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در  Plantago majorزايي و باززايي گياه داروئي بارهنگ كبيرزني بذر، اندامبهبود جوانه
  ايشرايط درون شيشه

  3حسين دانافر ، 2، علي شرفي*1، خديجه باقري1سمانه راه آموز حقيقي
 گياهي و ژنتيك گروه توليدزنجان، دانشگاه زنجان، دانشكده كشاورزي، ، ايران 1

  ري داروئيگروه زيست فناوانشگاه علوم پزشكي، دانشكده داروسازي، د زنجان، ،ايران 2
  گروه شيمي دارويي دانشگاه علوم پزشكي، دانشكده داروسازي، زنجان، ،ايران 3

  25/10/1399 :تاريخ پذيرش  05/08/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

پيش تيمارهاي  ريتأث .هاي خاص دارده پيش تيمارنياز بدر شرايط خارج از فصل  (Plantago major)زني بذر بارهنگ كبيرجوانه
 بذر اين يزنبر جوانه MS)( medium Murashige and Skoog محيط  اسيدجيبرليك، پتاسيم نيترات، سرما، نور و غلظت نمك

ختلف هاي مغلظت تأثير .گرديداستفاده ي زننرخ جوانهبراي تعيين  (Timson Index) تيمسونشاخص از  .بررسي شدند گياه
- NAA( ،3( كياست دياس نينفتال- آلفا يهانياكس در تركيب با (TDZ) و تيديازورون (BAP) نيپور نويآم-6هاي سيتوكينين

 هاي برگ، ساقه و ريشهبراي القاء كالوس و باززايي ريزنمونه )IBA( كيريبوت -3 ايندول دياسو ) IAA( دياس كياست -3-ندوليا
. هستندتر مناسب ي بذور بارهنگ كبيرزنجوانه كامل براي MSمحيط، نور روز و تيمار سرما شيكه پ نشان داد هايافته. مطالعه شد
 در ريزنمونه )درصد 100(باززاييفراواني بالاترين . ها پديدار گرديددر اكثر ريز نمونه) درصد 100( زاييدرصد كالوسبيشترين 
گرم بر ليتر ميلي 2: 5/0ساقه  ريزنمونهدر ، TDZ: IBAگرم بر ليتر ميلي 2: 1و  5/1: 2 ؛5/1: 1 ؛1: 5/0حاوي  MSمحيط برگ در 

BAP: NAA  گرم بر ليترميلي 5/1در غلظت  شهيرريزنمونه  درو BAP  ،2/0 :5/1 گرم برليترميلي 3:  2/0و  2: 2/0؛ TDZ: 

NAA 3: 2 ؛3: 1 ؛2:2؛ 2:1و TDZ: IBA 1:5/1 و 1:2محيط حاوي در  بيه ترتبتعداد شاخه  20و 27  ،67/41. مشاهده گرديد 
هاي گياهچه. بدست آمد شهير هاي برگ، ساقه ودر ريزنمونه TDZ:NAA برليتر گرميليم 2/2:0 و TDZ:IBA برليتر گرميليم

 يدر گلخانه سازگار درصد 80 يبقا نرخبا منتقل و  IBAگرم بر ليتر ميلي 5/0زايي حاوي غلظت باززايي شده به محيط ريشه
   .فتنديا

  زاييسكالو زني،جوانه ،ايزايي درون شيشهباززايي شاخه، بارهنگ كبير، اندام: واژه هاي كليدي

  bagheri.khadijeh@znu.ac.ir :الكترونيكي پست  ،  +982433054523: تلفن  خديجه باقري: مسئول، تلفن نويسنده *

  مقدمه
Plantago بزرگترين جنس از خانواده Plantaginaceae  است

شده  گزارش مقالاتگونه از اين جنس در  483حدود  كه
يكي از  (Plantago major)بارهنگ كبير  .)43 ،39( است

ترين گياهان دارويي است كه در طب سنتي بسيار قديمي
هاي ترين گونهگستردهو يكي از گرفته مورد استفاده قرار

اين گياه در . )1شكل( باشددر مقالات ميگزارش شده 

، جنوب آسيا ،در چمنزارهاي معتدل اروپاو سراسر جهان 
 توزيع شده استاستراليا و همچنين شمال آفريقا و آمريكا 

 هايگونهمختلفي در  فعال بيولوژيكيتركيبات . )40 و12(

توان به آلكالوئيدها، يها ماز جمله آند وجود داربارهنگ 
ها، فلاونوئيدها، ها، چربيارينممشتقات اسيد كافئيك، كو

ها و مواد وئيدها، موسيلاژها، پلي ساكاريدها، استرولريداي
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تركيبات فيتوشيميايي موجود در . )10( فرار اشاره كرد
برگ، ريشه و بذرهاي بارهنگ باعث خواص درماني قابل 

ضد  ضد ويروس، امل خواصكه شگياه شده  توجهي دراين
ضد درد، ضد هيستامين، ضد  ضد التهاب، ميكروب،

- ميفشار خون كاهش ، ضد زخم و سرطانروماتيسم، ضد 

 هايهاي هوايي گونهقسمتهمچنين از  ).18و 3( شود

هاي مرتبط با معمولاً در درمان تعدادي از بيماري بارهنگ
در همچنين توليدمثل و  ،گوارش ،پوست، دستگاه تنفس

  ).35(گردد ميها استفاده برابر عفونت

 

 

  (Plantago major)گياه خودرو بارهنگ كبير  -1شكل

 

 ريبارهنگ كب از استفاده در يطولان اريبس نهيشيپ به باتوجه
 باتيتركاهميت  ليبه دل نيو همچن به عنوان گياه دارويي

