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زایی زایی، باززایی و ریشهبا هدف کال  (Hypericum perforatum)کشت گل راعیسازی محیطبهینه

 و ساقه های برگریزنمونه
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 چكیده

ارزشی همچون  هزارچشم و گل شهناز گیاهی چندساله و دارای مواد موثره باهای فارسی هوفاریقون، با نام راعیگل
دن اهمیت بباشد که از حیث اثرات ضدافسردگی، ضدسرطانی و افزایش ایمنیهایپریسین، سودوهایپریسین و هایپرفورین می

ذا این ل باشد.ویی ارزشمند آن میبافت در این گیاه بمنظور هدایت آن به سمت تولید مواد دارهای کشتدارد. کاربرد تکنیک
صورت  هزایی صورت گرفت. این پژوهش بتای تولید کالوس، باززایی و ریشهکشت در راسسازی محیطپژوهش با هدف بهینه

 تیمار هورمونی با سطوح متفاوتی از ششدو آزمایش مجزا در قالب طرح کاملا تصادفی اجرا گردید. آزمایش اول شامل 
ان های تیمار شده از لحاظ میزروی دو ریزنمونه برگ و ساقه، در دو شرایط نور و تاریکی بود. نمونهتوفوردی برآدنین و بنزیل
ایی به زبه منظور ریشهاز ریزنمونه ساقه های باززایی شده زایی و باززایی مورد بررسی قرار گرفتند. در آزمایش دوم نمونهکال

برای ر آزمایش اول د، اسید انتقال یافتند. نتایج نشان دادبوتیریکآدنین و ایندولتیمار هورمونی شامل بنزیل چهارکشت با محیط
و برای ریزنمونه ساقه تیمار   درصد 98با  mg/l5/2 توفوردی با غلظت  و mg/l 3آدنین با غلظت تیمار بنزیل برگ ریزنمونه

 باززاییزایی را داشتند. از نظر درصد بیشترین میزان کال 95با  mg/l 5/2   غلظتو توفوردی با  mg/l4 آدنین با غلظت بنزیل
ند. دادباززایی نشان  درصد 62 و 8 آدنینبنزیل mg/l3 و  mg/l  4های حاویتیمارترتیب بههای برگ و ساقه در ریز نمونه نیز

و تیمار فاقد هورمون بیشترین  mg/l 1 با غلظت IBAحاوی تیمار  در نیز ساقهکالوس شده  ییباززا هاینمونه در آزمایش دوم
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درصد  86و  100به ترتیب  IBA فاقد تیمار و IBA mg/l 1آدنین همراه با بنزیل mg/l 5/0تیمار حاوی  در و زاییمیزان ریشه
  .زایی نداشتندو ریشه پرآوری نشان دادند

 یههای ثانومتابولیتزایی،  ساقه، ریشه ،آدنین، برگکلیدی: بنزیل کلمات
 

 مقدمه

باشد. می Hypericaceaeو از خانواده  Hypericum perforatum نام علمیگل راعی گیاهی چندساله با  
 ساله و کند رشد بوده و بومی آسیا،گیاهی چند  H. perforatumگونه  که شودرا شامل می گونه 458از بیش   Hypericumجنس

ترکیبات بیولوژیکی  .گل راعی حاویشودشناخته می St. John’s Wortغرب اروپا و شمال آفریقا می باشد. این گیاه با نام انگلیسی 
، 7، فنیل پروپانوئید6، اسانس5ها، تانن4ها، پروآنتوسیانیدین3ها، فلاوونویید2ها، فلوروگلوسینول1هانفتودیانترونقابل استخراج از جمله 

های فعال نوری؛ این گیاه دارای مواد موثره از خانواده آنتراکوئینونهمچنین . (12باشد)و دیگر ترکیبات قابل حل در آب می هازانتون
ویروس، بهبود سوختگی، مسکن، سرطانی، درمان زخم، ضددارای خواص ضد که هایپریسین، هایپرفورین و سودوهایپریسین است

های هوایی شامل برگ، ساقه، در بخش گل راعیهای خفیف تا متوسط می باشد. مواد موثره افسردگیباکتری و موثر در درمان ضد
که به صورت ساختارهای تیره در  اندپراکندهها های ساقه و برگهای کوچک و سیاه رنگ در بخشهاست. این مواد در غدهگلپوش

