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 زایی گیاه گل راعی بومی ایران ای برای کالوسسازی شرایط کشت درون شیشهبهینه

(Hypericum perforatum L.) 

 

 سعادت یعل یوسف ی؛کلانتر یامکس یزی؛عز یدعبدالله پور؛ مج یزهمن

10.22067/jhs.2021.59629.0DOI:  

 چکیده

و  باشد که در درمان افسرردگی ترین گیاهان دارویی می( یکی از مهم.Hypericum perforatum Lگل راعی )

زایی در گیراه گرل راعری در شررای      سازی کالوسشود. این تحقیق با هدف بهینهبه کار برده می سردردهای عصبی

 زایی در گیاه گل راعری برومی ایرران   ای انجام گردید. به منظور مطالعه و بررسی وضعیت کالوسکشت درون شیشه

. ریرز  شرد ای ایرن گیراه اسردهاده    های درون شیشههای برگ و ساقه حاصل از شاخسارهاز ریز نمونه شهر( )توده آزاد

 Kinو  BAگرم در لیدر( همراه با دو نرو  سریدوکینین   میلی 1و  25/0 ،5/0) D-2,4های مخدلف ها در غلظتنمونه

ها در ریزنمونه برگ کشت شدند. کالوس NAAگرم در لیدر گرم در لیدر( و نیز غلظت یک میلیمیلی 1و  5/0، 2/0)

گررم در لیدرر   میلری  25/0در تیمارهای گرم(  30/2)تر کالوس در شرای  تاریکی رشد بیشدری داشده و بیشدرین وزن

2,4-D گرم در لیدر + یک میلیKin  2,4گرم در لیدر میلی 5/0و-D  گررم در لیدرر   + یک میلریBA    .بدسرت آمرد

ها اثر نور )تاریکی ای شدن کالوسشدند. به منظور کندرل قهوهای قهوه پس از مدت کوتاهی بدست آمدههای کالوس

غلظرت   4و  (B5هرای محری    با ویدامین MSو محی  کشت  MS)محی  کشت  و روشنایی ضعیف(، محی  کشت

زایری و  ثری بر کالوسروشنایی ا .گرم در لیدر( مورد بررسی قرار گرفتمیلی 200و  100، 50، 0ونیل پیرولیدین )پلی

منجر به کندررل  ونیل پیرولیدین پلیاسدهاده از  .ها گردیدها نداشت ولی موجب کاهش رشد آنای شدن کالوسقهوه

در غلظت گرم(  10/4)ها را بهبود بخشید و بیشدرین وزن تر کالوس ها نشد اگرچه رشد کالوسای شدن کالوسقهوه

 آمد.  دستهریزنمونه برگ ب و درولیدین ونیل پیرپلیگرم در لیدر میلی 100

 ونیل پیرولیدینپلی، ای شدنهای رشد، قهوهزایی، تنظیم کننده: گل راعی، کالوسهای کلیدیواژه
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 مقدمه

ریزی صحیح، مدیریت و برنامه ،های مناسب کاشتمصرف گیاهان دارویی بدون توسعه روش رشدروند رو به 

 هایاست که کاربرد یوتکنولوژیمهم ب یهابخش از یکیاهد داشت. کشت بافت پیامد تخریب طبیعت را در بر خو

 یبرا نقطه عطهی یاهیاست. کشت بافت گ یقابل بررس یمخدله هایاز جنبه ییدارو یاهانگ ینهمخدلف آن در زم

خاص را با  ییودار یباتترک تواناز این طریق می و است کرده یجادارا  یدمه یهثانو یتهزاران مدابول یدکندرل تول

ورزی بیوسندز اسدهاده از این تکنیک امکان دست ،افزون بر این(. 2) نمود یدسالم تول یاهبالاتر از گ یامشابه  یسرعد

ایران با (. 16سازد )میرا در مقایسه با گیاهان کامل ممکن  هاتکثیر ریزنمونههای ثانویه و افزایش کارایی مدابولیت

علت به د که در حال حاضر باشمی مخدلف داروییهای دنو  جز مراکز مهم اندشار گونهوسعت زیاد و آب و هوای م

منابع  این اند، بنابراین شناسایی و حهاظت،در خطر انقراض قرار گرفدهها رویه، بسیاری از آنبرداشت نادرست و بی

هظ و تولید گیاهان دارویی و مواد تواند در زمینه حهای کشت بافت می. اسدهاده از تکنیکژندیکی امری ضروری است

  مؤثره آن مهید واقع گردد.

خررانواده  ارزشررمند و مهررم یرریدارو یاهررانگ از Hypericum perforatum L. یبررا نررام علمرر  یگررل راعرر

Hypericaceae گزارش  یرانا درکنون گونه آن تا 19ه در جهان دارد که گون 469از  یشب یجنس گل راع .باشدمی

(، یپریسینو سودوه یپریسین)ه هایاندروننهدود جملهاز  یمهمیه ثانو یتمدابول دارای یگل راع یاه(. گ7،1شده است )

 یلپدانسر  یرل (.  بره دل 22)باشرد  میها یدها و فلاونوئ(، زاندونیپرفوریندهآو  یپرفورین) ه هاینولفلورو گلوگس یلآس

 یراه گ ینحاصله از ا یباتترک یاکنون تقاضا برا دگیویژه افسربهمهم  هاییماریاز ب یدر درمان برخ این گیاه یبالا

تواند برای بیوسندز تولیدات طبیعی این گیاه مانند هیپریسین مهید باشد القای کالوس می(. 15(در حال افزایش است 

 (. 3گردد )های ثانوی گیاه گل راعی در سطح وسیع فراهم میو از این طریق امکان تولید مدابولیت
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هرای رشرد گیراهی و شررای      وژندیک کشت بافت گل راعی وابسده به نو  و غلظت تنظیم کنندههای مورفپاسخ

های مخدلف مانند برگ، ساقه، هیپوکوتیل و قطعات گرره بره   نوری دارد. برای تولید کالوس در گل راعی از ریزنمونه