لازم ، موجود در آن يكيولوژيب يهاتيفعال و ييايميتوشيف
 ي بر روي اين گياه دارويي انجامشتريب مطالعات ت كهاس
 شده شناخته مهم ابزاري عنوان به بافت تكنيك كشت .دگير

 شودگياهي مي جديد هايژنوتيپ توسعه به منجر است كه
 دهندگان پرورش و ژنتيك متخصصان همچنين )19(

 كننداستفاده مي تنوع اين تكنيك به عنوان منبع گياهان، از
تواند به تكثير آن در شرايط شت بافت اين گياه ميك). 14(

زيرا اكثر بذرهاي  ،اي كمك قابل توجهي بكنددرون شيشه
هاي خصوصي و ها، هرباريومخريداري شده از كلكسيون

بانك ژن داراي قوه ناميه پايين و درصد جوانه زني اندكي 
هستند و اغلب تحقيقات خارج از فصل رشد گياه صورت 

هاي جوانه زني در مچنين بررسي ويژگيه. گيردمي
 تواند تعيين كننده ميزان موفقيت توليد باشدمي آزمايشگاه

 تواندمي هاي گياهيدر ريزنمونه زايي متفاوتكالوس). 15(
 هايهورمون ميزان و متابوليكي متفاوت هايبه دليل فعاليت

 يك عنوان به اكسين با و ممكن است تيمار باشد درونزا
 روند و گردد بافت گياه تلقي زا توسطتنش وضعيت
). 23( دهد تغيير زاييجنين سوي به را سلولي تقسيمات

 صورت به هاي گياهياز ريزنمونه هاباززايي اكثر
اين  كه اتفاق مي افتد واز طريق القاء كالوس غيرمستقيم

 همين به. شودمي سوماكلوني تنوع ايجاد روش گاهي باعث
گردد براي تكثير استفاده مي مستقيم اييروش بازز از منظور

از آن جمله ميتوان به . هاي بيشماري استكه داراي مزيت
زمان  و كاهش بالا باززايي قابليت ريزنمونه، تهيه سهولت

اين گياه مورد توجه محققان زيادي  اخيراً). 16( اشاره كرد
  ).  42(بوده است 
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 هايگونه هاي محور زير لپهريزنمونه از كالوس القاء
Plantago ريشه هايكشت از حاصل از كالوس باززايي و 

 دياس كياست -3- ندوليا- 3 همراه با )MS )30 محيط در
IAA)( ًاست شده گزارش قبلا )و كالوس تشكيل ).41 

نيز بررسي  P.ovataهاي محور زير لپه ريزنمونه از باززايي
 حاوي MS محيط در جانبي هايتوليد شاخه .شده است

 ، (IBA) كيريبوت - 3 ايندول دياس ، IAAمختلف هايتغلظ
 فنوكسي كلرو دي 2 ،4 ، (NAA) كياست دياس نينفتال- الفا

 و BAP نيپور نويآمبنزيل -6 ، (D-2,4)اسيد استيك
- ميلي 5/0غلظت  در. نيز بررسي شده است (Kin)كينيتين

 ريشه تشكيل همراه با كالوس رشدIBA  گرم بر ليتر 
 با يكنواخت سرعت را با زاييكالوس D-2,4. شد مشاهده
 ءگرم بر ليتر القاميلي 5/2 تا گرم بر ليترميلي 5/1 از غلظت
 MSدر محيط  P.asiaticaريزازديادي نوك ساقه ). 22( كرد
انجام BAP گرم برليترميلي 1و  IAAگرم برليترميلي1/0با 

 هايريزنمونه بالاترين مقدار باززايي شاخه از). 25( گرديد
-ميلي 2/0 حاوي ،MS محيط در P.afraلپه و محور زير لپه 

 IBA گرم برليترميلي 2/0 و  (TDZ) تيديازورون گرم برليتر
 در دهي راريشه بهترين موجود هايشاخه .شد مشاهده
). 36( داشتند NAA گرم برليترميلي 6/0 حاوي MS محيط

 اب P.major گياه ايدرون شيشه كشت ديگر، ايمطالعه در
 IAA برليتر گرمميلي 2/0 با همراه MS محيط از استفاده

در ). 21( است شده گزارش TDZ گرم برليترميلي 0/1و
، القاء كالوس در 2014مطالعه اسماعيلي و همكارانش در

با استفاده از  P.major هاي برگ و ريشه گونهريزنمونه
 مقايسه. بهينه گرديد D/Kin-2,4هاي مختلف غلظت

 داد نشان ISSR آغازگر 6 از شده مشتق باندينگ الگوهاي
 دهندمي نشان را آشكاري سوموكلونال تنوع هاكالوس كه
 انتخاب هايسيستم براي نهايت در تواندمي كه

   ).9( قرارگيرند برداري بهره مورد آزمايشگاهي

بنابراين اين گونه نيازمند پروتوكل جامع و مناسبي براي  
القاء از طريق  گياهسپس تكثير  زني بذر وبهبود جوانه
 ايدر شرايط درون شيشه ييازو بازندام زايي كالوس، ا

انجام تحقيقات مكرر و بصورت جامع براي  لذااست، 
 يضرور اهيكشت بافت گ يمد برااكار روشيدستيابي به 

رسد كه بتوان از گياهاني انبوه و عاري از هرگونه مي بنظر
-يي از جمله توليد متابوليتبيماري در روند تحقيقات دارو

هاي ثانويه با ارزش و از لحاظ تجاري نيز سوداور استفاده 
كرد كه اين موضوع براي كشورهايي همچون ايران كه 
- داراي گياهان دارويي متنوعي هستند، بسيار باارزش مي

از  مهم هيثانو يهاتيمتابول يحاونيز  بارهنگ كبير. باشد
كاتالپل است كه داراي  وهاي اكوبين ديدوئيريا جمله

