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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), media culture (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 -
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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 
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 is 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. 

 
Keywords: Browning, Media culture, Medicinal plant, Plant growth regulators, Poly vinyl pyrrolidone  
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 مقاله پژوهشی

 19-30 ، ص.1405 بهار ، 1، شماره 40جلد 

 

 زایی گیاه گل راعی  ای برای کالوسسازی شرایط کشت درون شیشه بهینه

(Hypericum perforatum L. )  بومی ایران 

  3یوسف علی سعادت -1کلانتری  سیامک -*2عزیزی مجید -1 پورعبدالله هژمنی
 16/12/1395تاریخ دریافت: 

 16/01/1400اریخ پذیرش: ت

 

 چکیده
شود. این تحقیق باا باشد که در درمان افسردگی به کار برده میترین گیاهان دارویی می( یکی از مهم.Hypericum perforatum Lگل راعی )
زایی گیاه گل راعای منظور مطالعه و بررسی وضعیت کالوسبهای انجام گردید. زایی گیاه گل راعی در شرایط کشت درون شیشهسازی کالوسهدف بهینه
های مختلا  ها در غلظتای این گیاه استفاده شد. ریزنمونههای درون شیشههای برگ و ساقه حاصل از شاخسارهاز ریزنمونه )توده آزاد شهر(  بومی ایران

2,4-D  (25/0  ،5/0    همراه با دو نوع سیتوکینین  میلی 1و )گرم در لیتر( بنزیل آمینو پورینBA ) و( کینیتینKin )(2/0 ،5/0  و نیز میلی  1و )گرم در لیتر
ها در ریزنمونه برگ در شرایط تاریکی رشد بیشاتری داشاته و بیشاترین کشت شدند. کالوس (NAAنفتالین استیک اسید )گرم در لیتر غلظت یک میلی

-+ یک میلای D-2,4گرم در لیتر میلی 5/0و کینیتین گرم در لیتر + یک میلی D-2,4گرم در لیتر میلی  25/0گرم( در تیمارهای    30/2تر کالوس )وزن
اثار  ،هااای شدن کالوسمنظور کنترل قهوهبهای شدند. آمده پس از مدت کوتاهی قهوهدستههای بدست آمد. کالوسه  ببنزیل آمینو پورین  گرم در لیتر  

ونیال پیرولیادین غلظات پلی چهار( و B5های محیط با ویتامین MSو محیط کشت    MS)محیط کشت    نور )تاریکی و روشنایی ضعی (، محیط کشت
ولی موجا  کااه   ،ها نداشتای شدن کالوسزایی و قهوهگرم در لیتر( مورد بررسی قرار گرفت. روشنایی اثری بر کالوسمیلی  200و    100،  50،  صفر)

ها را بهبود بخشید و بیشاترین وزن تار اگرچه رشد کالوس ،ها نشدای شدن کالوسونیل پیرولیدین منجر به کنترل قهوهها گردید. استفاده از پلیرشد آن
 دست آمد.  ونیل پیرولیدین و در ریزنمونه برگ بهگرم در لیتر پلیمیلی  100گرم( در غلظت   10/4کالوس )

 
  محیط کشتای شدن، گیاه دارویی، قهوه، گیاهی های رشدکنندهتنظیم پلی وینیل پیرولیدون،: های کلیدیواژه

 

  1مقدمه
های مناس   مصرف گیاهان دارویی بدون توسعه روش  رشدبهروند رو 
ریزی صحیح، پیامد تخری  طبیعت را در بر  مدیریت و برنامه  ،کاشت

است    یوتکنولوژیمهم ب  یهابخ  از   یکیخواهد داشت. کشت بافت  
کاربرد  زم  هایکه  در  آن  جنبه   ییدارو   یاهانگ  ینهمختل    هایاز 
بررس  یمختلف   ی برارا    نقطه عطفی   ،یاهیاست. کشت بافت گ  یقابل 

 
گروه علوم باغبانی، دانشکده علوم و مهندسی کشاورزی، دانشگاه تهران،    -1

 کرج، ایران 
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تول متابول  یدکنترل  این   و   است  کرده  یجادا  یدمف  یهثانو  یتهزاران  از 
بالاتر از   یامشابه    یخاص را با سرعت  ییدارو   یباتترک  توانطریق می

بر این استفاده از  افزون.  (Azizi et al., 2002)  نمود  یدسالم تول  یاهگ
های ثانویه و افزای  ورزی بیوسنتز متابولیتامکان دست  ،این تکنیک
ریزنمونه   کارآیی ممکن  تکثیر  کامل  گیاهان  با  مقایسه  در  را  -ها 
و  .   (Kirakosyan et al., 2004)سازدمی زیاد  وسعت  با  ایران 
جزو آب متنوع  گونه  ءهوای  انتشار  مهم  دارویی های  مراکز    مختل  
رویه، بسیاری علت برداشت نادرست و بیبهد که در حال حاضر  باشمی
  از   بنابراین شناسایی و حفاظت اند،  در خطر انقراض قرار گرفتهها  از آن
است  این امری ضروری  ژنتیکی  تکنیک منابع  از  استفاده  های کشت  . 

تواند در زمینه حفظ و تولید گیاهان دارویی و مواد مؤثره آن  بافت می
   مفید واقع گردد.