ی القا کالوس در گل راعی ترکیب اکسین و سیدوکینین برا( اسدهاده شده است. 17) MSطور معمول در محی  کشت 

و نهدرالین اسردیک    2(Kin، کینیدرین )  D-2,4 1های رشد ( از تنظیم کننده25ی و همکاران )توس (.8مهید می باشد )

های نمونهزایی ریزکالوس (21ساندارم ) پرتدو وند. اهزایی در گل راعی اسدهاده کردبرای القای کالوس 3(NAAاسید )

شررای   هرر دو   در inKیرا   4(BAبنزیل آمینو پورین )به همراه  D-2,4حاوی  MSت برگ گل راعی در محی  کش

زایی در گرل راعری برومی    ( کالوس زایی و شاخه12قاضیان تهریشی و عزیزی ). اندگزارش نمودهروشنایی و تاریکی 

دار کالوس از نظرر وزن در  ها نشان داد که بیشدرین مقایران توده اردبیل را مورد بررسی قرار دادند. ندایج آزمایش آن

بدست آمد. کشت ریزنمونره   D-2,4گرم در لیدر میلی 25/0به همراه  Kinگرم در لیدر محی  کشت دارای یک میلی

هرا و  هرای کشرت دارای ترکیبری از اکسرین    محری  ای توده آذربایجان در های درون شیشهبرگی حاصل از گیاهچه

های به رنگ زرد و با نواحی مدراکم روز منجر به تشکیل کالوس 14حدود و در شرای  تاریکی، پس از ها سیدوکینین

 (.9قرمز رنگ شد )

بررای  های رشد گیراهی  سازی محی  کشت از نظر نو  و مقدار اسدهاده از تنظیم کنندهاین مطالعه با هدف بهینه

 ونیل پیرولیدینو ترکیب پلی شتمحی  کزایی گیاه گل راعی بومی ایران انجام گرفت. افزون بر این اثر نور، کالوس

(PVP)5 های تولید شده بررسی گردید.برای افزایش کیهیت کالوس 

 هامواد و روش

 زاییهای رشد بر کالوسکنندهنمونه و تنظیماثر ریز

                                           
Dichlorophenoxyacetic acid-2,4 1 

Kinetin 2 

Naphthaleneacetic acid (NAA) 3 

Benzylaminopurine (BA) 4 

(PVP) Poly Vinyl Pyrrolidone 5 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiGmcb365fRAhVPdlAKHfZhCT0QFggZMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPolyvinylpyrrolidone&usg=AFQjCNHKEBW4DZ_EqFz_UyEP1ioaEwu9Hg&sig2=4XHd2dAy_JiqymREn_hokw&bvm=bv.142059868,d.d24
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اسدهاده  توده آزاد شهراز بذرهای  گل راعی بومی ایران گیاه زایی دربه منظور مطالعه و بررسی وضعیت کالوس

زنی، بذرها به مدت سه روز با آب جاری زنی بذرهای گل راعی، برای تحریک جوانها توجه به کند بودن جوانهبشد. 

. برای درصد جهت ضد عهونی نیز در تحریک جوانه زنی موثر بود 60همچنین اسدهاده از وایدکس  شسدشو داده شدند

و  BAگرم در لیدر میلی 1/0دارای  MSکشت  در محی  ، بذرها پس از ضدعهونیهای برگ و ساقهریز نمونه تهیه

 . ندگردید کشت 1(IBAگرم در لیدر ایندول بوتریک اسدیک اسید )میلی 05/0

و  یلبه صورت فاکدور یشآزمازایی گل راعی، این های رشد بر کالوسبرای بررسی اثر ریز نمونه و تنظیم کننده

تیمارها شامل دو ریز نمونه )برگ و  انجام شد. در هر تکرار یزنمونهر 4تکرار و  4با  یدر قالب طرح کاملا تصادف

به طول ها طور کامل و قطعات ساقهها بهبرگ بودند. Kinو  BAدو سیدوکینین و  D-2,4های مخدلف غلظت ،ساقه(

های مخدلف صد آگار و غلظتدر 8/0رصد ساکارز، د 3دارای  MSدر محی  کشت گره  1-3 یدارا مدریساند5/1-1

2,4-D (25/0 ،5/0  همراه با دو نو  سیدوکینین میلی 1و )گرم در لیدرBA  وKin (2/0 ،5/0  میلی 1و )گرم در لیدر

های کشت کشت گردیدند. تیمار شاهد فاقد تنظیم کننده رشد بود. نمونه NAAر گرم در لیدو نیز غلظت یک میلی

های کشت قبل از محی  pH. مندقل شدند یکیتار ی گراد در شراساندی درجه 25±2 یاتاقک رشد با دماشده به 

گراد با درجه ساندی 121های کشت توس  اتوکلاو در دمای تنظیم گردید و ضدعهونی محی  7/5±1/0اتوکلاو، روی 

روز  20هر  یدر فواصل زمانها ریز نمونهکشت باز دقیقه صورت گرفت. 15کیلوگرم در مدر مربع به مدت  5/1فشار 

 یوزن تر کالوس بررس و حجم یی،زاوسدرصد کال زایی،هشت ههده پس از کشت تعداد روز تا کالوسانجام شده و 

حجم  شد.زایی مشاهده گردید، تعیین ها کالوسهایی که در آنزایی بر اساس درصد ریز نمونهکالوسدرصد  شد.

و وزن تر نیز با اسدهاده از ترازوی با و  با اسدهاده از کاغذ ملیمدری های حاصل با اندازه گیری ابعاد کالوسکالوس

 مشخص گردید. 001/0دقت 

شدند دو احدمال برای آن در نظر گرفده ای پس از مدتی قهوهآزمایش این های تولید شده در که کالوساز آنجایی

 های گل راعیکالوس و اندام -2ها ناشی از محی  کشت و یا شرای  نوری باشد. ای شدن کالوسقهوه -1 :شد

                                           
Indolebutyric acid (IBA) 1 
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های ای در اندامباشند و مواد فنلی در معرض هوا اکسیده شده و باعث ایجاد رنگ قهوهسرشار از ترکیبات فنلی می

ها به شرح ای شدن و بهبود کیهیت و رشد در کالوسهای تکمیلی برای کندرل قهوهبنابراین آزمایششود. گیاه می

 زیر انجام گرفت.