خواص متعددي از جمله ضدالتهاب، ضد سرطان و ضد 
-يم ايدرون شيشه يهاكشت ني، بنابراهستند ميكروب
  . مهم باشد اتبيترك نيا ديتول يتواند برا

افزايش جوانه زني بذر و مطالعه  ني، هدف از انيبنابرا
ي تكثير اين گياه برا جامعو  ،پروتكل ساده كي يمعرف
و ندام زايي القاء كالوس، ااز طريق  ويي با ارزشدار
  .است در شرايط بهينه ييازباز

  مواد و روشها
 ابتدا بذر در: ي و ضدعفوني كردن بذرهااهيمواد گ هيته

جنگلها و  قاتياز بانك ژن موسسه تحقبارهنگ كبير  گياه
در . شد يداريخر 1396بان ماه سال آدر  مراتع استان تهران

شدند و شو شست ليبا آب مقطر استره دفعه س بذرهاابتدا 
ور گشتند، غوطه هيثان 30به مدت  درصد 70اتانول  در

 يك درصد همراه با 5 ميسد تيپوكلريه بذور باسپس 
 با آب مقطر و مجددا قهيدق 10به مدت  20-توئينقطره 
  .ندشدشو شست دفعهسه  استريل

 عدد بذر 10در آزمايش اول : يجوانه زن اتآزمايش
- سانتي 10صافي و درون پتري ديش كاغذ  يرو ليتراس

 1/0 آزمايش هايمحلولاز  تريليليم 10و  گرفتندقرار متري
 نيترات پتاسيم مولاريليم 1و  )GA3( جيبرلين مولاريليم
)KNO3(  ها اضافه گرديدديش به پتريساعت  24به مدت .

گرم در ليتر آگار  8با  MS طيشده در مح ماريت يبذرها
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قبل از اضافه كردن  8/5برابر با  محيط pH. ت شدندكش
بوسيله اتوكلاو و در شرايط  آگار تنظيم گرديد و سپس

. دقيقه استريل گرديدند 20درجه سانتيگراد بمدت  121
ساعت روشنايي  16ها در اتاقك رشد با تناوب نوري كشت

 و گراديدرجه سانت 22±2 يدماساعت تاريكي در  8و 
آب مقطر با  تيمار. نگهداري شدند 70±5 يرطوبت نسب

 طيشرا .در نظر گرفته شدشاهد تيمار به عنوان  لياستر
 ريتأث يبررس يبرا. بود مارهايت ريشاهد همانند ساتيمار 

 4 يشده در دما يضدعفون ي، بذرهايزنسرما بر جوانه
د گرفتنقرار  يكيساعت در تار 24به مدت  گراديدرجه سانت

در آزمايش دوم  ).37( شدندكشت  MS طيو سپس در مح
مجددا  بذرهاي، زننور روز بر جوانه ريتأثبه منظور بررسي 

 و در جامد كشت شدندMS سرمادهي شده و در محيط 
 طيو شرا )روشنايي ساعت 16(روز روشنايي  طيشرا
 بذوردر آزمايش سوم،  ).10(گرديدند  ميكامل تقس يكيتار

نمك  مختلفهاي با غلظت MS طيمحدهي شده در سرما
آب مقطر با  قرارگرفتند و تيمار) و ، كامل، (

در نظر گرفته شاهد تيمار به همراه آگار به عنوان  لياستر
 16(هفته در معرض نور روز  4به مدت  ها نمونه. شد

از هفته اول تا هفته  يزننرخ جوانه .قرارگرفتند) ساعت
از شاخص ي زنجوانه نرخ محاسبه يبرا .رديدگچهارم ثبت 

   .گرديداصلاح شده استفاده  (Timson Index) تيمسون
 

Timson germination index (TGI) = ΣG/T 
 

(G) دوره  كيروزه در  2بذر در فواصل  يزندرصد جوانه
 ).8(كل است  يزنجوانه دوره  (T)وروزه  28

، يزنجوانه آزمايش بهينه شده جينتا براساس: كشت بافت
كشت شدند و به  MSكامل طيدر مح ما ديدهسر يبذرها

. قرارگرفتند روشناييساعت  16هفته در  8تا  4مدت 
از  مترسانتييك به اندازه  شهيو ر ي، ساقهبرگ يهاريزنمونه
 بيترك حاوي MS طيدر محبريده شده و ها گياهچه

 اي NAA ،IAA يهانيو اكس TDZ اي BAPي هانينيتوكيس
IBA غلظت هر دو . گرديدندكشت  مختلف يهادر غلظت

 يگرم برليتر و براميلي 3و  2، 5/1، 1، 5/0 نينيتوكيس
، 1/0 ،(NAA)گرم برليتر ميلي 1، 5/0، 2/0، صفرها نياكس

 2، 5/1، 1 ،5/0و ) IAA(گرم برليتر ميلي 5/1، 1، 5/0
ي ااز قهوه يريجلوگ يبرا. بودند )IBA(گرم برليتر ميلي
ها نمونه كباري، هر دو هفته زاييشاخهكالوس و  ءالقا دن،ش

با باززايي  هاريزنمونه .منتقل شدند MSتازه  طيبه مح
به محيط  هابدون هورمون و كالوس MSمستقيم به محيط 

 مربوطه ليتر سيتوكينينبرگرم ميلي 5/0همراه با  MSكشت 
 به هاي باززا شدهگياهچه. ندمنتقل شدشاخه براي القاء 

زايي حاوي غلظت و يا محيط ريشه هورمون بدون طيمح
هاي گياهچه سپس. منتقل شدند IBAگرم برليتر ميلي 5/0

 درصد 80گلدان حاوي مخلوطي از به  تيبا موفق رشديافته
پس از دو هفته  لياستر تيپرل درصد 20و  پيت ماس