صورت گرفته مشخص گردید که ترکیبات موثره گل راعی در برابر های یابند. برطبق پژوهشها ظهور میها و گلبرگحاشیه برگ
 (.14، 12) کند و به عنوان دارویی گیاهی جهت درمان ایدز پیشنهاد گردیده استها مقابله میویروسرترو
همچنین  وهای آزمایشگاهی با استفاده از روش گل راعیهای ثانویه مهم های بسیاری به منظور افزایش متابولیتتاکنون روش 

ط توس های صورت گرفتهصورت گرفته است. یکی از جدیدترین پژوهش ایو گلخانهمزرعه ای از طریق کشت در شرایط 
ای و در کشت درون شیشه گل راعیبراساس مقایسه میزان مواد موثره  انجام گردید،2016در سال که  توسوسکی و همکاران

باشند. می 8زانتونحاوی ماده موثره دارویی تجاری و ارزشمند  های حاصلمشخص گردید که کالوس in vivoکشت در شرایط 
ای هشود درحالی که در آنالیز ترکیبات حاصل از نمونهتولید می ای این گیاههاین ماده دارویی به صورت اختصاصی در کالوس

 (.16)مشاهده نگردیده است in vivoرشد یافته در شرایط 

ای با هدف تولید و استخراج ماده خام دارویی و ارزشمند به سمت تولید درون شیشه راعی گلهای اخیر هدایت در پژوهش
واد های مناسب به منظور استخراج مبالا در جهت تولید کالوس راندمانزانتون مورد توجه قرار گرفته است. لذا وجود پروتکلی با 

ر جهت د یاصلاح هایی با اهدافانجام آزمایش و ر انبوه و یابی به گیاهان باززایی شده جهت تکثیموثره خاص و همچنین دست
 مورد بررسی در این پژوهش بوده است. ، از اهدافیبهبود میزان مواد موثره در گیاه گل راع

 ن را مورد آزمایش قرار داده وزایی و باززایی آهای ثانویه برگ، کالبه منظور استخراج متابولیت( 13) فابین راکوئل و همکاران
( باززایی مستقیم و غیرمستقیم گرهک ها و 2دیگر آیان و همکاران) در پژوهشی .ماه در گلخانه سازگار نمودند 5بعد از 

 ی تولید شدههادرصد از گیاهچه 90و توانستند بیش از  را مورد بررسی قرار دادند H. bupleuroidesهای برگی گونه ریزنمونه

                                                           
1  Naphthodianthrone 

Phloroglucinol 2  

Flavonoid 3  

Procyanidin 4  

Tannin 5  

Essential oil 6  

Phenilpropanoid 7  

Xanthon  8  
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( تحقیقاتی را در رابطه با ساختارهای گرهکی حاوی هایپریسین 11نیز کامفلد و همکاران) 2006در سال   .را سازگار نمایند
یت وضع، و مورفولوژیکیفیتوشیمیایی  صفات گیریا اندازهب انجام دادند و  H. perforatumموجود در دو گروه مجزا از گیاه 

عزیزی . مورد بررسی قرار دادند.های سازنده متابولیت های ثانویه را موجود در اندامپیرامونی های در سلولاستقرار غدد سیاه رنگ 
 کهآن مورد بررسی قرار دادند مواد موثرهرا به منظور استخراج  9ای گل راعی رقم توپازنیز کشت درون شیشه( 3) و همکاران
 .بود شده بیش از کالوس باززاییهای گیاهچه های ثانویهمتابولیت شدمشخص 

ره، باعث شود. افزایش مقدار و کیفیت ماده موثهای ثانویه میماده موثره از کالوس باعث افزایش قابلیت تولید متابولیتاستخراج 
زایی، لکا فرآیندهمچنین مطالعه  (.7) شود کاهش نیاز به ماده خام اولیه و در نتیجه تسهیل و کاهش عملیات کشاورزی می

عنوان تحقیقات بنیادی و پایه به منظور مطالعات انتقال ژن و تحقیقات بیوتکنولوژی ضروری زایی گل راعی به هزایی و ریشهشاخ
ین اهمچنین محدودیت منابع طبیعی و پیچیدگی سنتز برخی ترکیبات دارویی و ارزش تجاری بالای آن ها سبب تولید  است.