 زاییبر کالوسو محیط کشت اثر نور 

های محی  همراه با ویدامین MSو  MS) و محی  کشتبرای بررسی اثر شرای  نوری )روشنایی و تاریکی( 

 یزر 5تکرار و  4با  یدر قالب طرح کاملا تصادف یلبه صورت فاکدور یشیآزمازایی گل راعی، بر کالوس (B5کشت 

به ندایج آزمایش قبلی، تیمارهای مناسب از با توجه . نمونه برگ و ساقه انجام شد یزدو ر یبرانمونه در هر تکرار 

های برگی تیمارهای زایی اندخاب شدند که در این آزمایش برای ریز نمونههای رشد برای القای کالوستنظیم کننده

گرم در لیدر میلی D  +5/0-2,4گرم در لیدر میلی Kin ،5/0گرم در لیدر میلی D  +1-2,4گرم در لیدر میلی 25/0

BA  2,4گرم در لیدر یلیم 1و-D  +2/0 گرم در لیدر میلیKin  +1/0 گرم در لیدر میلیNAA  و برای ریز

-2,4 یدرگرم در لیلیم یکو  BA یدرگرم در لیلیم یک + D-2,4 یدرگرم در لیلیم 25/0های ساقه تیمارهای نمونه

D + 2/0 یدرگرم در لیلیم Kin + 1/0 یدرگرم در لیلیم NAA محی  کشتاز یدند. اندخاب گرد MS  با ترکیب

B5 (11 )های محی  با ویدامین MS( و محی  کشت 17سکوگ )اهای توصیف شده توس  موراشیک و ویدامین

شرای  تاریکی و روشنایی ضعیف )دارای یک لامپ مهدابی  های کشت شده به اتاقک رشد باریزنمونهاسدهاده گردید. 

ههده پس شرو  کشت تعداد  12روز انجام گردید و  15ها در فواصل زمانی هر نمونهبازکشت ریزسهید( مندقل شدند. 

  گیری شد.و وزن تر کالوس اندازه ایی و حجمزروز تا القا کالوس، درصد کالوس

 زاییبرکالوس یرولیدینپ ونیلیپلاثر 

واد فنلی اسدهاده برای جذب مطور معمول که به باشدمی هافنلجاذب پلی ترکیب یکونیل پیرولیدین پلی

 4در این آزمایش از  هایی گل راعی،در کشت کالوس نای شدبرای کندرل قهوه(. 2008د )پیک کیونگ، گردمی

گرم در لیدر کازئین هیدورلیز شده اسدهاده میلی 100گرم در لیدر( به همراه میلی 200و  0 ،50 ،100) PVPغلظت 

یک میلی یاو  Kinگرم در لیدر یک میلی همراه با D-2,4گرم در لیدر میلی 25/0شد و اثر آن در دو سطح هورمونی 
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نمونه برگ و ساقه بررسی شد. این آزمایش به صورت طرح فاکدوریل و در قالب با اسدهاده از دو ریز BAگرم در لیدر 

روز  20هر  یاصل زمانها در فونمونهیزبازکشت رانجام شد.  در هر تکرار ریز نمونه 5و تکرار  4طرح کاملا تصادفی با 

همچنین و  و وزن تر کالوس زاییههده پس شرو  کشت تعداد روز تا القا کالوس، درصد کالوس 8و  یدانجام گرد

 شد. ثبت های حاصلای شدن کالوسمیزان قهوه

 های رشد مورد اسدهاده در این پژوهش از شرکت سیگما خریداری شد.تمام ترکیبات و تنظیم کننده

 هالیل دادهتجزیه و تح

 آماری افزار نرم توس  درصد 5 احدمال سطح در دانکن ای¬با اسدهاده از آزمون چند دامنه هاداده مقایسات میانگین

SAS .انجام شد 

 نتایج و بحث

 بومی ایران گل راعیزایی های رشد بر کالوستنظیم کنندهریز نمونه و اثر 

در سطوح  NAAو  D ،BA ،Kin-2,4های رشد گیاهی شامل هدر این مطالعه برای تولید کالوس از تنظیم کنند

در ای گل راعی های درون شیشههای برگ و ساقه گیاهچهزایی ریزنمونهها بر کالوسمخدلف اسدهاده شد و اثر آن

زایی، وزن و حجم زایی، درصد کالوسزمان آغاز کالوس واریانس، بر اساس ندایج تجزیهبررسی شد. شرای  تاریکی 

قرار گرفدند. القای کالوس در  و نو  ریزنمونه های رشدتحت تأثیر تنظیم کنندهدر سطح احدمال یک درصد ها وسکال

روز مشاهده شد. در این آزمایش بین  17تا  10جز تیمار شاهد بعد از تمام تیمارهای هورمونی مورد مطالعه به

ای رشد از نظر القای کالوس تهاوت چندانی مشاهده هساقه در سطوح مخدلف از تنظیم کننده های برگ وریزنمونه

. پاسخ مدهاوت (1)جدول  نشد ولی رشد کالوس در ریزنمونه برگ نسبت به ساقه از نظر وزن و حجم بهدر بود

 (. 13ریزنمونه به تولید کالوس در سایر گیاهان نیز گزارش شده است )

زایی گیاه گل راعی ضروری های رشد برای کالوسیم کنندهاسدهاده از تنظ ندایج این آزمایش نشان داد که

ثیر مثبت دارد و زمانی که مقدار زایی تأبر کالوس Kinو  BAدر ترکیب با سیدوکینین  D-2,4اکسین  باشد ومی
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2,4-D 2,4گذارد چرا که ها میبهدری بر رشد کالوس اثرها باشد یدوکینینکمدر یا مساوی با این س-D در غلظت-