با محلول  هاگياهچهمنظم،  اصلو در فوانتقال يافتند 
  .شدند بياريآهوگلند 

كاملاً پايه طرح با آزمايش فاكتوريل : يآمار ليتحل
 تكرارريزنمونه در هر  10با سه تكرار و ) CRD(تصادفي 

 در هو تعداد شاخ يياز، باززاييسدرصد كالو. استفاده شد

 جزيهداده ها با استفاده از ت. گرديدثبت هر ريزنمونه 
ها با يانگينو م ندواريانس مورد تجزيه و تحليل قرارگرفت

 SPSS 21افزار  با استفاده از نرم استفاده از آزمون توكي
درصد  5 ها از نظر آماريو مقايسه ميانگين مقايسه شدند

  .در نظر گرفته شددار معني

 نتايج

ر د: بارهنگ كبير بذر يزنجوانهعوامل مختلف بر تأثير 
 يمارهايو با ت ي شدندضدعفون بارهنگ كبير يابتدا، بذرها

به عنوان  ليو آب مقطر استر، سرما GA3 ،KNO3 ختلفم
نشان داد كه در هفته اول، اثر  هايافته. شدند آزمايششاهد 

 45/9(  KNO3،)درصد جوانه زني 18( پيش تيمار سرما
 ،روز28و پس از گذشت  بود )صفر درصد( GA3 و) درصد
 35(نسبت به شاهد  يزنجوانهدرصد  50و 65، 80 بترتيب
 .)2شكل (هده شد مشا) درصد
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بر ) كنترل( ليو آب مقطر استر) ي مولارليم 1(  KNO3،)مولار يليم1/0(  GA3، )گراددرجه سانتي Cold  )4مختلف يمارهايتپيشثير أت -2شكل

  .انحراف معيار ذكر گرديد ±نتايج بصورت ميانگين سه تكرار  ،زني بذر گياه بارهنگ كبيردرصد جوانه

براي ، زني بذرهادهي بر جوانههتر سرماب ريباتوجه به تأث
در معرض ديدند و سرما  آزمايش دوم، مجددا بذرها

 طيكامل در مح يكيو تار) ساعت 16(نور روز روشنايي 

MS   به مدت دو هفته ثبت  يزنو درصد جوانهقرارگرفتند
  . گرديد

  
: Lightگياهان شاهد، : Controlبذرهاي سرما ديده و   Cold (Plantago major).بارهنگ كبيرزني بذر گياه نور و تاريكي بر جوانهثير أت -3شكل

انحراف معيار و بر  ±نتايج بصورت ميانگين سه تكرار  ،شرايط تاريكي كامل : Darkو) ساعت تاريكي 8ساعت روشنايي و  16(شرايط طول روز 
 باشدها ميتفاوت آماري داده حروف متفاوت نشان دهنده. درصد محاسبه گرديد 5حسب آزمون توكي در سطح 

 

روز را بر روشنايي طول  ربهت ريبه وضوح تأث هايافته
   .)3شكل ( دندهينشان م يزنو سرعت جوانه يزنجوانه

زدن سريع و خارج به منظور بهينه كردن روشي براي جوانه
با سرما شده و  يضدعفون بذرهااز فصل، در آزمايش سوم 

، 1(مختلف نمك  يهابا غلظت MS طيدر مح تيمار شده و
 بامحيط نشان داد كه  هايافته. كشت شدند )و، 
نشان  ي راعتريسر ي و رشدزنجوانه ،شتريب نمك درصد

مربوط به  يزندرصد جوانه 50در هفته اول  رايدهد، زيم

 طيسه هفته، محو بعد از بود   MSو كامل  MS طيمح
MS كشت بذر در  .را نشان داد درصد 80 ي، جوانه زنكامل

نيز به عنوان شاهد در نظر گرفته  و آگار ليآب مقطر استر
ي داشت كه زنجوانه درصد 54/11در هفته اول و  شد

و بعد از سه هفته  تر بودكم MSكامل  طيمح نسبت به
 MS محيطبا  بهمشاكه  درصد را نشان داد 76/30 يزنجوانه
   ). 4 شكل(بود  
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 ±نتايج بصورت ميانگين سه تكرار  (Plantago major).زني بذر گياه بارهنگ كبيربر جوانهMS هاي مختلف نمك محيط غلظتتأثير  -4شكل

 .باشنديمارها ميحروف متفاوت نشاندهنده تفاوت آماري ت .درصد محاسبه گرديد 5انحراف معيار و برحسب آزمون توكي در سطح 

 

 براي بارهنگ كبير بذري جوانه زن نرخشاخص در نهايت 
 گرديد يريگاندازهدر آزمايش اول مختلف  يمارهايت شيپ
آزمايش اول در اين مطالعه نشاندهنده بهترين . )5شكل(

پيش تيمار بوده است و آزمايشات بعدي، آزمايشات 
هدف  باشند وتكميلي براي برقراري شرايط بهينه مي

زني بهتر در مطالعات بعدي نشان دادن سرعت جوانه

شرايط پيش تيمار سرما است از طرفي نيز آزمايشات 
در بازه  تكميلي نيازمند برقراري شرايط نور و تاريكي

هاي گيريهستند، لذا در صورت اندازه زماني موردنظر
زني، اين شرايط در تيمار تاريكي متناوب درصد جوانه

زني براي پيش د، بنابراين شاخص نرخ جوانهشدنمختل مي
  .گيري گرديدتيمار سرما اندازه

  
درصد  5انحراف معيار و برحسب آزمون توكي در سطح  ±نتايج بصورت ميانگين سه تكرار ، اصلاح شده تيمسونشاخص  يجوانه زن نرخ -5شكل

 .دباشنحروف متفاوت نشاندهنده تفاوت آماري تيمارها مي ،محاسبه گرديد

  