-تهای برگزیده و گسترش تولیدات موثر متابولیسمای بوده و به منظور انتخاب ژرم پلااز طریق کشت درون شیشه هامتابولیت
گل راعی و بافت سازی محیط کشت بهینه، هاهدف از انجام این آزمایش لذا (.18)گیردبرداری قرار میهای ثانویه مورد بهره

ریز )شناسایی روشی جهت تکثیر آسان هایی با راندمان بالا در تولید کالوس، باززایی، تولید گیاهچه استریل و انتخاب روش
 .باشدمیزان ماده موثره در گل راعی میکیفیت و افزایش ، ادی( گیاهان یکسان از نظر ژنتیکیازدی
 

 هاروش و مواد
 این پژوهش در دو آزمایش مجزا در قالب طرح کاملا تصادفی در پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد اجرا گردید. 

بذر مورد استفاده در این تحقیق بذور توده بومی اردبیل بود که قبلا توسط مولف طی چندین سال کشت با شرایط آب و هوایی 
و  BA (  3های های متفاوتی از هورمونتیمار با غلظتشش . آزمایش اول به صورت فاکتوریل بوده و شامل شدمشهد سازگار 

های مورد بررسی در این آزمایش شامل میلی گرم بر لیتر(  اجرا گردید. ریز نمونه 5/2و  0 ،1) D-2,4و میلی گرم بر لیتر(  4
تیمار با  چهار زایی و پرآوری به آزمایش دوم شاملشده به منظور بررسی میزان ریشه باززاییهای ریزنمونه گره بود.برگ و میان

 انتقال یافتند. IBAو   BAهای های مختلف از هورمونغلظت
 
 آزمایش اول- 1

 نمونه ساقه (کشت ریز1 -1

های استریل تولید شد. بذرها با استفاده از گیاهچه in-vitroدر شرایط  H. perforatumبدین منظور ابتدا از طریق کشت بذر 
مرتبه با آب مقطر استریل آبشویی شد و در محیط کشت  3درصد )حجمی/حجمی( ضدعفونی و سپس  20هیپوکلریت سدیم 

MS  گره تهیه گردید  2تا  1های مورد نظر از بخش ساقه شامل هفته ریز نمونه 4(. پس از 1تصویر (کشت گردیدبدون هورمون
  B5های محیطو ویتامین MSهای شامل نمک کشت مورد استفادهمحیط  با مشخصات زیر کشت شد. MSو در محیط کشت 

در  در نظر گرفته شد و 80/5تا  70/5محیط کشت نیز pHبوده است.  درصد  آگار 7/0ساکارز و  گرم بر لیتر 30بوده و حاوی 
های رشد تنظیم کننده شد. اتوکلاو دقیقه 20به مدت  اتمسفر 5/1و فشار گراد درجه سانتی 121در دمای  نهایت محیط مذکور
 گرم بر لیتر (بود ومیلی 5/2و  0،1های )با غلظت D-2,4گرم بر لیتر( و میلی 4و  3های )با غلظت BAمورد استفاده شامل 

ساعت روشنایی قرار گرفت.  16ساعت تاریکی و  8گراد با دوره نوری درجه سانتی 25-23های صورت گرفته در دمای کشت

                                                           
 Topaz 9   
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نمونه ریز 10 ،کشتلیتر محیطمیلی 25 پتری حاوی در هر لوکس در نظر گرفته شد. 2000تا  1300نور مورد استفاده در بازه 
 (.1، نمودار 1 )تصویر گیری شددر پایان هفته چهارم اندازه ی اعمال شدهتیمارها صفات مورد یررسیقرار گرفت. 

 
 ( کشت ریز نمونه برگ1 -2

، هیپوکلریت هاریزنمونهاستفاده شد. جهت ضدعفونی  in vivoهای برگ از گیاهان رشد یافته در شرایط به منظور تهیه ریزنمونه
یک از هر .مرتبه آبکشی با آب مقطر استریل صورت گرفت 3دقیقه و سپس  20به مدت درصد )حجمی/حجمی(  20سدیم 
 10کشت لیتر محیطمیلی 25 پتری حاوی متر مربع تقسیم و سپس در هرمیلی 20تا  15ضدعفونی شده به قطعات  یهانمونه

کر شده ذ مشخصاتمشابه با مال شده های رشدی اعو غلظت تنظیم کنندهریزنمونه قرار گرفت. محیط کشت به کار برده شده 
 (.2 )تصویرهفته ثبت گردید  راچهصفات مورد بررسی بعد از  .نمونه ساقه بوددر بخش کشت ریز

 
 ( آزمایش دوم2

 زاییریشه 
 7/0گرم بر لیتر ساکارز  30حاوی MS½ های ساقه به محیط کشت حاصل از کالوس باززایی شدههای گیاهچه بدین منظور