راع نام علم  یگل  جمله   از  Hypericum perforatum L.  یبا 
مهم  ییدارو   یاهانگ و   .باشدمی  Hypericaceaeخانواده    ارزشمند 
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راع گل  که    469از    ی  ب  ی جنس  دارد  جهان  در  آن    19گونه  گونه 
است    یرانا  درتاکنون   شده   ,Azadi, 1999; Crockett)گزارش 

گ(2010 راع  یاه.    جمله از    یمهم یه  ثانو  یتمتابول  دارای  یگل 
سودوه   یپریسین)ه  هایانتروننفتود آس یپریسینو  فلورو   یل(، 
ه  هاینول گلوگس زانتونیپرفوریندهآو    یپرفورین)  فلاونوئ(،  و  ها یدها 
این   یبالا  یلپتانس  یلدلبه  .(Radusienea et al., 2005)  باشدمی
برخ  گیاه درمان  ب  یدر  افسردگیبهمهم    هاییماریاز  اکنون   ،ویژه 

برا ا  یباتترک  یتقاضا  از  حال    یاهگ  ینحاصل  است در    افزای  
(Kirakosyan et al., 2008)تواند برای بیوسنتز  . القای کالوس می

این طریق   از  و  باشد  مفید  هیپریسین  مانند  گیاه  این  تولیدات طبیعی 
های ثانوی گیاه گل راعی در سطح وسیع فراهم امکان تولید متابولیت 

 . (Bais et al., 2002)گردد می
و  پاسخ  نوع  به  وابسته  راعی  گل  بافت  کشت  مورفوژنتیک  های 

تنظیم تولید  کننده غلظت  برای  دارد.  نوری  و شرایط  گیاهی  های رشد 
ریزنمونه از  راعی  گل  در  ساقه، کالوس  برگ،  مانند  مختل   های 

گره   قطعات  و  کشت  بههیپوکوتیل  محیط  در  معمول    MSطور 
(Murashige & Skoog, 1962)   استفاده شده است. ترکی  اکسین

 Dias)باشد  می   کالوس در گل راعی مفید   ی و سیتوکینین برای القا

et al., 1998)  همکاران و  توسی   .(Tocci et al., 2010)   از
رشد  کننده تنظیم  )D-2,4  1های  کینیتین   ،Kin )2   استیک نفتالین  و 
اند.  زایی در گل راعی استفاده کرده برای القای کالوس 3( NAAاسید )

سانتارم   و  زایی کالوس   (Pretto & Santarem,  2000)پرتتو 
راعی  ریزنمونه  D-2,4حاوی    MSدر محیط کشت  را  های برگ گل 

در هر دو شرایط روشنایی   Kinیا   4( BAبه همراه بنزیل آمینو پورین )
نموده گزارش  تاریکی  عزیزی  اند.  و  و  تفریشی   Ghazian)قاضیان 

Tafrishi et al., 2006)   و شاخهکالوس بومی  زایی  راعی  زایی گل 
ها نشان  ایران توده اردبیل را مورد بررسی قرار دادند. نتایج آزمای  آن 

داد که بیشترین مقدار کالوس از نظر وزن در محیط کشت دارای یک 
لیتر  میلی در  همراه    Kinگرم  لیتر  میلی  25/0به  در  ه  ب  D-2,4گرم 

گیاهچه از  حاصل  برگی  ریزنمونه  کشت  آمد.  درون  دست  های 
محیطشیشه  در  آذربایجان  توده  از ای  ترکیبی  دارای  کشت  های 
و سیتوکینین اکسین  از حدود  ها  تاریکی، پس  در شرایط  و  روز    14ها 

کالوس تشکیل  به  قرمز  منجر  متراکم  نواحی  با  و  زرد  رنگ  به  های 
 .  (Farsad Akhtar et al., 2013)رنگ شد

سازی محیط کشت از نظر نوع و مقدار  این مطالعه با هدف بهینه
تنظیم  از  کالوس کننده استفاده  برای  گیاهی  رشد  گل های  گیاه  زایی 

 
1- 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
2- Kinetin 
3- Naphthaleneacetic acid (NAA) 
4- Benzylaminopurine (BA) 

افزون گرفت.  انجام  ایران  بومی  و راعی  کشت  محیط  نور،  اثر  این  بر 
های برای افزای  کیفیت کالوس  5( PVPونیل پیرولیدین )ترکی  پلی 

 شده بررسی گردید.تولید
 

 ها مواد و روش 
 زاییهای رشد بر کالوس کنندهاثر ریزنمونه و تنظیم

زایی در گیاه گل راعی بومی  منظور مطالعه و بررسی وضعیت کالوسبه
شهر(  ایران آزاد  از  ریزنمونهاز    )توده  حاصل  ساقه  و  برگ  های 

 MSشده این گیاه در محیط کشت  ای تولید های درون شیشه شاخساره 
لیتر  میلی  1/0دارای   در  ایندول میلی  05/0و    BAگرم  لیتر  در  گرم 

و  ها بهاستفاده گردید. برگ 6( IBAبوتریک استیک اسید ) طور کامل 
در محیط گره    1-3  یدارا  متریسانت  1-5/1به طول  ها  قطعات ساقه 

ساکارز،    3دارای    MSکشت   غلظت  8/0درصد  و  آگار  های درصد 
نوع میلی   1و    D  (25/0  ،5/0-2,4مختل    دو  با  لیتر( همراه  در  گرم 

گرم در لیتر( و نیز غلظت  میلی  1و    2/0  ،5/0)  Kinو    BAسیتوکینین  
میلی  لیتر  یک  در  تنظیم   NAAگرم  فاقد  شاهد  گردید.  کننده  کشت 

نمونه بود.  کشترشد  به  های  دماشده  با  رشد    درجه   25±2  یاتاقک 
های کشت قبل محیط  pH.  منتقل شدند   یکیتار  یطگراد در شراسانتی

روی   اتوکلاو،  محیط  7/5±1/0از  ضدعفونی  و  گردید  های  تنظیم 
دمای   در  اتوکلاو  توسط  سانتی  121کشت  با  درجه    5/1فشار  گراد 
مدت   به  مترمربع  در  گرفت.   15کیلوگرم  صورت  کشت  باز  دقیقه 

روز انجام شده و هشت هفته پس    20هر    یدر فواصل زمانها  ریزنمونه
وزن تر    و   حجم  یی،زاوسدرصد کال  زایی،از کشت تعداد روز تا کالوس

بررس فاکتور به   ی آزمااین    شد.  یکالوس  قال  طرح   یلصورت  در  و 
 نمونه انجام شد. یزر چهارتکرار و  چهاربا  یتصادف کاملاً