 باتيدر ترك بارهنگ كبير گياه كشت بافتهاي يافته
، زيركشت 3يا  2پس از : ي رشديهاتنظيم كنندهمختلف 

 ).7و 6شكل ( ندظاهر شدها ريزنمونهدر اكثر  هاكالوس
ات تركيبدر اكثر ) درصد 100( زاييدرصد كالوسبيشترين 

با اين حال در ريز نمونه برگي با  .هورموني مشاهده شد
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در هر چهار ) گرم برليترميلي TDZ )5/1هورمون  لظتغ
در . شد ءالقادرصد  100مقدار كالوس   NAAسطح 

تر بود به اين صورت كه ريزنمونه ساقه، القاء كالوس نمايان
 NAAدر تمام سطوح ) گرم برليترميلي TDZ )3در هورمون 

زايي ، كالوس IAAدر سطوح  )گرم برليترميلي 3و 5/1(و 
مشاهده شد و در ريزنمونه ريشه، القاء كالوس رصد د 100

چنانچه كه در . در اكثر تركيبات هورموني رخ داد
 NAAدر سطوح ) گرم برليترميلي 2و  BAP   )5/1هورمون

گرم ميلي 3( TDZو همچنين ) گرم برليترميلي BAP   )2و
) گرم برليترميلي 5/1و  2(و  IAAبراي تمام سطوح ) برليتر

و  TDZ )5/1هورمون . كالوس تشكيل شد  IBAدر سطوح
 ، )گرم برليترميلي 2و  5/1( BAPو ) گرم برليترميلي 3

NAA )5/0  گرم برليترميلي 1و ( ،IAA )1 گرم ميلي5/1و
در تركيب با هم ) گرم برليترميلي 5/1( IBAو ) برليتر

   .اندكرده ءزايي بيشتري را القاكالوس

دهنده سن كالوس و  انها نشمشخصات ظاهري كالوس
هاي كالوس. باشدها در محيط كشت ميقدرت باززايي آن
نياز به چند دوره زيركشت در محيط  زرد رنگ معمولاً

هايي كه در محيط حاوي كالوس. حاوي سيتوكينين دارند
گيرند، اكسين به تنهايي و يا مقدار اكسين بيشتر شكل مي

بااين حال . دتمايل بيشتري به تشكيل ريشه نشان دادن
نيازي  هاي مختلف معمولاًهاي سبزرنگ از ريزنمونهكالوس

به زيركشت نداشتند و پتانسيل تشكيل نوساقه در محيط 
هاي مختلف حاوي غلظت MSكشت پايه 

در اين مطالعه اكثر . اكسين خوبي را نشان دادند/سيتوكينين
- نيازي به زيركشت نداشتند و كشت TDZ/IBAهاي كالوس

هاي بزرگتري را كالوس معمولاً NAAوي اكسين هاي حا
 مختلف هايريزنمونه ترتيببدين). 6شكل ( تشكيل دادند

 متفاوتي ميزان رشدي متفاوت، هايكنندهتنظيم تأثير تحت
 .دادند نشان را دهيكالوس از

 

 

   BAP/NAA (B,C) ;BAP/IBA (D) ;BAP/IAA;ني كالوس درتركيب هورمو (A)، ها با تركيبات هورموني مختلفزايي ريزنمونهكالوس -6شكل
(E) ايكالوس چهارهفتهBAP/NAA (F) BAP/IAA  

  

 ريزنمونه سههفته در هر  2پس از ها از كالوس ييباززا
باززايي كه حروف (ها و بيشترين درصد باززايي ظاهر شد

a  را در آزمون مقايسه ميانگين دانكن به خود اختصاص
اكسين در / ب هورموني سيتوكينيندر هر تركي )اندداده

هر جدول بالاترين  در  .آورده شد 3و 2، 1هاي  جدول
باززايي به همراه درصد شكل گيري كالوس مرتبط با آن و 
نوع باززايي از نوع مستقيم و يا غيرمستقيم و تعداد شاخه 

  .از هر ريزنمونه نيز ذكر شده است
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) رصدد 100(برگ  باززايي در ريزنمونهفراواني بالاترين 
ميلي  2: 1و  5/1: 2 ؛5/1: 1 ؛1: 5/0حاوي  MSدر محيط 

از  يكم زانيم .گرديدمشاهده  TDZ: IBAگرم برليتر 

 : IAAگرم برليتر ميلي 5/0: 1 بيدر ترك) درصد 2( زاييباز
BAP 8شكل( مشاهده شد(. 

  

مرتبط با هر زايي و تعداد شاخه همراه درصد تشكيل كالوس بيشترين مقادير باززايي در ريزنمونه برگ در تركيبات هورموني مختلف به -1جدول 
 باززايي