میلی گرم بر لیتر(  5/0و  0)  BAهای مختلفی از درصد آگار منتقل شدند. تنظیم کننده های رشدی مورد استفاده شامل غلظت
میلی گرم بر لیتر ( بود. اطلاعات تیمارها شامل طول ساقه، طول ریشه و میزان پرآوری در پایان هفته چهارم  1و  0)  IBAو 

 (.3و هشتم ثبت گردید)تصویر 
 

 ها  يه و تحليل دادهتجز

 و آزمايش دوم به صورت ساده فاكتوريل  صـورت هب ي آزمايش اول ها ، داده JMP افزار ها با استفاده از نرم راي تجزيه و تحليل دادهب

 .ام شدجان درصـد 5در سـطح احتمـال   توكيها با آزمون  ميانگين تجزيه شدند و سـپس مقايسـه در قالب طرح كاملاً تصادفي

 بحث و جینتا
 آزمایش اول:

اثر و همچنین  D-2,4و  BAهورمون  بین سطوح تیمارهای دو نشان داددر آزمایش اول  نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس
وجود درصد  5معنی داری در سطح احتمال تفاوت زایی از نظر کالو ریز نمونه برگ و ساقه  هاغلظت هورمون متقابل دو فاکتور

ه تزایی دو ریزنمونه برگ و ساقه نداشبر کال داریاثر معنی نور و تاریکی کنش متقابلبرهمنتایج نشان داد همچنین  .داشت
 (.1 )نمودار است

درصد  5دار در سطح احتمال بر هر دو ریزنمونه تفاوت معنی D-2,4و  BAسطوح تیمارهای دو هورمون  بیننیز  باززایی از لحاظ
مشاهده درصد  5معنی داری در سطح احتمال تفاوت روشنایی و تاریکی و ریزنمونه ساقه  اثر متقابل بین همچنین .مشاهده شد

 داری نداشت.فاکتور روشنایی و تاریکی بر ریزنمونه برگ اثر معنیشد در حالی که 
 زایی ریزنمونه ساقهکال (1 -1

ها القای کالوس آغاز گردیده و تا پایان هفته چهارم کالوسروز  10های کشت شده ساقه نشان داد پس از نمونهبررسی ریز
نگ و رها بر اساس شرایط تاریکی و نور و همچنین سطوح مختلف هورمونی، طیفی از سبز کمشوند. رنگ کالوستولید می
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-کال درصد 95توفوردی با  mg/l 5/2بنزیل آدنین و  mg/l 4شیری رنگ تا سبز تیره داشتند. در ریز نمونه ساقه تیمار حاوی 

زایی بیشترین درصد تولید کالوس را داشت و درصد کال 86توفوردی با mg/l 1بنزیل آدنین و  mg/l 3زایی و تیمار حاوی 
 .(1نمودار  ،1 )تصویر ثبت شدل آدنین و فاقد توفوردی بنزیmg/l 4  زایی در تیمارکمترین میزان کال

 

 
(2)گیاهچه های بذری استریل(، 1) زایی ساقهکال -1تصویر   

Image 1 – Shoot Callogenesis (1), sterile seedling (2)  

 
 زایی ریزنمونه برگ( کال1 -2

ای تیره و متورم شدن آن در هفته دوم آغاز شده و تا پنج هفته به طول ها از سبز به قهوهالقای کالوس با تغییر رنگ برگ
ای ههای برگ سبز تیره و دارای بافتی ترد و فشرده بود. لذا با توجه به بررسیشده از نمونه باززاییهای انجامید. رنگ کالوس

 mg/l 3زایی ریزنمونه برگ، تیمار حاوی صورت گرفته در بین سطوح هورمونی مورد آزمایش، بهترین تیمار به منظور کال
توفوردی با  mg/l 1بنزیل آدنین و  mg/l 4زایی و پس از آن تیمار حاوی درصد کال 95توفوردی با  mg/l 5/2بنزیل آدنین و 

د . همچنین کمترین درصد تولیدادند نشاندر ریزنمونه برگ را  زاییکالزایی بوده است که بیشترین درصد درصد کال 88
 وجود نقاط قرمزز نمونه برگ ریبر روی کالوس های رشد یافته  بنزیل آدنین و فاقد توفوردی بود. mg/l 3کالوس در تیمار 

 mg/lبنزیل آدنین و  mg/l 4حاوی  در تیمار(.1،نمودار 2)تصویر  های ثانویه به وضوح قابل مشاهده بودرنگ حاوی متابولیت
 (.1)نمودار نشان دادند  زاییکال دو ریزنمونه برگ و ساقههر  توفوردی 5/2