کالوسآنجاییاز تولیدکه  مدتی  های  از  پس  آزمای   این  در  شده 
شدندقهوه  شد:    ،ای  گرفته  نظر  در  آن  برای  احتمال  ای قهوه  -1دو 

کالوس باشدشدن  نوری  شرایط  یا  و  کشت  محیط  از  ناشی    -2  ،ها 
باشند و مواد  های گل راعی سرشار از ترکیبات فنلی میکالوس و اندام

قهوه رنگ  ایجاد  باعث  و  شده  اکسیده  هوا  معرض  در  در فنلی  ای 
میاندام گیاه  آزمای  های  بنابراین  کنترل  شود.  برای  تکمیلی  های 
کالوسقهوه  در  و رشد  کیفیت  بهبود  و  انجام  بهها  ای شدن  زیر  شرح 
 گرفت.
 

 زایی اثر نور و محیط کشت بر کالوس

برای بررسی اثر شرایط نوری )روشنایی و تاریکی( و محیط کشت بر 
تیمارهای  کالوس قبلی،  آزمای   نتایج  به  توجه  با  راعی،  گل  زایی 

 
5- Poly Vinyl Pyrrolidone (PVP) 
6- Indolebutyric acid (IBA) 

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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زایی انتخاب شدند  های رشد برای القای کالوسکننده مناس  از تنظیم 
گرم میلی  25/0های برگی تیمارهای ریزنمونهکه در این آزمای  برای 

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

D    +5/0  گرم در لیتر  میلیBA    2,4گرم در لیتر  میلی  1و-D    +2/0  
لیتر  میلی در  لیتر  میلی  Kin    +1/0گرم  در  برای    NAAگرم  و 

تیمارهای  ریزنمونه ساقه  لیلی م  25/0های  در    یک   +  D-2,4  یترگرم 
گرم یلی م  D  +  2/0-2,4 یترگرم در لیلی م   یکو    BA  یترگرم در لیلیم

انتخاب گردید. از محیط    NAA  یترگرم در لیلیم  Kin  +  1/0  یتردر ل
ویتامین   MS  کشت  ترکی   توصی  با  و های  موراشیک  توسط  شده 

با    MSو محیط کشت    (Murashige & Skoog, 1962) اسکوگ  
استفاده گردید.   B5  (Gamborg et al., 1968)های محیط  ویتامین 
کشت ریزنمونه روشنایی های  و  تاریکی  شرایط  با  رشد  اتاقک  به  شده 

ضعی  )دارای یک لامپ مهتابی سفید( منتقل شدند. این آزمای  در  
کاملاً طرح  با    قال   و   چهارتصادفی  شد.   ریزنمونه  پنجتکرار  انجام 
ریزنمونه هر  بازکشت  زمانی  فواصل  در  و    15ها  انجام گردید    12روز 

القا زایی کالوس، درصد کالوس  یهفته پس شروع کشت تعداد روز تا 
 گیری شد.و حجم و وزن تر کالوس اندازه

 
 زایی یرولیدین برکالوسپ ونیلیپلاثر 

پلی پلی جاذب  ترکی   یک  پیرولیدین  میفنل ونیل  بهها  که  طور  باشد 
 ,.Pick Kiong et al)گردد معمول برای جذب مواد فنلی استفاده می

هایی گل راعی،  ای شدن در کشت کالوس. برای کنترل قهوه (2008
گرم میلی  200و    PVP  (0  ،50  ،100غلظت    چهار در این آزمای  از  
شده استفاده  گرم در لیتر کازئین هیدورلیز میلی   100در لیتر( به همراه  

هورمونی   سطح  دو  در  آن  اثر  و  لیتر  میلی  25/0شد  در    D-2,4گرم 
با   BAگرم در لیتر  و یا یک میلی   Kinگرم در لیتر  همراه با یک میلی 

صورت بهاستفاده از دو ریزنمونه برگ و ساقه بررسی شد. این آزمای   
کاملاً قال  طرح  در  و  فاکتوریل  با    طرح  و    چهارتصادفی   پنجتکرار 

ر.  گردیدانجام    ریزنمونه زماننمونهیزبازکشت  فواصل  در    20هر    یها 
القا  ،هفته پس شروع کشت  هشتو    یدروز انجام گرد   ی تعداد روز تا 

 شد. یریگو وزن تر کالوس اندازه زاییکالوس، درصد کالوس
تجزیه    SAS 9.3های حاصل از آزمای  به وسیله نرم افزار  داده 

-ها با استفاده از آزمون چنددامنهو تحلیل آماری شدند و میانگین داده
 درصد مقایسه شدند.  5ای دانکن در سطح احتمال 

 

 نتایج و بحث
تنظیم  ریزنمونهاثر   کالوسکنندهو  بر  رشد  گل های  زایی 

 راعی بومی ایران

تنظیم  از  کالوس  تولید  برای  مطالعه  این  گیاهی کننده در  رشد  های 
در سطوح مختل  استفاده شد و    NAAو    D  ،BA  ،Kin-2,4شامل  
های درون  های برگ و ساقه گیاهچهزایی ریزنمونهها بر کالوساثر آن
شد.  شیشه  بررسی  تاریکی  شرایط  در  راعی  گل  نتایج   براساسای 

کالوس آغاز  زمان  واریانس،  کالوس تجزیه  درصد  و  زایی،  وزن  زایی، 
کالوس تأثیر  حجم  تحت  درصد  یک  احتمال  سطح  در  ها 

ریزنمونهکننده تنظیم  نوع  و  رشد  در    های  کالوس  القای  گرفتند.  قرار 
روز    17تا    10جز شاهد بعد از  تمام تیمارهای هورمونی مورد مطالعه به