به  D-2,4ها با غلظت بالای کند و سلولالا هم به عنوان محرک و هم بازدارنده تقسیم سلولی عمل میهای نسبدا ب

های قبلی در خصوص (. این ندایج مشابه با گزارش10گردد )مرحله رکود می روند که سبب عدم رشد کالوس می

 (.21) زایی گل راعی با اسدهاده از ترکیبات مخدلف اکسین و سیدوکینین استکالوس

و  داری داشتمعنیهای هورمونی مخدلف تهاوت ریزنمونه برگ و ساقه در تیمار حاصل ازوزن تر کالوس 

گرم در لیدر میلی D   +1-2,4گرم در لیدرمیلی 25/0بیشدرین وزن تر و حجم کالوس در ریزنمونه برگ و در تیمار 

Kin  2,4گرم بر لیدر میلی 5/0و نیز در غلظت-D  +5/0 گرم بر لیدر میلیBA 30/2دست آمد که به ترتیب به ،

-میلی 1مدر مکعب بود. کمدرین وزن تر کالوس در ریزنمونه برگ و ساقه در غلظت ساندی 1/1و  43/1گرم و  09/2

اند که رشد ( نیز گزارش کرده21پرتدو و ساندارم ) بدست آمد. NAAگرم در لیدر میلی 1و  D-2,4گرم در لیدر 

به تنهایی  D-2,4گیرد و های رشد مخدلف تحت تأثیر قرار میراعی به شدت به وسیله تنظیم کننده کالوس در گل

( در 12شود. قاضیان و عزیزی )ها بعد از سه ههده میندیجه مثبدی در تولید کالوس ندارد و باعث نکروزه شدن نمونه

تولید کالوس کاهش  ،NAAه با افزایش مقدار مطالعه بر روی گل راعی بومی ایران توده اردبیل نیز بیان کردند ک

ند که سیدوکینین خارجی مدابولیسم اکسین داخلی را بوسیله کاهش اه( گزارش کرد14) کیبر و اسچالر کند.پیدا می

دهد و سطوح بالای ایندول اسدیک اسید رشد سلول را با افزایش اکسیداز تغییر می-فعالیت آنزیم ایندول اسدیک اسید

 هایدر گونهشود. کالوس می هایکند که منجر به تکثیر سلولها القا میو مدعاقبا سندز پروتئین RNAساخت 

است از جمله گزارش شده .perforatum Hبرای تولید کالوس ندایج مدهاوتی نسبت به  Hypericumجنس  مخدلف

ین و سیدوکینین منجر به رشد ترکیب اکس محی  کشت دارای ای دراسدهاده از قطعات گره  H. brasilienseدر 

و تحت فدوپریود  B5یا  MSدر روی محی  کشت  NAAو  D-2,4ها نشده و رشد کالوس تنها در حضور کالوس

ایندول اسدیک اسید کشت دانهال در حضور در القای کالوس   H. erectumدر (. 5) استساعت بدست آمده  16

(IAA)1  وBA  (.72است ) گزارش شدهدر شرای  تاریکی 

                                           
)acetic acid (IAA-3-Indole 1 
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 . ایرانی بومی زایی گل راعیهای رشد بر کالوسکنندهریز نمونه و تنظیمنو  اثر  -1جدول 

Table 1- Effects of explant type and plant growth regulator on callus induction of Iranian H. perforatum. 

Plant Growth Regulator 

(mg l-1) 

های رشدتنظیم کننده  

Explant type 

 ریز نمونه

 

Days to callus 

induction 

زاییتعدار روز تا کالوس  

Callus 

induction (%) 

زاییدرصد کالوس  

Callus 

weight (g) 

 وزن کالوس

Callus volume 

(cm3) 

 حجم کالوس

0.5 2,4-D + 0.5 Kin 
Stem 10c* 100a 0.83g 0.40ef 

Leaf 10c 100a 1.13ed 0.90c 

0.25 2,4-D + 1 Kin 
Stem 10c 93.75a 1.14ed 0.99cb 

Leaf 10c 100a 2.30a 1.43a 

1 2,4-D+ 0.2 Kin + 0.1 NAA 
Stem 10c 100a 0.70h 0.34f 

Leaf 10c 100a 1.15ed 0.65d 

0.5 2,4-D + 0.5 BA 
Stem 10c 100a 0.82g 0.83c 

Leaf 17a 100a 2.09b 1.10b 

0.25 2,4-D + 1 BA 
Stem 10c 100a 1.38c 0.99cb 

Leaf 10c 100a 1.22d 0.59d 

1 2,4-D+ 0.2 BA + 0.1 NAA 
Stem 10c 100a 1.05ef 0.53ed 

Leaf 14b 100a 0.96f 0.33f 

1 2,4-D + 1 NAA 
Stem 14b 12.5b 0.08i 0 

Leaf 7d 18.7b 0.02i 0 

*Values followed by different letters are significantly different according to Duncan test at P ≤ 0.05. 

 . باشددرصد می 5ها بر اساس آزمون دانکن در سطح احدمال دار بین میانگینوجود تهاوت معنیعدم در هر سدون بیانگر مشدرک حرف وجود حداقل یک 

ه در الف و ب( و نقاط قرمز ک 1رنگ بوده و حالت فشرده داشدند )شکلکرمدر این مطالعه های تولید شده کالوس

که احدمالا به دلیل نبود  ها مشاهده نشد( در این کالوس3زایی گل راعی گزارش شده بود )مطالعات قبلی در کالوس

ای شدن گردیدند روز شرو  به قهوه 20تا  10 پس از های تولید شدهکالوس باشد.زایی مینور در طول مرحله کالوس

 تا 5/7 گل راعی شده ایقهوههای در کالوس یپریسینه یمحدو (18بر اساس گزارش نو و همکاران )ج(.  1) شکل 

 .دارند یاست که رشد بهدر هاییبیشدر از کالوس برابر 9
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،  Kinگرم در لیدر میلیD  +1-2,4گرم در لیدر میلی 25/0 دارای MSمحی  کشت  الف : کالوس حاصل از ریزنمونه برگ در -1شکل 

ای ، ج: قهوه BAگرم در لیدر میلی D  +1-2,4گرم در لیدر میلی 25/0 یدارا MSمحی  کشت ساقه در ب : کالوس حاصل از ریزنمونه 

 شدن کالوس.