 تعداد جوانه در هر ريزنمونه

  )عدد(
 باززايي غيرمستقيم

  )درصد(
  باززايي مستقيم

  )درصد(
  باززايي

  )درصد(
  كالوس زايي

  )درصد(
  اكسين/سيتوكينين

  )ميلي گرم بر ليتر(
  اكسين  سيتوكينين

2/6± 60/7 3/6± 33/53  ٢٠ ±٨/٣/11 6/64 ±1/9 50± 5/2  5:0/1  BAP none 

3/3± 33/12 6/2± 83/45 3/33± ۶٧/۶ 52±4/5 85±4/3 5/1:0 BAP NAA 

11±2/1 3/2± 67/16 33/8± ۶٧/۴۶ 33/63 ±13/3 2/8± 67/46 1/1:0 BAP IAA 

2/6± 6/15 

50/17 

60±4/4 

58±5/5 

30±5/5 

28±2/1 

90±2/0 

2/2± 86 

5/3± 70 

66± 8/4 

2:1 

5/2:0 
BAP IBA 

- -  - - - - TDZ none 

9±3/0 100±0/0 0/0±0/0 50±14/3 100±0/0  5:1/1 TDZ NAA 

3/3± 3/5 8/2± 14/27 50±5/3 14/77 ±2/4 50±5/1 5/1:0 TDZ IAA 

4/8± 2/17 

3/8± 25/14 

6/3± 05/22 

6/2± 01/18 

100±0/0 

3/3± 33/73  
5/2± 70  

3/12± 5/67 

0±0/0 

3/6± 66/26 

2± 30 

5/7± 5/32 

100±0/0  
100±0/0  
100±0/0  
100±0/0 

100±0/0  
3/3± 33/73  

80±4  
5/5± 95/30  

2:1  
5:2/1  
5:1 /1  
5/1:0 

TDZ  IBA  

 انحراف معيار بيان شدند ±نتايج بصورت ميانگين 

  
 مرتبط با هرزايي شاخهزايي و تعداد تشكيل كالوس بيشترين مقادير باززايي در ريزنمونه ساقه در تركيبات هورموني مختلف به همراه درصد -2جدول 

  باززايي

تعداد جوانه در هر ريزنمونه 
  )عدد(

 باززايي غيرمستقيم

  )درصد(
  باززايي مستقيم

  )درصد(
  باززايي

  )درصد(
  كالوس زايي

  )درصد(
  اكسين/سيتوكينين

  )ميلي گرم بر ليتر(
  اكسين  سيتوكينين

- - - - - - BAP none 

1/5± 25 100±0/0 0/0±0/0 100±0/0 100±0/0  5/2:0 BAP NAA 

32±2/2 70±10 0/0±0/0 70±6/4 100±0/0  5/5:1/1 BAP IAA 

4/2± 24  
5/2± 5/26  

6/1± 28 

54±3/8 

5/1±52 

55±5/0  
0/0±0/0  

54±3/8 

5/1±52 

55±5/0 

72±2  
1/1± 94  

70±3,3  

2:2  
5:1/1  

5/5:0/1  
BA  IBA  

- - - - - - TDZ none
1/3 15± 3/7± 25/81 0/0±0/0 8/10 ±25/81  100±0/0  1:1 TDZ NAA 

5/2± 5/7 32±3 0/0±0/0 32±4/2 100±0/0  1/3:0  TDZ  IAA 

3/1± 37/27 14± 66/86 0/0±0/0 3/3 ± 66/86 95 ±2/5 5:1/1 TDZ IBA 
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مرتبط با هر زايي زايي و تعداد شاخهبيشترين مقادير باززايي در ريزنمونه ريشه در تركيبات هورموني مختلف به همراه درصد تشكيل كالوس -3جدول 
  باززايي

تعداد جوانه در هر ريزنمونه 
  )عدد(

 باززايي غيرمستقيم

  )درصد(
  باززايي مستقيم

  )درصد(
  باززايي

  )درصد(
  كالوس زايي

  )درصد(
  اكسين/يتوكينينس
  )ميلي گرم بر ليتر(

  اكسين  سيتوكينين

14±6/0 100±0/0 0/0±0/0 100±0/0 100±0/0  5/1 BAP none 

21±5/7 100±0/0 0/0±0/0 100±0/0 100±0/0  1:5/1 BAP NAA 

8±2/4 0/0±0/0 100±0/0 100±0/0  0/0±0/0 1/5:0/1 BAP  IAA 

6±2/1 100±0/0  0/0±0/0 
50±0/15 

4/5±50 
100±0/0  

5:1/1  
1:1  BAP IBA 

- - - - - TDZ none 

12±4/3  
20±4  

5/0± 5/5 

100±0/0 0/0±0/0  100±0/0 100±0/0  
2/0 :2  
2/5:0/1  

2/3:0 

TDZ  NAA 

10±٢ 100±0/0 0/0±0/0 100±0/0 100±0/0  5:1/1 TDZ IAA 

12±٣/٠  
5/2±10  
٠/٩±1  
15±٢/٣ 

100±0/0 0/0±0/0  100±0/0 100±0/0  

3:2  
3:1  
2:2  
2:1 

TDZ IBA  

  انحراف معيار بيان شدند ±نتايج بصورت ميانگين 

القاء كالوس و باززايي از كالوس در ريزنمونه برگ  (A-C) (Plantago major).هاي برگ، ساقه و ريشه بارهنگ كبيرو باززايي از ريزنمونهزايي سلوكا - 7شكل 
گرم بر ميلي1در غلظت  باززايي مستقيم  BAP  ،(F) ميلي گرم بر ليتر5/1در غلظت  ي مستقيمباززاي (D-E) و   BAP:IAAميلي گرم بر ليتر  5/1:0در غلظت ) غيرمستقيم(

باززايي مستقيم از  TDZ:IBA  ، (J-L)گرم بر ليترميلي 1/5:0/1و باززايي غيرمستقيم از كالوس در نمونه ساقه در غلظت  القاء كالوس از ريزنمونه ساقه BAP. (G-I) ليتر
 5:1/1در غلظت تشكيل كالوس و باززايي از ريشه (O)و  BAP:IAA گرم برليترميلي 1/5:0/1باززايي مستقيم ريشه در غلظت  TDZ:IBA،(M, N) 5:1/1در غلظت  ساقه

  TDZ:IBA  گرم برليترميلي
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گرم ميلي5/0: 1 و BAP: NAAگرم برليتر ميلي 2: 5/0
و ) درصد 100( نيشتريب بيبه ترت TDZ: NAAبرليتر 
ساقه نشان  ريزنمونهرا در ) درصد 33/8( زاييزبا نيكمتر
) درصد باززايي 100( شهيرريزنمونه  در). 9شكل (ند داد

، BAP ،1 :5/1 BAP: NAA گرم برليترميلي 5/1در غلظت 
1/0 :5/1BAP: IAA ،2/0 :5/1 گرم ميلي 3:  2/0و  2: 2/0؛