آزمای  این  در  شد.  ریزنمونه  ،مشاهده  برگبین  در  و   های  ساقه 
تنظیم مختل   تفاوت  کننده سطوح  کالوس  القای  نظر  از  رشد  های 
نشد مشاهده  به    ،چندانی  نسبت  برگ  ریزنمونه  در  کالوس  رشد  ولی 

(. پاسخ متفاوت ریزنمونه  1جدول  ساقه از نظر وزن و حجم بهتر بود )
 Kalidass et)به تولید کالوس در سایر گیاهان نیز گزارش شده است 

al., 2010)  . 
تنظیم  از  استفاده  که  داد  نشان  آزمای   این  های رشد کننده نتایج 

در    D-2,4باشد و اکسین  زایی گیاه گل راعی ضروری میبرای کالوس
سیتوکینین   با  کالوس  Kinو    BAترکی   و بر  دارد  مثبت  تأثیر  زایی 

اثر   ،ها باشدکمتر یا مساوی با این سیتوکینین  D-2,4که مقدار  زمانی
کالوس رشد  بر  میبهتری  که    ،گذاردها  غلظت  D-2,4چرا  های  در 

هم    نسبتاً عمل  بهبالا  سلولی  تقسیم  بازدارنده  هم  و  محرک  عنوان 
روند که  می  به مرحله رکود  D-2,4ها با غلظت بالای  کند و سلولمی

. این نتایج مشابه با  (Feher, 2001)گردد  سب  عدم رشد کالوس می
کالوسگزارش خصوص  در  قبلی  از  های  استفاده  با  راعی  گل  زایی 

 ,Pretto & Santarem)ترکیبات مختل  اکسین و سیتوکینین است 

2000). 
تیمار  در  ساقه  و  برگ  ریزنمونه  از  حاصل  کالوس  تر  های وزن 

داری داشت و بیشترین وزن تر و حجم  هورمونی مختل  تفاوت معنی
+    D-2,4گرم در لیترمیلی  25/0کالوس در ریزنمونه برگ و در تیمار  

 D-2,4گرم بر لیتر  میلی  5/0و نیز در غلظت    Kinگرم در لیتر  میلی  1
لیتر  میلی  5/0+   بر  که  به  BAگرم  آمد   09/2،  30/2ترتی   بهدست 

و   در  مترسانتی  1/1و    43/1گرم  کالوس  تر  وزن  بود. کمترین  مکع  
غلظت   در  ساقه  و  برگ  لیتر  میلی  1ریزنمونه  در   1و    D-2,4گرم 

لیتر  میلی در  آمد. ه  ب  NAAگرم  و سانتارم    دست   & Pretto)پرتتو 

Santarem, 2000)  اند که رشد کالوس در گل راعی  نیز گزارش کرده
تنظیمبهشدت  به قرار می کنندهوسیله  تأثیر  -های رشد مختل  تحت 

و   مثبتی  به   D-2,4گیرد  نتیجه  باعث    برتنهایی  و  ندارد  کالوس  تولید 
نمونه شدن  مینکروزه  هفته  سه  از  بعد  و  ها  قاضیان  همکاران  شود. 

(Ghazian Tafrishi et al., 2006)   در مطالعه روی گل راعی بومی
مقدار   افزای   با  که  کردند  بیان  نیز  اردبیل  توده  تولید    ،NAAایران 
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پیدا می اسچالرکالوس کاه   و  کیبر   ,Kieber & Schaller)کند. 

خارجی  (2014 سیتوکینین  که  کردند  اکسین    ،گزارش  متابولیسم 
ب را  اسیده داخلی  استیک  ایندول  آنزیم  فعالیت  اکسیداز  -وسیله کاه  
می اسیدتغییر  استیک  ایندول  بالای  سطوح  و  با    ،دهد  را  سلول  رشد 

القاسنتز پروتئین   آن   و متعاق   RNAافزای  ساخت   کند که  می  ء ها 
های مختل  جنس شود. در گونههای کالوس میمنجر به تکثیر سلول

Hypericum  کالوس تولید  به    ، برای  نسبت  متفاوتی  نتایج 
perforatum  H.  شده در    ،استگزارش  جمله   ،H. brasilienseاز 

گره قطعات  از  و  استفاده  اکسین  ترکی   دارای  کشت  محیط  در  ای 
ها نشده و رشد کالوس تنها در حضور  سیتوکینین منجر به رشد کالوس

2,4-D    وNAA    در روی محیط کشتMS    یاB5    و تحت فتوپریود
 . (Cardoso & de  Oliviera, 1996)دست آمده استه ساعت ب 16

 
 زایی گل راعی بومی ایران های رشد بر کالوس کنندهتنظیم × ریزنمونهنوع  متقابل  اثر -1جدول 

Table 1- The interaction effects of explant type ×plant growth regulators on the callus induction of Iranian H. perforatum 

 های رشد کننده تنظیم

Plant growth regulator 
)1-l.(mg 

 ریزنمونه 

Explant type 

 زایی تعدار روز تا کالوس 

Days to callus 
induction 

 زایی درصد کالوس 

Callus 
induction (%) 

 وزن کالوس 

Callus 
weight (g) 