Figure 1-a: Derived callus from leaf explant in supplemented MS media with 0.25 mg l-1 2,4-D + 1 mg l-1 Kin, 

b: Derived callus from stem explant in supplemented MS media with 0.25 mg l-1 2,4-D + 1 mg l-1 BA, c: 

Browning callus. 

 گل راعی بومی ایران زاییبر کالوسمحیط کشت و نور اثر 

نمونه با و هر دو ریز های رشدتنظیم کنندهر تمام سطوح های تولید شده گل راعی دکالوسدر آزمایش اول 

و محی  کشت ، در این راسدا آزمایش دیگری برای بررسی اثر نور ج( 1کل )ش ای شدندتدریج قهوهگذشت زمان به

بهدرین  ،ای شدن آن انجام گرفت. بر اساس ندایج آزمایش قبلگل راعی و کندرل قهوه برای بهبود کیهیت کالوس

و اثر  (2ل )جدو برگ و ساقه اندخاب شدندهای ریزنمونههای رشد برای القای کالوس در تیمارها از تنظیم کننده

روی  B5های محی  کشت همراه با ویدامین MSو محی  کشت  MSروشنایی، تاریکی و دو نو  محی  کشت 

 ها مورد بررسی قرار گرفت. زایی ریزنمونهکالوس

داری بین شرای  برگ و ساقه تهاوت معنی هایریزنمونه القای کالوس دربین  دست آمدهبر اساس ندایج به

وزن کالوس در ریزنمونه برگ و ساقه بین زایی و زمان القای کالوسوجود نداشت. ولی از لحاظ  روشنایی و تاریکی

ی در هر دو ریز نمونه در زمان کمدر القای کالوسدار مشاهده شد و ها در شرای  روشنایی و تاریکی تهاوت معنیتیمار

وجود نور در شرای  (. 3و  2جدول ) دندداشتاریکی در  رشد بهدریها کالوسصورت گرفده و همچنین  در تاریکی

 ج
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که سبب تغییر تعادل  دهدمیافزایش  را یدازاکس-یداس یکاسد یندولاای فعالیت آنزیم درون شیشه

  (. 14کند )و در ندیجه رشد کالوس کاهش پیدا می شدهاکسین/سیدوکینین درونی 

های تولید کالوس لیو (1)شکل  نده داشدرنگ بود و حالت فشردتاریکی کرم های تولید شده در شرای کالوس

ب(. در -الف 2رنگ بوده و حالت فشرده داشدند )شکل شده در شرای  روشنایی در هر دو ریز نمونه برگ و ساقه سبز

ها مشاهده شد که در تیمارهای تاریکی چنین نقاط قرمز شهاف روی کالوسدر شرای  روشنایی مرحله القای کالوس 

هایی که نقاط قرمز روشن بیشدری داشدند بعد از مدت تقریبا یک (. ریزنمونهج و د 2)شکل  شدنقاطی دیده نمی

ای شدن کرده و رشد چندانی نکردند. این نقاط قرمز رنگ معمولا به وجود ههده از محل این نقاط شرو  به قهوه

به این ندیجه رسیدند که  HPLCز ( با آنالی23و همکاران ) مولیناسیشود. هیپریسین یا آندوسیانین نسبت داده می

روی آن جوانه اولیه تولید شده تشکیل هایی که رنگی وجود دارد که بر روی کالوس هیپریسین فق  در نقاط سیاه

ها بیان باشند. همچنین آنها میراعی وجود دارد زاندونشود و تنها ترکیباتی که در کالوس کاملا تمایز نیافده گلمی

ها آندوسیانین وجود دارد که به های حاصل از این کالوسراعی و نیز در شاخهس تمایز یافده گلکردند که در کالو

( در بررسی 4شود ولی بون و همکاران )شود و گاه با هیپریسین اشدباه گرفده میشکل نقاط قرمز روشن مشاهده می

های حاصل را به ر، رنگ قرمز کالوسبا اسدهاده از ریز نمونه بذ Hypericumزایی ههت گونه جنس وسوضعیت کال

 هیپریسین نسبت دادند.

تهاوت  B5های دارای ویدامین MSو محی  کشت  MSالقای کالوس در هر دو ریز نمونه در دو محی  کشت 

های کنندههای مخدلف تنظیمهای برگ و ساقه در غلظتهای حاصل از ریزنمونهداری نداشدند. رشد کالوسمعنی

های حاصل از دو بهدر بود و وزن تر کالوس B5با ویدامین  MSنسبت به محی  کشت  MSشت رشد در محی  ک

 MSهای تشکیل شده از هر دو ریزنمونه برگ و ساقه در محی  کشت داری نشان دادند. کالوسمحی  تهاوت معنی

-میلی 5/0رم( در تیمار گ 2/3و در شرای  تاریکی رشد بهدری داشدند. بیشدرین وزن تر کالوس در ریز نمونه برگ )

 25/0گرم( در محی  کشت دارای  29/3و در ریزنمونه ساقه ) BAگرم در لیدر میلی D + 5/0-2,4گرم در لیدر 

 (.3و  2)جدول  حاصل شد BA گرم در لیدر میلی D  +1-2,4گرم در لیدر میلی
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 .ایرانبومی  راعیزایی ریزنمونه برگ گلبر کالوسمحی  کشت  نور واثر  -2جدول 

Table 2: The effect of light and media culture on callus induction of leaf explant in Iranian H. 

perforatum. 