: 2 ؛3: 1 ؛2:2؛ 2:1 و TDZ: NAA، 1 :5/1 TDZ: IAA برليتر

3 TDZ: IBA  بالاي فراواني ). 10شكل (مشاهده گرديد
محيط حاوي در  22 و 41/ 67باززا شده هاي تعداد شاخه

 در ريزنمونه برگ و TDZ:IBAگرم برليتر ميلي 5:1/1و  1:2
گرم ميلي 1:5/1 تركيب درتعداد شاخه  20و  27 بيبه ترت

ميلي گرم  2/2:0 نمونه ساقه وزيدر ر TDZ:IBAبرليتر 
 .بدست آمد شهيردر ريزنمونه  TDZ:NAA برليتر

  

  
) BAP:NAA ،B (TDZ:NAA ،C تيمارهاي مختلف) A  (Plantago major).بارهنگ كبيردرصد باززايي در ريزنمونه برگي  -8شكل 

BAP:IAA ،D (TDZ:IAA ،E (BAP:IBA  وF (TDZ:IBA طيدر مح MS . نتايج)ن سه تكرار بصورت ميانگي) باززايي مستقيم و غيرمستقيم± 
  .درصد ذكر گرديد 5انحراف معيار و بر حسب آزمون توكي در سطح 
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، هورمون بدون طيدر محهاي باززا شده بعضي از گياهچه
دار شدند و نيازي به انتقال به محيط هورمون دار شهير

هاي بدون ريشه به محيط نداشتند با اين حال گياهچه

منتقل  IBAليتر گرم برميلي 5/0زايي حاوي غلظت ريشه
 ). 11شكل(شدند 

  

  

، BAP:NAA ،B (TDZ:NAA ،C (BAP:IAA تيمارهاي مختلف) A  (Plantago major).بارهنگ كبيردرصد باززايي در ريزنمونه ساقه  -9شكل 
D (TDZ:IAA  ،E (BAP:IBA  وF (TDZ:IBA طيدر مح MS . نتايج)انحراف معيار  ±ار بصورت ميانگين سه تكر) باززايي مستقيم و غيرمستقيم

  .درصد ذكر گرديد 5و بر حسب آزمون توكي در سطح 

دار شده براي رشد بيشتر ي ريشههااهچهيهفته بعد، گ يك
گياهچه و سپسيافتند  هورمون انتقالبدون  MS طيبه مح

قرار پس از دو هفته گلدان  در تيبا موفق هاي رشديافته

 يافتند يسازگاردر گلخانه  درصد 80 يبقا نرخ گرفتند و با
 ).12شكل(
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) BAP:NAA ،B (TDZ:NAA ،C تيمارهاي مختلف) A  (Plantago major).بارهنگ كبيردرصد باززايي در ريزنمونه ريشه  -10شكل 
BAP:IAA ،D (TDZ:IAA ،E (BAP:IBA  وF (TDZ:IBA طيدر مح MS . نتايج)بصورت ميانگين سه تكرار ) باززايي مستقيم و غيرمستقيم± 

  .درصد ذكر گرديد 5انحراف معيار و بر حسب آزمون توكي در سطح 

  

گياهچه سازگار شده در شرايط درون بررسي مورفولوژي 
اي در مقايسه با گياهان رشد يافته از بذور تيمار شده شيشه

- و گياهان وحشي نشان داد كه گياهان بازايي شده جوانه

هاي برگ گياه وحشي داراي. هاي جانبي بيشتري داشتند
 .تري استهاي برجستهتر و رگبرگعريض
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عاري  MSدر محيط  ريزنمونه رشد يافته (B)باززايي مستقيم از ريزنمونه برگي،  (A)، زاييزايي گياه باززا شده در محيط ريشهمقايسه ريشه -11شكل
  ه رشديافتهگياهچ IBA ،(C)گرم برليتر ميلي 5/0و محيط حاوي  (PGRs) از تنظيم كننده رشدي

  

  
: B ،ياشهيدرون ش طيشرا در افتهي رشد شده باززا اهانيگ: Aزايي به گلدان هاي باززاشده از محيط ريشهمرحله سازگاري و انتقال گياهچه -12شكل 

 رشد اهيگ: D وگلخانه  دراز بذر  افتهيرشد  يوحش اهيگ: C گلخانه،و ) هفته كي( رشداتاقك  طيشده در شرا سازگار وبه گلدان منتقل شده  اهچهيگ
 .رشد اتاقك در ياشهيش درون طيشرا دراز بذر و تحت شرايط اپتيمم  افتهي

در تفاوت (دارترين يشترين و معنيما نشان داد كه ب جينتا
سه  هر يبرا TDZ: IBA تركيبدر باززايي )درصد 5سطح 

به طوركلي، ريزنمونه ريشه نسبت به . بدست آمد زنمونهير
دهد و نه برگ و ساقه باززايي كمتري را نشان ميدو ريزنمو

. ها از نوع غيرمستقيم بودندهمچنين بيشترين باززايي
ريزنمونه برگي بيشتر از دو ريزنمونه ديگر باززايي مستقيم 

و  1را نشان داده است بطوري كه در غلظت سيتوكينين 
باززايي مستقيم قابل توجهي  BAPگرم برليتر ميلي 5/1

 با هورمونها تيمار ريزنمونه ).D-F  7شكل( رديدمشاهده گ
 شودبيشتري را موجب مي ميمستق باززايي BAPنينيتوكيس

زايي بيشتر از نوع باز  TDZ نينيتوكيبا س تيماراما 
  . دادند را نشان ميرمستقيغ
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  حث ب
اهميت فراوان براي تحقيقات  ليبه دلبارهنگ كبير بذر 