 
 ( در گل راعی است های ثانویهه نقاط قرمز تولید کننده متابولیتدهندنشان   پیکان در شکل) زایی برگکال:  2تصویر 

Image 2: Leaf Callogenesis 
Sign in image shows the dots that produced secondary metabolites  
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 اثر تیمارهای  هورمونی بر میزان کال زایی برگ و ساقه-1نمودار                      

Figure 1 – Effect of hormone Treatments on Leaf & shoot Callogenesis 

 
 (باززایی ریزنمونه برگ و ساقه1 -2

وفوردی بر آدنین و تهای بنزیلجدول آنالیز واریانس نشان داد اثر دو فاکتور روشنایی و تاریکی و سطوح هورموننتایج حاصل از 
 تاثیر بوده است. درصد دارای تفاوت معنی دار بوده و بر ریزنمونه برگ بی 5میزان باززایی ریزنمونه ساقه در سطح احتمال 

درصد  62بنزیل آدنین و فاقد توفوردی در شرایط روشنایی با  mg/l 3تیمار حاوی  در کالوس های حاصل از ریزنمونه ساقه
درصد باززایی را  8ی در ریز نمونه برگ آدنین و فاقد توفوردبنزیل mg/l 4تیمار حاوی و بیشترین میزان باززایی را نشان داد 

بنزیل آدنین وفاقد  mg/l 3حاوی  ارتیمهمچنین اثر کلی سطوح هورمونی تیمارها نشان داد  (.2، نمودار 3تصویر  ( نشان داد
 (.3سبب باززایی شد )نمودار توفوردی درهر دو ریز نمونه برگ و ساقه 

 
 (،B) (، باززایی برگAباززایی ساقه ) –3تصویر 

Image 4 - Shoot regeneration, Leaf regeneration (B) 
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 اثر تیمارهای  هورمونی بر میزان باززایی برگ و ساقه -2نمودار 

Figure 2  – Effect of hormone Treatments on Leaf & shoot regeneration 
 

 
 _زایی و باززاییاثر تیمارهای  هورمونی بر میزان کال-3نمودار 

Figure 3 – Effect of hormone Treatments on Regeneration & Callogenesis 

 

 ( نتایج آزمایش دوم)ریشه زایی( 2
 :آزمایش دوم

دار بوده و بر میزان درصد معنی 5زایی گیاهان در سطح احتمال بر میزان ریشه BAو  IBAهای هورمون سطوح تیماراثر 
  ها و طول ریشه نیز اثر گذار بوده است. پرآوری،طول گیاهچه

بر طول ساقه اثر اعمال شده سبب   BAو  IBAهای هورمون  سطوح تیمار؛  دادنتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس نشان 
کند )نمودار درصد بیان می 5داری را در سطح احتمال تفاوت معنیشده و ها و طول ریشه و همچنین بر میزان پرآوری گیاهچه

 (.5و  4
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 mg/l 1بنزیل آدنین و  mg/l 5/0(، تیمار 3بنزیل آدنین) mg/l 5/0(، تیمار 2ایندول بوتیریک اسید ) mg/l 1(، تیمار 1وضعیت ریشه زایی در؛ تیمار فاقد هورمون)  -3تصویر 

 ایندول بوتیریک اسید
Image 3-  Rooting in treatment; Culture without hormones(1), Culture with 1 mg/l IBA(2), Culture with 5/0mg/l BA(3), Culture 

with 5/0mg/l BA & 1 mg/l IBA(4) 

 
 فاقد هورمون  طول ساقه در تیماربر  IBAو   BA سطوح هورموناثر  ؛نشان داد جدول آنالیز واریانسبررسی نتایج حاصل از 

تیمار و به تنهایی  BAمیلی گرم  5/0حاوی  درصد با تیمار 5تفاوت معنی داری در سطح احتمال  مترسانتی 24/6با میانگین 
 (.4)نمودار  دنشان دامتر سانتی 8/1با میانگین  IBAمیلی گرم  1و  BAمیلی گرم  5/0حاوی 