 حجم کالوس 

Callus volume 
)3(cm 

0.5 2,4-D + 0.5 Kin 

 ساقه 

Stem 
10 c* 100 a 0.83 g 0.40 ef 

 برگ

Leaf 
10 c 100 a 1.13 ed 0.90 c 

0.25 2,4-D + 1 Kin 

 ساقه 

Stem 
10 c 93.75 a 1.14 ed 0.99 cb 

 برگ

Leaf 
10 c 100 a 2.30 a 1.43 a 

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

 ساقه 

Stem 
10 c 100 a 0.70 h 0.34 f 

 برگ

Leaf 
10 c 100 a 1.15 ed 0.65 d 

0.5 2,4-D + 0.5 BA 

 ساقه 

Stem 
10 c 100 a 0.82 g 0.83 c 

 برگ

Leaf 
17 a 100 a 2.09 b 1.10 b 

0.25 2,4-D + 1 BA 

 ساقه 

Stem 
10 c 100 a 1.38 c 0.99 cb 

 برگ

Leaf 
10 c 100 a 1.22 d 0.59 d 

1 2,4-D+ 0.2 BA + 0.1 NAA 

 ساقه 

Stem 
10 c 100 a 1.05 ef 0.53 ed 

 برگ

Leaf 
14 b 100 a 0.96 f 0.33 f 

1 2,4-D + 1 NAA 

 ساقه 

Stem 
14 b 12.5 b 0.08 i 0 

 برگ

Leaf 
7 d 18.7 b 0.02 i 0 

 .  باشددرصد می پنج در سطح احتمال  ای چنددامنه آزمون دانکن  براساسها دار بین میانگین* وجود حداقل یک حرف مشترک در هر ستون بیانگر عدم وجود تفاوت معنی
* Values followed by different letters are significantly different according to Duncan’s multiple range test at p ≤ 0.05. 

 

حضور    ،H. erectumدر   در  دانهال  کشت  در  کالوس  القای 
در شرایط تاریکی گزارش شده    BAو   1( IAAایندول استیک اسید )

 . (Yazaki & Okuda, 1990)است 

 
1- Indole-3-acetic acid (IAA) 

تولید کالوس کرمهای  مطالعه  این  در  حالت شده  و  بوده  رنگ 
( و نقاط قرمز که در مطالعات قبلی B-1و A -1 شکلفشرده داشتند )

در   (Bais et al., 2002)زایی گل راعی گزارش شده بود در کالوس
  20تا    10شده پس از  های تولیدها مشاهده نشد. کالوساین کالوس

گزارش نو   براساس(.  C-1شکل  ای شدن گردید )  روز شروع به قهوه



 25     …   زایی گیاه گل راعیای برای کالوس سازی شرایط کشت درون شیشه بهینه و همکاران،   پورعبدالله

های  در کالوس   یپریسینه  یا محتو  (No et al., 2005)و همکاران  
است که    هاییبیشتر از کالوس  برابر  9  تا  5/7  گل راعی  شدهایقهوه 

 .دارند یرشد بهتر
 

کالوس بر  کشت  محیط  و  نور  بومی  اثر  راعی  گل  زایی 
 ایران

کالوس اول،  آزمای   تولیددر  سطوح  های  تمام  در  راعی  گل  شده 
ریز کننده تنظیم  دو  هر  و  رشد  بههای  زمان  گذشت  با  تدریج نمونه 
)قهوه  شدند  برای  C-1شکل  ای  دیگری  آزمای   راستا،  این  در   ،)

به کشت  محیط  و  نور  اثر  کالوسبررسی  کیفیت  بهبود  گل   منظور 
ای شدن آن انجام گرفت. براساس نتایج آزمای   راعی و کنترل قهوه 

های رشد برای القای کالوس در کننده قبل، بهترین تیمارها از تنظیم 
انتخاب شدند )های  ریزنمونه و ساقه  اثر روشنایی،  2جدول  برگ  و   )

کشت   محیط  نوع  دو  و  کشت    MSتاریکی  محیط  با   MSو  همراه 
کشت  ویتامین  محیط  کالوس  B5های  ریزنمونهروی  مورد  زایی  ها 

 بررسی قرار گرفت.  

 

 
 گرم در لیتر میلی  D  +1-2,4گرم در لیتر  میلی 25/0 دارای MSدر محیط کشت  بومی ایران  گل راعی کالوس حاصل از ریزنمونه برگ -1شکل 

Kin  (A)  کالوس حاصل از ریزنمونه ساقه در محیط کشت ،MS  2,4گرم در لیتر  میلی 25/0 یدارا-D  +1 گرم در لیتر میلیBA  (B)ای شدن  ، قهوه
  (C)کالوس 

Figure 1- derived callus from leaf explant of  Iranian H. perforatum in supplemented MS media with 0.25 mg.l-1 2,4-D + 1 
mg.l-1 Kin (A), derived callus from stem explant in MS media supplemented with 0.25 mg.l-1 2,4-D + 1 mg.l-1 BA(B), browning 

callus (C) 
 

به  براساس در    ،آمدهدست نتایج  کالوس  القای    های ریزنمونهبین 
تفاوت معنی و ساقه  وجود برگ  تاریکی  و  بین شرایط روشنایی  داری 

زایی و وزن کالوس در ریزنمونه  زمان القای کالوس نظر نداشت. ولی از 
دار  ها در شرایط روشنایی و تاریکی تفاوت معنیبرگ و ساقه بین تیمار

کالوس القای  و  دو    مشاهده شد  هر  در    ریزنمونهدر  زمان کمتری  در 
کالوس همچنین  و  گرفته  صورت  تاریکی  تاریکی  در  بهتری  رشد  ها 

( شیشه3  و   2جدول  داشتند  درون  شرایط  در  نور  وجود  فعالیت   ،ای(. 
دهد که سب  تغییر افزای  می  یداز رااکس-یداس  یکاست  یندولاآنزیم  

تعادل اکسین/سیتوکینین درونی شده و در نتیجه رشد کالوس کاه   
  .(Kieber & Schaller, 2014) کند پیدا می

تولید کالوس شرایط  های  در  کرمشده  حالت تاریکی  و  بود  رنگ 
( داشتند  کالوس  ،(1شکل  فشرده  تولیدولی  شرایط های  در  شده 

دو   هر  در  سبز  ریزنمونهروشنایی  ساقه  و  حالت برگ  و  بوده  رنگ 
( داشتند  در  B-2و    A-2شکل  فشرده  کالوس  القای  مرحله  در   .)
ها مشاهده شد که در  نقاط قرمز شفاف روی کالوس  ،شرایط روشنایی

نمی دیده  نقاطی  چنین  تاریکی  )تیمارهای  (.  D-2و    C-2شکل  شد 

 بعد از مدت تقریباً  ،هایی که نقاط قرمز روشن بیشتری داشتندریزنمونه
هفته قهوه  ،یک  به  شروع  نقاط  این  محل  رشد  از  و  کرده  شدن  ای 