Media 
 محی  کشت

Growth regulators 

)1-(mg l  
 های رشدتنظیم کننده

Light 
 نور

Days to callus 

induction 

 زاییتعدار روز تا کالوس

Callus induction 

(%) 
 زاییکالوس

Callus 

weight (g) 

 وزن کالوس

MS 

 

0.25 2,4-D + 1 Kin 
 

a + 17a 85b 0.005h 

MS 

 

0.25 2,4-D + 1 Kin 
 

- 14cb 100a 2.23c 

MS 

 

0.5 2,4-D + 0.5 BA 
 

+ 14cb 95a 1.93d 

MS 

 

0.5 2,4-D + 0.5 BA 
 

- 14cb 100a 3.2a 

MS 

 

1 2,4-D + 0.2 Kin + 0.1 

NAA 

+ 14.25b 95a 0.005h 

MS 

 

1 2,4-D + 0.2 Kin + 0.1 

NAA 
 

- 13.75cb 95a 1.73f 

MSB5 0.25 2,4-D + 1 Kin 
 

+ 17a 100a 0.008h 

MSB5 0.25 2,4-D + 1 Kin 
 

- 12.25d 100a 1.99d 

MSB5 0.5 2,4-D + 0.5 BA 
 

+ 17a 95a 0.25g 

MSB5 0.5 2,4-D + 0.5 BA 
 

- 13.5bcd 95a 2.64b 

MSB5 1 2,4-D + 0.2 Kin + 0.1 

NAA 

+ 14bc 100a 0.001h 

MSB5 1 2,4-D + 0.2 Kin + 0.1 

NAA 

- 12.5cd 95a 1.36e 

*Values followed by different letters are significantly different according to Duncan test at P ≤ 0.05.  

a +:Light, -:Dark 
 باشد. درصد می 5در سطح احدمال  ها بر اساس آزمون دانکندار بین میانگینحروف غیر مشابه در هرسدون بیانگر وجود تهاوت معنی *
a  ،تاریکی-+:روشنایی: 

راعی بومی  ها در گلنشان داد که شرای  تاریکی نسبت به روشنایی ضعیف برای رشد کالوس دست آمدهندایج به

کار نو  محی  کشت به دوهمچنین نداشت. ها ای شدن کالوسثیری بر قهوهایران بهدر است اگرچه این شرای  تأ

ای شدن نیز بر کندرل قهوه روز در آزمایش اول( 20روز در مقایسه با  15) ترکشت در فاصله زمانی کوتاهباز رفده و 

 نداشت.  ها اثریکالوس
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 .بومی ایران راعیگل ساقهزایی ریزنمونه اثر نور و محی  کشت بر کالوس -3جدول 

Table 3: The effect of light and media on callus induction of stem explant in Iranian H. perforatum. 

Media 

محی  

 کشت

Growth regulators 

)1-(mg l 

 های رشدتنظیم کننده

Light 

 نور

Days to callus 

induction 

 زاییتعدار روز تا کالوس

Callus 

induction (%) 

 زاییکالوس

Callus weight 

(g) 

 وزن کالوس

MS 0.25 2,4-D + 1 BA a+  12c 100a 2.44c 

MS 0.25 2,4-D + 1 BA - 13abc 90ab 3.29a 

MS 1 2,4-D+ 0.2 Kin + 0.1 NAA + 14a 90ab 0.53f 

MS 1 2,4-D+ 0.2 Kin + 0.1 NAA - 13.25ab 100a 1.21e 

MSB5 0.25 2,4-D + 1 BA + 14a 100a 2.75b 

MSB5 0.25 2,4-D + 1 BA - 12.5bc 95ab 2.89b 

MSB5 1 2,4-D + 0.2 Kin + 0.1 NAA + 14a 80b 0.6f 

MSB5 1 2,4-D + 0.2 Kin + 0.1 NAA - 12c 100a 1.6d 

*Values followed by different letters are significantly different according to Duncan test at P ≤ 0.05.  

a +:Light, -:Dark 
 باشد. درصد می 5در سطح احدمال  نکنها بر اساس آزمون دادار بین میانگینحروف غیر مشابه در هرسدون بیانگر وجود تهاوت معنی *
a  ،تاریکی-+:روشنایی: 

 زایی گل راعی بومی ایرانبر کالوس PVPاثر 

گررم در لیدرر   میلی 100پیرولیدون به همراه وینیل ای شدن کالوس از چهار غلظت مخدلف پلیبرای کندرل قهوه

هرای هیردروژنی آن ایرن    شود و بانرد سدهاده میبرای جذب ترکیبات فنلی ا PVPکازئین هیدرولیز شده اسدهاده شد. 

این ترکیب به محری  کشرت اضرافه     (. بنابراین برای جلوگیری از نکروزه شدن کالوس20کند )ترکیبات را جذب می

-های درگیر دربیوسندز پلیباشد که در بیان ژنها میاسید شود و کازئین هیدرولیز شده نیز یک منبع غنی از آمینومی

 (. 24نقش دارد )ها فنل

روز پس از کشت صورت گرفت و تهاوتی در  14تا  10های مورد اسدهاده القای کالوس در تمام تیمارها و ریزنمونه

رنگ و حالت فشرده های تولید شده سبز تا سبز کموجود نداشت. کالوس PVPهای مخدلف القای کالوس در غلظت

باعث بهبود رشد کالوس در ریزنمونه بررگ و سراقه شرده ولری      PVP(. ندایج آزمایش نشان داد که 3داشدند )شکل 

هرا احدمرالا ناشری از    ای شردن کرالوس  ها نداشت که بیانگر آن است که قهوهای شدن کالوسدر کندرل قهوه اثری
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ندوانست از این اکسیداسیون جلوگیری کند. بر خرلاف   PVPباشد چرا که اسدهاده از اکسیداسیون ترکیبات فنلی نمی

باعث جلوگیری از نکروزه شدن کالوس بره   PVPاضافه کردن یک گرم در لیدر   Cycas revoluta دایج حاضر درن

( . در 20ها در این محی  زنده و بافت نرم به رنگ سهید مایل بره زرد داشردند )  دلیل جذب مواد فنلی شده و کالوس

 (.6ای آن موثر بوده است )کشت درون شیشه برای موفقیت در PVPآلوئه ورا نیز اضافه کردن یک گرم در لیدر 

 

 

گرم در میلی D + 5/0-2,4ر گرم در لیدمیلی 5/0 دارای MSاز ریزنمونه برگ در محی  کشت  حاصلالف: کالوس سبزرنگ  -2شکل 
گرم میلی D + 1-2,4 رگرم در لیدمیلی 25/0 دارای MS، ب: کالوس سبزرنگ تولید شده از ریزنمونه ساقه در محی  کشت BA لیدر

 حاصل از روی کالوستشکیل شده ریزنمونه برگ، د: نقاط قرمز  حاصل ازروی کالوس  تشکیل شده، ج: نقاط قرمز BA ر در لید
 ریزنمونه ساقه.