میلی  1حاوی تیمار و فاقد هورمون  تیمارهای دادافزایش طول ریشه ها نشان بر  IBAو   BAسطوح هورمون اثر همچنین 
 5/0حاوی تیمار و به تنهایی  BAمیلی گرم  5/0حاوی  تیمارکه با  در حالی معنی داری نداشت با یکدیگر تفاوت IBAگرم 

زایی در تیمار . بیشترین میزان ریشهبوددرصد  5در سطح احتمال  دارای تفاوت معنی دار  IBAمیلی گرم  1و  BAمیلی گرم 
 4.3با حداقل میانگین طولی  IBAمیلی گرم  1حاوی  سانتی متر و سپس تیمار 2/6ن طولی با حداقل میانگی فاقد هورمون

ریشه  IBAمیلی گرم  1و  BAمیلی گرم  5/0و حاوی به تنهایی  BAمیلی گرم  5/0حاوی دو تیمار . سانتی متر ثبت شد
بیشترین میزان درصد بوده و  87و  100به ترتیب  هانآدر حالی که میزان پرآوری  از خود بروز ندادند، اندازه گیریایی قابل ز

نیز به  IBAمیلی گرم  1حاوی تیمار و فاقد هورمون تیمار . متر مربع(سانتی 3ساقه در هر  50بیش از ) پر آوری را داشتند
 (.5و  4نمودار ، 3تصویر درصد پرآوری را نشان دادند ) 53و  67ترتیب 

 

 
 اثر تیمارهای  هورمونی بر طول ساقه و ریشه-4نمودار 

Figure 4 – Effect of hormone Treatments on Shoot & Root Length 
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 زایی)پرآوری(اثر تیمارهای هورمونی بر میزان شاخه-5نمودار 

Figure 5 – Effect of hormone Treatments on multiplication (proliferation) 

 
بدون استفاده از هورمون، بیشترین میزان ریشه  MS 2/1برای ریشه زایی محیط کشت  آزمایش،بر اساس نتایج حاصل از این 

سبب عدم  IBA بدون حضور BAهورمون که در تیمار حاوی زایی را داشت که در مقالات متعددی گزارش شده است در حالی
 1و  BAمیلی گرم  5/0حاوی در تیمار  موثر بود. همچنین و در نهایت پرآوری زاییریشه زایی گردید و بر افزایش میزان شاخه

 زایی صورت نگرفت.ریشه ،اگرچه غلظت سایتوکینین از اکسین کمتر بود IBAمیلی گرم 
 یاهگفاقد تنظیم کننده های رشدی را به عنوان محیط مناسبی برای ریشه زایی این  MS ½محیط ( نیز 13پرتو و همکاران )

و فاقد هورمون نسبت  MS ½( نشان داد ریشه زایی در محیط کشت 13نتایج تحقیقات فابین راکوئل و همکاران )رد. رفی کمع
 و همچنین فرانکلینبیشتر بوده است که با نتایج حاصل از این آزمایش مطابقت دارد.  IBAمیلی گرم  1به محیط حاوی 

در پژوهشی که توسط استفاده کردند.  MS ½از محیط مایع   .perforatumH( نیز در تحقیقات خود بر روی 6همکاران )
بیشترین میزان  BAگرم برلیتر میلی1و  mg/l  25/0 D-2,4 و mg/l 5/0 صورت گرفت در مقادیر (7) و همکارانقاضیان 

بیشترین اثر را بر  IBA و IAAمشخص شد  انجام شد، (5) سلارووا و کیماکوواتوسط که دیگر در پژوهشی  زایی را داشت.کال
 BAو  D-2,4صورت گرفت استفاده از  (15) همچنین در پژوهشی که توسط شرفی و همکاران .گذارندراعی می زایی گلریشه

اخه های اکسین و سایتوکینین بر میزان کالوس زایی، شتفاوت بین سطوح غلظتو  زایی ریز نمونه ساقه موثر بودبر میزان کال
زایی و ریشه زایی موثر بوده، اگرچه در ریزنمونه های مختلف ریشه، ساقه و برگ میزان ریشه زایی با نتایج متفاوتی همراه بود، 

ادیر اکسین و ترکیب مقبا اما به طور کلی اعمال اکسین به تنهایی در محیط کشت سبب افزایش ریشه زایی گردید در حالی که 
ه نتایج کسایتوکینین در محیط کشت میزان ریشه زایی در ریزنمونه های مختلف از جمله برگ و ساقه کاهش چشمگیری داشت 