معمولاً  رنگ  قرمز  نقاط  این  نکردند.  یا   چندانی  هیپریسین  وجود  به 
 Mulinacci et)شود. مولیناسی و همکاران آنتوسیانین نسبت داده می

al., 2008)  با آنالیزHPLC   به این نتیجه رسیدند که هیپریسین فقط
کالوس بر روی  که  دارد  وجود  رنگی  نقاط سیاه  آن  در  که روی  هایی 

شود و تنها ترکیباتی که در کالوس  جوانه اولیه تولید شده تشکیل می
گلتمایز  کاملاً داردنیافته  وجود  میزانتون  ،راعی  همچنین  ها  باشند. 
های راعی و نیز در شاخهیافته گلها بیان کردند که در کالوس تمایزآن

شکل نقاط قرمز به آنتوسیانین وجود دارد که    ،هاحاصل از این کالوس 
ولی    ،شودشود و گاه با هیپریسین اشتباه گرفته میروشن مشاهده می
-در بررسی وضعیت کالوس  (Bohn et al., 1996)بون و همکاران  

بذر، رنگ    ریزنمونهبا استفاده از    Hypericumزایی هفت گونه جنس  
 های حاصل را به هیپریسین نسبت دادند. قرمز کالوس

دو   هر  در  کالوس  کشت    ریزنمونه القای  محیط  دو  و    MSدر 
داری نداشتند.  تفاوت معنی  B5های  دارای ویتامین  MSمحیط کشت  

C 
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های های برگ و ساقه در غلظتهای حاصل از ریزنمونهرشد کالوس
تنظیم  به محیط    MSهای رشد در محیط کشت  کنندهمختل   نسبت 

های حاصل از دو  بهتر بود و وزن تر کالوس B5با ویتامین  MSکشت 
معنی تفاوت  کالوسمحیط  دادند.  نشان  تشکیلداری  هر های  از  شده 

در محیط کشت   و ساقه  ریزنمونه برگ  تاریکی    MSدو  در شرایط  و 
  2/3برگ )  ریزنمونه رشد بهتری داشتند. بیشترین وزن تر کالوس در  

لیتر  میلی  5/0گرم( در تیمار   لیتر میلی  D    +5/0-2,4گرم در  گرم در 
BA  ( ساقه  ریزنمونه  در  دارای    29/3و  کشت  محیط  در   25/0گرم( 
جدول  ) حاصل شد  BAگرم در لیتر میلی  D  +1-2,4گرم در لیتر میلی
 (. 3و  2

آمده نشان داد که شرایط تاریکی نسبت به روشنایی دست نتایج به 
کالوس رشد  برای  است،  ضعی   بهتر  ایران  بومی  راعی  گل  در  ها 

ها نداشت. همچنین  ای شدن کالوساگرچه این شرایط تأثیری بر قهوه
به کشت  محیط  نوع  باز  کاردو  و  کوتاه رفته  زمانی  فاصله  در  تر کشت 

ای  روز در آزمای  اول( نیز بر کنترل قهوه  20روز در مقایسه با    15)
 ها اثری نداشت. شدن کالوس

 
 زایی گل راعی بومی ایرانبر کالوس PVPاثر 

وینیل شدن کالوس، از چهار غلظت مختل  پلیای  برای کنترل قهوه
همراه   به  هیدرولیز میلی  100پیرولیدون  کازئین  لیتر  در  شده گرم 

-شود و باند برای جذب ترکیبات فنلی استفاده می  PVPاستفاده شد.  
 Pick Kiong et)کند  های هیدروژنی آن، این ترکیبات را جذب می

al., 2008)  شدن نکروزه  از  جلوگیری  برای  ترکی   این  بنابراین   .
شده نیز یک  شود و کازئین هیدرولیزکالوس به محیط کشت اضافه می

آمینو از  غنی  میاسید  منبع  ژنها  بیان  در  که  درگیر باشد  های 
پلی دارد  فنل دربیوسنتز  نق    ,Talapatra & Raychaudhuri)ها 

2012) . 

 
 راعی بومی ایران زایی ریزنمونه برگ گلمحیط کشت بر کالوس  ×نور  متقابل  اثر -2جدول 

Table 2- The interaction effect of light and media culture on the callus induction of leaf explant in Iranian H. perforatum 

محیط 
 کشت 

Media 

 های رشد کننده تنظیم

Growth regulators 
)1-(mg.l  

 نور 

Light 

 زایی تعداد روز تا کالوس 

Days to callus 
induction 

(day) 

 زاییکالوس 

Callus induction 
 (%) 

 وزن کالوس 

Callus weight  
(g) 

MS 0.25 2,4-D + 1 Kin 

 نور

Light 
17 a* 85 b 0.005 h 

 تاریکی 

Dark 
14 cb 100 a 2.23 c 

MS 0.5 2,4-D + 0.5 BA 

 نور

Light 
14 cb 95 a 1.93 d 

 تاریکی 

Dark 
14 cb 100 a 3.2 a 

MS 1 2,4-D + 0.2 Kin + 0.1 NAA 

 نور

Light 
14.25 b 95 a 0.005 h 

 تاریکی 

Dark 
13.75 cb 95 a 1.73 f 

MSB5 0.25 2,4-D + 1 Kin 

 نور

Light 
17 a 100 a 0.008 h 

 تاریکی 

Dark 
12.25 d 100 a 1.99 d 

MSB5 0.5 2,4-D + 0.5 BA 

 نور

Light 
17 a 95 a 0.25 g 

 تاریکی 

Dark 
13.5 bcd 95 a 2.64 b 

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

 نور

Light 
14 bc 100 a 0.001 h 

 تاریکی 

Dark 
12.5 cd 95 a 1.36 e 

 باشد.   ای دانکن در سطح احتمال پنج درصد میها براساس آزمون جنددامنه دار بین میانگین* حروف غیرمشابه در هرستون بیانگر وجود تفاوت معنی