Figure 2- a: Green derived callus from leaf explant in supplemented MS media with 0.5 mg l-1 2,4-

D + 0.5 mg l-1 BA, b: Green derived callus from stem explant in supplemented MS media with 0.25 

mg l-1 2,4-D + 1 mg l-1 BA, c: Formed red points on derived callus from leaf explant, d: Formed red 

points on derived callus from stem explant. 
 

+  D-2,4گرم در لیدر میلی 25/0در ریزنمونه برگ و در محی  کشت دارای  گرم( 1/4)کالوس  بیشدرین وزن تر

گرم( در 41/1آمد. کمدرین وزن تر کالوس ) بدستPVP ر گرم در لیدمیلی 100و در غلظت  BAگرم در لیدر میلی 1

 الف
 ب
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هرای  غلظت در و Kinگرم در لیدر میلی D  +1-2,4گرم در لیدر میلی 25/0و در محی  کشت دارای ریزنمونه ساقه 

میلری   100مورد اسدهاده غلظت  PVPهای (. بین غلظت4جدول ) حاصل گردید PVPمیلی گرم در لیدر  100و  50

 است.  ثرتر بودههای برگ و ساقه مؤنمونههر دو ریز در گرم در لیدر در بهبود رشد کالوس

مورد اسدهاده نیرز بسردگی    های رشددهنو  تنظیم کننها به بر رشد کالوس PVP آمده اثر تدسبر اساس ندایج به

القا در  BAگرم در لیدر میلی D  +1-2,4گرم در لیدر میلی 25/0دارد  که بین دو تیمار هورمونی به کار رفده غلظت 

ریزنمونه بررگ در  های حاصل از دهد که کالوسدست آمده نشان میست. مقایسه ندایج بها اثر بهدری داشدهکالوس 

بیشدرین وزن تر  PVPمحی  کشت فاقد  اند ولی دروزن تر بیشدری داشده BAی  کشت دارای محدر  PVPحضور 

صورت وجود و یرا عردم وجرود     ریزنمونه ساقه دررشد کالوس در که در حالی ،بوده است Kinدر محی  کشت دارای 

PVP  در محی  کشت دارایBA در  کنرد. را تاییرد مری  ها ندیجه آزمرایش اول  این یافده ،(4)جدول  بهدر بوده است

 به محی  کشت باعث بهبود رشرد کرالوس شرده اسرت     PVPهای قبلی در مورد گل راعی نیز اضافه کردن گزارش

 Dracaena) ای گیاهران دیگرر نیرز گرزارش شرده اسرت. در برامبو       در کشت درون شیشره  PVP(. اسدهاده از 26)

sanderianaگرم در لیدر  25/0کردن ضافه( اPVP ای شردن محری  کشرت و   ت باعث کندرل قهروه به محی  کش 

 (. 19) های سوماتیکی گردیده استتحریک رشد جنین
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 .گل راعی بومی ایران زاییبر کالوس PVP های مخدلفغلظت اثر -4جدول
Table 4: The effect of different concentrations of PVP on callus induction of Iranian H. perforatum. 

Growth regulator 

(mg l-1) 
های رشد تنظیم کننده

 گیاهی

Explant 
 ریز نمونه

PVP 
(mg l-1) 

ونیل پلی
 پیرولیدین

Days to callus 

induction 

 زاییتعدار روز تا کالوس

Callus induction 

(%) 

 زاییکالوس

Callus weight (g) 

 وزن کالوس

0.25 2,4-D + 1 Kin Stem 0 10.5e 100a 1.62gh 
 Stem 50 10.25e 100a 1.41h 
 Stem 100 10e 100a 1.41h 
 Stem 200 12.25cd 100a 1.53gh 
 Leaf 0 13.88a 97.5ab 3.01b 
 Leaf 50 12.67b 97.5ab 1.79fg 
 Leaf 100 14a 100a 3.18b 
 Leaf 200 13.5a 100a 2.29ed 

0.25 2,4-D + 1 BA Stem 0 10e 100a 2.26ed 
 Stem 50 10e 100a 2.4cd 
 Stem 100 10e 100a 2.46cd 
 Stem 200 10e 100a 2e 
 Leaf 0 10.25e 100a 2.22ed 
 Leaf 50 10.75cde 95b 2.34d 
 Leaf 100 11.25cd 97.5ab 4.1a 
 Leaf 200 11.5c 97.5ab 2.65c 

*Values followed by different letters are significantly different according to Duncan test at P ≤ 0.05. 
باشد.  درصد می 5ها بر اساس آزمون دانکن در سطح احدمال دار بین میانگینحروف غیر مشابه در هرسدون بیانگر وجود تهاوت معنی  

 

زایی های رشد گیاهی برای کالوسطور کلی ندایج حاصل از این مطالعه نشان داد که اسدهاده از تنظیم کنندهبه

زایی در این باشد و اسدهاده از ریزنمونه برگ برای دسدیابی به حداکثر کالوساعی بومی ایران ضروری میگیاه گل ر

ها به سرعت های گل راعی بومی ایران این است که کالوسهای کالوسباشد. یکی از ویژگیتر میگیاه مناسب

همراه با  MSاسدهاده از محی  کشت شوند و تغییر شرای  نوری از تاریکی به روشنایی ضعیف و ای میقهوه

ونیل ها نداشت. اسدهاده از ترکیب پلیای شدن کالوستأثیری بر کندرل قهوه B5های محی  کشت ویدامین

ها را ای شدن کالوسهای حاصل از ریز نمونه برگ شد ولی ندوانست قهوهپیرولیدین اگر چه باعث بهبود رشد کالوس

شود اثرات شرای  ای شدن کالوس گل راعی پیشنهاد میدست آمده، برای کندرل قهوهبر اساس ندایج به کاهش دهد.