اله با این مقهای آزمایشنتایج  دادصورت گرفته در مطالعات قبلی نشان  یهابررسی. کندحاصل از این آزمایش را تایید می
 های به کار رفته درهورمون های جزیی در مقادیراگرچه تفاوت های صورت گرفته همسو بوده است.دستاوردهای پژوهش

ستفاده ا ( صورت گرفت4بنزو و استفانووا )توسط یافت شددر پژوهشی که  پیشین هایبا دیگر پژوهشتیمارهای این پژوهش 
گرم میلی 1/0یط کشت حاوی و محنمود گل راعی معرفی  توام از اکسین و سیتوکنین را بهترین شرایط برای باززایی شاخه در

ایج که نت را بهترین محیط کشت برای تولید بیشترین تعداد شاخه بیان کرد BA گرم بر لیتر میلی 5به همراه  IBA بر لیتر
ی دهد ی را نشان مدر این آزمایش میزان باززایی با افزایش توفوردی اثر منف تایید کننده آن نیست. بدست آمده در این پژوهش

میلی گرم بر لیتر  4و  میلی گرم بر لیتر توفوردی در برگ 2.5و  میلی گرم بر لیتر بنزیل آدنین 3زایی درو بیشترین سطح کالوس
میلی گرم بر لیتر بنزیل  3گرم بر لیتر توفوردی درساقه گزارش شد. همچنین بیشترین میزان باززایی در سطح  2.5بنزیل آدنین و 

bc
c

ab
a

0

20

40

60

80

100

120

0 BA+ 0 IBA 0 BA+ 1 IBA 0.5 BA+ 0 IBA 0.5 BA+ 1 IBA

ی 
ر
آو

ر
پ

(
صد

ر
د

)

p
ro

li
fe

ra
ti

o
n

)%
(

(میلی گرم بر لیتر)غلظت های هورمونی 
Hormonal Concentraitions (mg/l)

پرآوری 
Proliferation



 

10 

 

بدون حضور هورمون  MS 2/1میلی گرم بر لیتر برای ساقه حاصل شد. در نهایت محیط کشت پایه  4برای برگ و آدنین 
 بیشترین میزان ریشه زایی را داشت.

و  BA رگرم بر لیت میلی 4نتایج این پژوهش نشان داد، محیط کشت بهینه به منظور کالزایی ریز نمونه ساقه گل راعی حاوی 
 IBA گرم بر لیترمیلی 5/2و BA  گرم بر لیتر میلی 3و برای ریز نمونه برگ محیط کشت حاوی  IBA  لیترگرم بر میلی 5/2

ایج حاصل . نتمی باشد BA  گرم بر لیتر میلی 3نمونه ساقه نیز حاوی کشت بهینه به منظور باززایی ریز همچنین محیط است،
دارای  IBA  گرم بر لیترمیلی 1زایی نشان داد، ریشه زایی در محیط کشت فاقد هورمون و حاوی از بررسی تیمارهای ریشه

سبب کاهش ریشه زایی و حضور  IBAبه همراه BA حضور  در حالی که ،بیشترین میزان و بالاترین طول ریشه ثبت گردید
BA .به تنهایی در محیط کشت سبب عدم ریشه زایی گردید 

وثری را د مو سلول با اهداف مختلفی صورت می گیرد که نتایج بدست آمده از هر بخش می تواند کاربرروش های کشت بافت 
و  دهای ثانویه ارزشمنافزایش متابولیتفرآیندهای های اصلاحی، از جمله کاربرد در راستای آزمایش در مباحث پژوهشی دیگر

د میزان تولیتوان آمد و موثر میلذا با معرفی روش های کار .مایدایفا نش راندمان تولیدات تجاری و غیره یافزا در نهایت در
های مناسب نتایج حاصل را به سمت و با اعمال الیسیتوررا در مدت زمان کمتری افزایش داده  (گیاهان )از طریق ریز ازدیادی

 افزایش تولید متابولیت های ثانویه هدایت نمود.
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 Medium Optimization for Callogenesis, Shoot 

Regeneration and Rooting of Hypericum perforatum from Shoot and Leaf 

Explants 
 

Introduction  
Hypericum perforatum is a perennial plant that has been used in traditional medicine. H. perforatum 

have several types of medicinal compounds including antiviral compounds, antioxidants, 

flavonoides and also has valuable compounds such as Hypericin, Hyperforin, Pseudohypericin and 

xanthones that have effect on human physiology. Aerial parts of H. perforatum are dotted with dark 

glands that appear as black or red nodules. Black glands were known as localization of secondary 

metabolites. As a consequence of the commercial potential of this species attempts have been at 

plant improvement by application of in vitro culture methods. Among seedling explants of H. 