* Values followed by different letters are significantly different based on Duncan’s multiple range test at p ≤ 0.05. 
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تا   10های مورد استفاده  القای کالوس در تمام تیمارها و ریزنمونه
در    14 کالوس  القای  در  تفاوتی  و  گرفت  صورت  کشت  از  پس  روز 

شده سبز تا های تولیدوجود نداشت. کالوس  PVPهای مختل   غلظت
(. نتایج آزمای  نشان داد  3شکل رنگ و حالت فشرده داشتند )سبز کم
باعث بهبود رشد کالوس در ریزنمونه برگ و ساقه شده، ولی   PVPکه 

ها نداشت که بیانگر آن است که  ای شدن کالوساثری در کنترل قهوه
کالوسقهوه شدن  فنلی ای  ترکیبات  اکسیداسیون  از  ناشی  احتمالاً  ها 
از  نمی استفاده  که  چرا  اکسیداسیون   PVPباشد،  این  از  نتوانست 

 جلوگیری کند. 

   
 راعی بومی ایرانزایی ریزنمونه ساقه گلمحیط کشت بر کالوس  ×نور متقابل اثر  -3جدول 

Table 3- The interaction effect of light ×media on the callus induction of stem explant in Iranian H. perforatum 

 محیط کشت 
Media 

 های رشد کننده تنظیم
Growth regulators 

)1-l.(mg 

 نور 
Light 

 زایی روز تا کالوس  دتعدا 
Days to callus induction 

(day) 

 زاییکالوس 
Callus induction  

(%) 

 وزن کالوس 
Callus weight 

 (g) 

MS 0.25 2,4-D + 1 BA 

 نور

Light 
12 c* 100 a 2.44 c 

 تاریکی 

Dark 
13 abc 90 ab 3.29 a 

MS 1 2,4-D+ 0.2 Kin + 0.1 NAA 

 نور

Light 
14 a 90 ab 0.53 f 

 تاریکی 

Dark 
13.25 ab 100 a 1.21 e 

MSB5 0.25 2,4-D + 1 BA 

 نور

Light 
14 a 100 a 2.75 b 

 تاریکی 

Dark 
12.5 bc 95 ab 2.89 b 

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

 نور

Light 
14 a 80 b 0.6 f 

 تاریکی 

Dark 
12 c 100 a 1.6 d 

     باشد.میاحتمال پنج درصد دانکن در سطح  ای چنددامنه  آزمون  براساس ها دار بین میانگینبیانگر وجود تفاوت معنیدر هرستون غیرمشابه حروف * 
* Values followed by different letters are significantly different according to Duncan’s multiple range test at p ≤ 0.05. 

 

حاضر نتایج  یک    Cycas revolutaدر  ،برخلاف  کردن  اضافه 
لیتر   در  کالوس    PVPگرم  شدن  نکروزه  از  جلوگیری  دلیل به باعث 

کالوس و  فنلی شده  مواد  به  جذب  نرم  بافت  و  زنده  این محیط  در  ها 
. در (Pick Kiong et al., 2008)رنگ سفید مایل به زرد داشتند  

برای    PVPنیز اضافه کردن یک گرم در لیتر    (Aloe vera)  آلوئه ورا 
 Choudhary)بوده است    مؤثرای آن  موفقیت در کشت درون شیشه

et al., 2011) . 
گرم( در ریزنمونه برگ و در محیط    1/4بیشترین وزن تر کالوس )

 BAگرم در لیتر میلی D  +1-2,4گرم در لیتر میلی 25/0کشت دارای 
آمد. کمترین وزن  به دست  PVP گرم در لیتر  میلی  100و در غلظت  
( کالوس  دارای  41/1تر  کشت  محیط  در  و  ساقه  ریزنمونه  در  گرم( 

لیتر  میلی   25/0 در  لیتر  میلی   D    +1-2,4گرم  در  در    Kinگرم  و 
جدول حاصل گردید )   PVPمیلی گرم در لیتر    100و    50های  غلظت
میلی گرم در لیتر  100مورد استفاده، غلظت  PVPهای (. بین غلظت4

های برگ و ساقه مؤثرتر بوده  در بهبود رشد کالوس در هر دو ریزنمونه
 است. 

به نتایج  اثر  دست براساس  کالوس  PVPآمده،  رشد  نوع  بر  به  ها 
تیمار کننده تنظیم  بین دو  که  دارد  نیز بستگی  استفاده  های رشد مورد 

به غلظت  کارهورمونی  لیتر  میلی  25/0رفته،  در   D    +1-2,4گرم 
القا کالوس داشت. مقایسه نتایج   BAگرم در لیتر  میلی اثر بهتری در 
های حاصل از ریزنمونه برگ در  دهد که کالوسآمده نشان میدست به

وزن تر بیشتری داشتند، ولی   BAدر محیط کشت دارای  PVPحضور 
فاقد   در محیط کشت دارای    PVPدر محیط کشت  تر  وزن  بیشترین 

Kin  که رشد کالوس در ریزنمونه ساقه در صورت حالیبوده است، در
وجود   عدم  یا  و  دارای    PVPوجود  کشت  محیط  بود    BAدر  بهتر 

یافته4جدول  ) این  را(،  اول  آزمای   نتیجه  می  ها  در تأیید  کند. 
به محیط    PVPهای قبلی در مورد گل راعی نیز اضافه کردن  گزارش

است   شده  کالوس  رشد  بهبود  باعث  . (Xu et al., 2011)کشت 
از   شیشه  PVPاستفاده  درون  کشت  گزارش  در  نیز  دیگر  گیاهان  ای 

بامبو   در  است.  کردن  (Phyllostachys nigra) شده   25/0اضافه 
ای شدن محیط به محیط کشت باعث کنترل قهوه  PVPگرم در لیتر  