ای شدن هتر و ترکیبات آلی مؤثر در کاهش میزان قهوهای کشت مدنو ، محی از نظر کیهیت و شدتنوری مخدلف 

 مورد بررسی قرار گیرد.
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گرم در میلی D  +1-2,4گرم در لیدر میلی 25/0محی  کشت دارای برگ در ریزنمونه  ازالف : کالوس سبز رنگ تولید شده  -3کل ش
گرم در میلی 25/0در محی  کشت دارای ریزنمونه ساقه  ازب: کالوس سبز رنگ تولید شده ، PVPمیلی گرم در لیدر  100 و BAلیدر 
در ریزنمونه ساقه در محی  کشت دارای  لوس: رشد کم کاج، PVPمیلی گرم در لیدر  100 و BAگرم در لیدر میلی D  +1-2,4لیدر 
در  ای شدن کالوس: عدم کندرل قهوهد، PVPمیلی گرم در لیدر  100 و Kinگرم در لیدر میلی D  +1-2,4گرم در لیدر میلی 25/0

 .PVPگرم در لیدر میلی 200غلظت 
Figure 3- a: Green derived callus from leaf explant in supplemented media 0.25 mg l-1 2,4-D + 1 mg 

l-1 BA and 100 mg l-1 PVP. b: Green derived callus from stem explant in supplemented media 0.25 

mg l-1 2,4-D + 1 mg l-1 BA and 100 mg l-1 PVP. c: Low growth of stem derived callus in 

supplemented media 0.25 mg l-1 2,4-D + 1 mg l-1 Kin and 100 mg l-1 PVP. d: Uncontrolled callus 

browning in 200 mg l-1 PVP.  
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Optimizing the in vitro culture for callus induction of Iranian St John's-wort 

(Hypericum perforatum L.) 

Abstract 

Introduction Hypericum perforatum L. is an important medicinal plant that used for 

depression treatment. In vitro regeneration has been successfully achieved for many 

Hypericum species from a range of explants sources with different growth regulators. 

Recent studies have demonstrated that in vitro culture is an option for multiplication of 

different Hypericum species. With consideration this notice that tissue culture can provide 

an affordable alternative method for propagation with high speed to production of intensive 

plant material as well as suitable materials for breeding programs of H. perforatum, the 

objective of this study was to investigate the effects of explant types (leaf and stem), plant 

growth regulators (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), Naphthalene Acetic Acid 

(NAA), Benzyl Adenine (BA) and Kinetin (Kin)), light (dark and weak light), media 

culture (MS medium and MS medium with B5 vitamins) and poly vinyl pyrrolidone (PVP) 

on callus induction in H. perforatum at in vitro culture condition.   

Materials and Methods For preparation of sterile plantlets, the seeds of Iranian H. 

perforatum (Azadshahr population) were cultured in 1.2 MS growth regulator free-media. 

For investigation the callus induction of Iranian H. perforatum the leaf and stem explants of 

in vitro obtained plantlets were used. Explants were cultured in different concentrations of 

2,4-D (0.2, 0.5 and 1 mg l-1) with two kinds of cytokines BA and Kin (0.2, 0.5 and 1 mg l-1) 

as well as 1 mg l-1 NAA. For browning control of calli the effects of light (dark and weak 

light), culture media (MS medium and MS medium with B5 vitamins) and four 

concentrations of poly vinyl pyrrolidone (0, 50, 100 and 200 mg l-1) were also surveyed.     

Results and Discussion Callus cultures could be used for cell suspension initiation, 

studying of their morphogenetic potential and screening of secondary metabolite profile. In 

present study the response of two H. perforatum explants (leaf and stem) to different levels 

and combinations of auxins and cytokinins were tested. The callus induction in both studied 

explants (leaf and stem) was just observed in supplemented media with plant growth 

regulators. The calli of leaf explants were showed better growth in dark and the highest 

callus fresh weight was obtained in 0.25 mg l-1 2,4-D + 1 mg l-1 Kin and 0.5 mg l-1 2.4-D + 

1 mg l-1 BA. Of the various concentrations and combination of growth regulators, the 

minimum response about callus induction was observed in the presence of 1 mg l-1 2, 4-D 

in combination with 1 mg l-1 NAA. The obtained calli got browning shortly after induction. 

The investigation of light effect on callus quantity and quality showed that not only light 

did not affect the callus induction and callus browning but also reduced the callus growth. 

The highest callus fresh weight was obtained in 100 mg l-1 poly vinyl pyrrolidone in leaf 

explant. Few species within the genus Hypericum have been used to produce callus. In H. 

perforatum seedling, different explants such as shoot apical meristem, stem segments and 

leaves were used for callus induction. In H. erectum callus induction was obtained by 

culturing seedlings in the presence of Indole Acetic Acid (IAA) and BA under darkness. 

The combination of cytokinins and auxins did not support callus growth of H. brasiliense 

and callus of nodal explants was only obtained in the presence of 2,4-D or NAA using 
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either MS or B5 medium. These differences among literatures can be due to different 

cultivars, culture conditions, explant type and medium composition. 

Conclusion The plant growth regulators are necessary for callus induction in Iranian H. 

perforatum and leaf is suitable for this purpose. The light intensity and poly vinyl 

pyrrolidone did not control the browning of of H. perforatum calli. 

Key words: Hypericum perforatum, callus induction, plant growth regulators, browning, 

poly vinyl pyrrolidone 
 