perforatum, it appears that roots are superior for shoot regeneration. It is generally accepted that 

explants source is an important factor r successful establishment of tissue culture in many cases. 

https://scholar.google.com/scholar?hl=en&as_sdt=0,5&q=Investigating+the+effect+of+growth+regulators+and+different+explants+on+callogenesis+and+organisation+of+Hypericum+perforatum+under+in+vitro+conditions
https://scholar.google.com/scholar?hl=en&as_sdt=0,5&q=Investigating+the+effect+of+growth+regulators+and+different+explants+on+callogenesis+and+organisation+of+Hypericum+perforatum+under+in+vitro+conditions
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Production of secondary metabolites via plant cell and tissue culture yields various advantages, 

including standardization and quality. These criteria are also valid for the main economically 

important chemical in st. John’s wort, namely hypericin, pseudo hypericin and hyperforin. The aim 

of this study was to evaluate the effect of some tissue cultures on plant Callogenesis, regeneration 

and also, study the effect of cytokinin and auxin on rooting rate and shoot multiplication.  

Materials and Methods:  
This research included two experiments; first experiment plan was a completely randomized in the 

form of a factorial. Second experiment plan was completely random. 

First part of experiment : this part was conducted with two explants, leaf and shoot, maintained in 

light and dark condition. Shoot explants were derived from sterile seedlings that was obtained from 

seeds were cultured on MS medium. Seeds were decontaminated by NaClO 20% (V/V) for 20 min 

and were washed with sterile deionized water. Leaf explants were derived from seedlings in the in 

vivo condition and decontaminated by NaClO 20% (V/V) for 20 min then washed with sterile 

deionized water. Both of explants cultured on MS media supplemented with BA (3 and 4 mg/l) and 

2,4-D (0, 1 and 2.5 mg/l). Callogenesis and regeneration was measured after 4 weeks. 

Second part of experiment: shoot of indirect regeneration for rooting study, were cultured on ½ MS 

media supplemented with BA (0 and 5/0 mg/l) and IBA (0 and 1 mg/l). Proliferation, shoot and root 

length were measured after 4 and 8 weeks. 

Results and Discussion: 

Effects of the factors on first part of experiment; calluses of shoot and leaf explants were induced 

after 4 weeks. Shoot explants Medium supplemented with 4 mg/l BA and 2.5 mg/l 2, 4-D showed 

95% Callogenesis. Leaf explants Medium supplemented with 3 mg/l BA and 2.5 mg/l 2, 4-D showed 

98% Callogenesis. Shoot explants Medium supplemented with BA 3 mg/l showed 62% regeneration 

and leaf explants Medium supplemented with BA 4 mg/l showed 8% regeneration. 

For second part of experiments; root induction on half strength medium without hormone  and 

medium supplemented with 0.5 mg/l BA and 1 mg/l IBA had highest rooting frequencies. Average 

of root length was registered 5.25 cm. half strength medium supplemented with 0.5 mg/l BA had 

100% and also, medium with 0.5 mg/l BA and 1 mg/l IBA had 86% shoot multiplication and were 

not appeared any roots. Average Shoot length on medium without hormone and medium 

supplemented with 0.5 mg/l BA and 1 mg/l IBA was registered 6.24 cm and in media with 0.5 mg/l 

BA and 1 mg/l IBA was registered 1.8 cm. based on result of this experiments, the concentration 

levels of the two hormone BA and 2, 4-D in the induction of calli formation and regeneration of the 

H. perforatum have been effective. In the second experiment, hormone BA, in the absence of IBA 

did not cause rooting and increased the degree of shoots and ultimately proliferation was effective. 

Also, in treatment with 0.5 mg/l BA and 1 mg/l IBA, although the concentration of cytokinin was 

less than auxin, rooting was not done.  
conclusion 

The goal of this study was to introduce the suitable medium for Callogenesis and regeneration of H. 

perforatum for production and breeding aims. Tissue and cell culture methods are used for various 

purposes. The result of each section can be used effectively in research topics, including corrective 

tests, processes for increasing secondary metabolites, as well as increasing commercial products. 

Therefore, by introducing efficient and effective methods, it is possible to increase the production 

of plants by micropropagation in less time. 
 

Keywords: 6-Banzy adenine, leaf, rooting, secondary metabolites, shoot 
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