 . (Ogita, 2005)های سوماتیکی گردید کشت و تحریک رشد جنین
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گرم در لیتر  میلی  D   +5/0-2,4گرم در لیتر  میلی  5/0دارای  MSدر محیط کشت  گل راعی ایرانی کالوس سبزرنگ حاصل از ریزنمونه برگ -2شکل 

(A) BA شده از ریزنمونه ساقه در محیط کشت  ، کالوس سبزرنگ تولیدMS  2,4گرم در لیتر میلی  25/0دارای-D  +1  گرم در لیتر  میلی(B) BA  ،
 (D)شده روی کالوس حاصل از ریزنمونه ساقه، نقاط قرمز تشکیل  (C)ریزنمونه برگشده روی کالوس حاصل از نقاط قرمز تشکیل 

D + -2,4 1-l.in supplemented MS media with 0.5 mgH. perforatum Iranian of derived callus from leaf explant green  -Figure 2
, (B) 1 BA-D + 1 mg l-2,4 1-l.with 0.25 mgsupplemented derived callus from stem explant in MS media green , (A) BA 1-l.0.5 mg

c: formed red points on derived callus from leaf explant (C), formed red points on derived callus from stem explant (D) 
 

 زایی گل راعی بومی ایران بر کالوس  PVPهای مختلف غلظت  ×متقابل نوع ریزنمونه  اثر -4 جدول 
Table 4- The interaction effect of explant type × different concentrations of PVP on the callus induction of Iranian H. 

perforatum 

 های رشد گیاهی کننده تنظیم

)1-l.Growth regulator (mg 

 ریزنمونه 

Explant 

 ن و پیرولیدونیل  پلی 

PVP 
)1-l.(mg 

 زایی روز تا کالوس  دتعدا 

Days to callus induction 

 زاییکالوس 

Callus 

induction (%) 

 وزن کالوس 

Callus weight 

(g) 

0.25 2,4-D + 1 Kin 
 ساقه 

Stem 

0 10.5 e 100 a 1.62 gh 
50 10.25 e 100 a 1.41 h 

100 10 e 100 a 1.41 h 
200 12.25 cd 100 a 1.53 gh 

0.25 2,4-D + 1 Kin 
 برگ

Leaf 

0 13.88 a 97.5 ab 3.01 b 
50 12.67 b 97.5 ab 1.79 fg 

100 14 a 100 a 3.18 b 
200 13.5 a 100 a 2.29 ed 

0.25 2,4-D + 1 BA 
 ساقه 

Stem 

0 10 e 100 a 2.26 ed 
50 10 e 100 a 2.4 cd 

100 10 e 100 a 2.46 cd 
200 10 e 100 a 2 e 

0.25 2,4-D + 1 BA 
 برگ

Leaf 

0 10.25 e 100 a 2.22 ed 
50 10.75 cde 95 b 2.34 d 

100 11.25 cd 97.5 ab 4.1 a 
200 11.5 c 97.5 ab 2.65 c 

   باشد.میاحتمال پنج درصد دانکن در سطح  ای چنددامنه  آزمون  براساس ها دار بین میانگیندر هرستون بیانگر وجود تفاوت معنیغیرمشابه حروف * 
* Values followed by different letters are significantly different according to Duncan’s multiple range test at p ≤ 0.05. 

 

A 
B 

C D 
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گرم در لیتر  میلی   D    +1-2,4گرم در لیتر  میلی   25/0در محیط کشت دارای    گل راعی ایرانی  ریزنمونه برگشده از  کالوس سبز رنگ تولید   -3کل  ش
BA       میلی گرم در لیتر    100وPVP (A) 2,4گرم در لیتر میلی   25/0شده از ریزنمونه ساقه در محیط کشت دارای  ، کالوس سبز رنگ تولید-D    +1  

  D-2,4گرم در لیتر  میلی   25/0، رشد کم کالوس در ریزنمونه ساقه در محیط کشت دارای  PVP (B)میلی گرم در لیتر    100و     BAگرم در لیتر  میلی
 PVP (D)گرم در لیتر میلی  200ای شدن کالوس در غلظت ، عدم کنترل قهوهPVP (C) میلی گرم در لیتر  100و    Kinگرم در لیتر  میلی  1+ 

Figure 3- green derived callus from leaf explant of Iranian H. perforatum in media supplemented with 0.25 mg.l-1 2,4-D + 1 
mg.l-1 BA and 100 mg.l-1 PVP (A), green derived callus from stem explant in media supplemented with 0.25 mg.l-1 2,4-D + 1 
mg.l-1 BA and 100 mg.l-1 PVP (B), low growth of stem derived callus in media supplemented with 0.25 mg.l-1 2,4-D + 1 mg.l-1 
Kin and 100 mg.l-1 PVP (C), uncontrolled callus browning in 200 mg.l-1 PVP (D) 

 

 گیری  نتیجه
از  به استفاده  که  داد  نشان  مطالعه  این  از  حاصل  نتایج  طورکلی، 

کالوسکننده تنظیم  برای  گیاهی  رشد  بومی  های  راعی  گل  گیاه  زایی 
می ضروری  به ایران  دستیابی  برای  برگ  ریزنمونه  از  استفاده  و  باشد 
های  باشد. یکی از ویژگیتر میزایی در این گیاه مناس حداکثر کالوس 

کالوس کالوس که  است  این  ایران  بومی  راعی  گل  بههای  سرعت ها 

شوند و تغییر شرایط نوری از تاریکی به روشنایی ضعی  و  ای میقهوه
  B5های محیط کشت  همراه با ویتامین   MSاستفاده از محیط کشت  
قهوه  کنترل  بر  کالوستأثیری  شدن  از  ای  استفاده  اگرچه  نداشت.  ها 

پلی کالوس ترکی   رشد  بهبود  باعث  پیرولیدین  از  ونیل  حاصل  های 
قهوه نتوانست  ولی  شد،  برگ  کالوسریزنمونه  شدن  کاه   ای  را  ها 

دهد.
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