت. اما اثر ر

تری  طو  ریشه در غلظ ت ی ک   طو  ریشه نشان داد که بیش

 8/4دس ت آم د، ک ه ب ا غلظ ت       ب ه  IBAگ ر  ب ر لیت ر     یلیم

درص د نش ان    2داری در س طح   یمعنگر  بر لیتر تفاوت  یلیم

 داری  یمعن  ن  داد، ول  ی ب  ا س  ایر تیماره  ا دارای اخ  تلا     

ی  ب ی  اف  ایش ط و  ریش ه ب ا اف  ایش غلظ ت        چن   ه بود. 

مش اهده ش د، ب دی      رابطه مستقیمی IBAکننده رشد  تنظی 

کننده رش د، ط و  ریش ه     صورت که با اف ایش غلظت تنظی 

 (.3جدو  ) نی  اف ایش یافت
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 راعی‌گل‌شاخساره‌از‌ریشه‌طول‌و‌تعداد‌میانگین‌مقایسه‌-‌1جدول

Table 3. Mean comparison of root’s number and length of Hypericum 

‌ لیتر‌بر‌گرم‌میلی)‌‌IBAرشد‌کننده‌تنظیم

Growth regulators (mg/l) 

‌ریشه‌عدادت

Root number 

‌متر ‌)سانتی‌ریشه‌طول

Length root (cm) 

0 2
a 

0.5
c 

0.2 2.1
a 

0.59
c 

0.4 2.3
a 0.79

bc 
0.6 2.5

a 0.87
bc 

0.8 2.6
a 1.2

ab 

1 2.4
a 1.4

a 

 نیستند. دار یمعن تفاوت دارای یکدیگر با درصد 2 ا احتم سطح در دانک  جدید آزمون اساس بر و آماری لحاظ از مشترک حرو  با های یانگی م

Numbers with the same letters were not statistically different at 5% probability level of Duncan's test. 
 

 رشد یها کننده تنظی  معمو  طور به که جایی آن از

 نظر به دارند، تأثیر زایی یشهر یها سرآغازه تولید در اکسینی

 اف ایش توانایی ای ، از بیش IBA کاربرد می ان که رسد یم

 غلظت با تری  که یا گونه به ندارد را زایی یشهر سرآغازه

 جدید های یشهر تولید کاهش برای آغازی ،IBA از

 ریشه طو  اف ایش IBA غلظت اف ایش با اما باشد. یم

 شده حاص  اف ایش ای  دلی  به احتما ً که شد مشاهده

 گ  یها شاخساره که دهد یم نشان پژوهش ای  نتایج است.

 ریشه تولید به قادر راحتی به اکسی  حضور بدون راعی

 رشد های کننده تنظی  به نیازی ریشه تولید برای و باشند می

 رشد یها کننده تنظی  از استفاده ضم  در ندارند. بیرونی

 رد آمده دست به نتایج نیست. صرفه به مقرون زا برون

 داشت. مطابقت ها یشآزما سایر نتایج با حاضر پژوهش

Carolina et al. (2001) دست به یها جوانه ندداد نشان 

 بدونMS ½  کشت محیط در راعی گ  باززایی از آمده

Pretto and Santarem شدند. دار یشهر رشد کننده تنظی 
 

 گ  های شاخساره از ریشه تولید که کردند عنوان (2000)

  عد  و حضور در  MS ½و MS کشت محیط رد راعی،
 

‌است. یکسان IBA حضور

‌گیری‌نتیجه
 باززایی بر گذار تأثیر عوام  بررسی با تحقیق ای  در

 رشد یها کننده تنظی  غلظت و نوع ری نمونه، نظیر

 کالوس تعداد بیشتری  که داد نشان پژوهش های گیاهی،یافته

 گر  میلی 3/4 یحاو تیمار در برگ ری نمونه تعداد نظر از

 نظر از کالوس تعداد بیشتری  شد. حاص  D-0 ،2 لیتر در

 کشت محیط در گره تک ری نمونه را کالوس توده وزن

 در گر  یلیم 1/4 همراه به BA لیتر در گر  یلیم 2 حاوی

 تعداد بیشتری  همچنی  داد. اختصاد خود به D-0 ،2 لیتر

 کالوس از شده تولید شاخساره طو  بلندتری  و شاخساره

 لیتر در گر  میلی یک حاوی کشت های یطمح در ترتیب به

BA لیتر در گر  میلی 2/4 همراه به Kin گر  میلی 2/4 و 

 حاص  Kin لیتر در گر  میلی یک همراه به BA لیتر در

 یها شاخساره داد نشان تحقیق ای  نتایج مجموع در شدند.

 رشد های هکنند تنظی  به نیازی ریشه تولید برای راعی گ 

 ندارند. بیرونی
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Abstract 

Background and Objectives 
Hypericum perforatum L. (St. John’s wort) has received considerable interest worldwide due to 

its biochemical characteristics and unique secondary metabolites. In particular, aromatic 

polycyclic diones, such as hypericin and pseudohypericin have an interest as their antiviral, 

anticancer and antidepressant activities. To date, field grown plant material has generally been 

used for commercial St. John’s Wort production but the quality of these products may be affected 

by different environmental conditions, pollutants, fungi, bacteria, viruses, and insects which can 

alter the concentration of medicinal metabolites. In vitro systems have been reported as an 

effective tool for the development of genetically uniform plants. In order to approach optimal 

micropropagation of Hypericum perforatum, it is necessary to optimize shoot proliferation stage 

in in vitro culture. 

Materials and Methods 
In the present study, at 2015-2016, in vitro regeneration of Hypericum perforatum L. using 

different plant growth regulators on MS media has been developed. Callus was induced from 

leaves and shoots explants of St. Johns wort on MS medium containing different levels of growth 

regulator (0, 2 and 4 mg/l BA; 1 and 2 mg/l Kin plus 0.1, 0.2 and 0.3 mg/l 2,4-D) in a factorial 

experiment with completely randomized design in three replications. To shoot induction, an equal 

size of formed callus was separated and evaluated on MS media containing BA (0, 0.5 and 1 

mg/l) and Kin (0, 0.5 and 1 mg/l). The shoots with terminal node were used on MS media 

containing IBA (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1 mg/l) to root induction.  

Results 
After 4 weeks, callus and shoot/root induction of explants was measured. Data analysis indicated 

that leaf explants produced higher callus mass than single node explant. In leaf explants 2, 4-D 

increment had no significant effect on callus mass induction while in single nodes, callus induction 

increased as 2, 4-D increased. In presence of BA, callus induction from both explants increased 

with 2, 4-D concentration raising. Single node explants produced highest mass of callus in media 

containing 2 mg/l BA plus 0.1 mg/l of 2, 4-D. The highest number of shoots and the longest shoot 

were achieved in presence of 1 mg/l BA with 0.5 mg/l Kin and 0.5 mg/l BA plus 1 mg/l Kin.  

Discussion 
Theresults revealed that different explants can be used to achieve high regeneration efficiency 

using different levels of growth regulators. Also, it seems that external growth regulators are not 

essential in Hypericum branch for rooting. 
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