 يهاكلكسيوناز اغلب  گردد ومتعددي استفاده مي
 يقاتيتحق اتموسس شناسي و هاي گياهي، باغخصوص
از  او ي يوحش اهانياز گ نيهمچن گردد،يم يآورجمع

 ).10( دشويم يداريخرمتخصص پرورش دهندگان 
زني پاييني بنابراين، اين بذرها ممكن است از جوانه

برخوردار باشند كه خود نيازمند روشي مناسب براي 
 .هستند يگاهآزمايش و تكثير در شرايط زني بذرجوانه

به و بذر  يزندرصد جوانه شيافزا يبرا  محققين از يبرخ
 اندكردهاستفاده  GA3 از منظور شكستن خواب بذر

)13.(Pons (1992)  مولار ميلي 10 ماريت شيپتأثير بيان كرد 
KNO3 نور  طيدر شرا بارهنگ كبير يهازني بذربر جوانه
پيش دو  نياثر ا نيهمچن ).32( است بوده مفيد ناكافي،

هاي مطالعه گرديد و يافتهها آزمايش بذر يزنجوانه بر ماريت
 شيباعث افزا KNO3 حاضر نشان داد كه پيش تيمار با

ج ينتا. شد GA3ماريتپيش با  سهيدر مقا يزنجوانهدرصد 
 5 يبذرها در دما تيمار شيمحققان نشان داده است كه پ

بارهنگ  يزنروز جوانه 14تا  7مدت به  گراديدرجه سانت
سرمادهي  همچنينو ) 33 و29(دهد يم شيرا افزا كبير

 ).32( ديآن را بهبود بخش يجوانه زن ،بارهنگ كبير يبذرها
در  يزنجوانه، ميزان سرما ماريتپيش ، حاضر نيزدر مطالعه 
 هيچگونه شاهد درداد، اما  شيافزا درصد 18را  هفته اول
 مشاهده نشد و همچنين بذرهاي سرما يزنجوانه درصد

-ديده نسبت به ساير پيش تيمارها سرعت و درصد جوانه

با  تيمار شيپ محققان بيان كردند كه. زني بالاتري داشتند
 يالقا تواند، ميبذور يزنجوانه بهبودعلاوه بر  نييپاماي د

 افزايش دهدكالوس  هايكشت يبر رو زيرا ن شهيه و رساق
 طيكه شرا دادنداز محققان نشان  ياريبس ايهيافته ).11(

و 38(مهم است بارهنگ  اهيبذر گ يزنجوانه يبرا يكيتار
 اكثركه در مطالعات ديگر، بيان شد  ي كهدر حال )41

جوانه نيز روز روشنايي طول  طيدر شرا بارهنگ يبذرها

 )4( نزده جوانه يكيدر تار ريكب بارهنگ يهابذرزنند و يم
در  نيهمچن. )33( )درصد 5( شتنددا ياندك يزنانهجو اي و

 يزننور جوانهمطالعات ديگري گزارش شده است كه 
-گزارش تحقيق فعلي، جينتا ).4( دهدمي شيافزا بذرها را

- يم دييرا تأ ريكب بارهنگگونه  دربارهمحققان  يقبل يها
 16( روز طول روشنايي طيكه شرا مشاهده گرديد رايكند، ز
-علاوه بر جوانهو  بود دتريمف اهيگ يزنهجوان يبرا) ساعت

از  ياريمحققان بس .به همراه داشترا  اهيرشد بهتر گزني، 
- اي گونهدرون شيشه يهاكشت يبرا يمختلف هايمحيط

) NT )31 ها اين محيطاز جمله  هاي بارهنگ استفاده كردند
 MS طياز مح استفاده با اين وجود. )5( هستند) MS  )30و

مراحل مختلف  يمعمولاً برا MS طي، مح)24( ارجح است
 يهاساقه ري، تكث)6(كالوس  القاء از جمله، ازدياديزير

در مطالعات تغيير  )19 و10( شهيو القاء ر) 27( جانبي
براي كشت اين گياه  MSدراين پژوهش محيط . يافته است

-براي بهينه ساختن شرايط تكثير و جوانه انتخاب گرديد و

ها بهتر يافته. هاي مختلفي از آن تهيه شدغلظت بذرها، زدن
تنظيم كننده محققان .را نشان دادند MSبودن محيط كامل 

 زاييريشه س ورا به منظور القاء كالو يمختلف ي رشديها
 نيبهتر. آزمايش كردندبارهنگ كبير  برگ هايريزنمونهدر 
به  ، D-2,4گرم برليتر ميلي 2(كالوس با  رياز تكث جهينت

گرم ميلي 5/0(زايي ساقه، )Kinگرم برليتر ميلي 5/0 همراه
 2(زايي شهيو رKin گرم برليتر ميلي 1به همراه  IAAبرليتر 
) NAAگرم برليتر ميلي 1به همراه  IBAگرم برليتر ميلي
 هايريزنمونهاز  زين يگريد محقق ).34( ه استآمد ستبد

 ليجوانه و تشك ريالقاء كالوس و سپس تكث يبرگ برا
 2/1تا  8/0 از با استفاده نهيبههاي يافتهو استفاده كرد  شهير

تا  5/3به همراه  القاء كالوس و يبرا NAA گرم برليترميلي
 گريد همطالع در ).20( آمدبدست  BAP گرم برليترميلي 5/4
زايي بر ساقه و شهيربراي تشكيل ، بارهنگ كبير هايوسكال

 5/0و   D-2,4برليترگرم ميلي1به همراه  MSروي محيط 
به محيط سپس و  زيركشت شدند BAPگرم برليتر ميلي

-ساقه ).26( منتقل شدند BAPگرم برليترميلي 5/0 حاوي
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بر  هاي نوك ساقه بارهنگ كبيراز كشت ييزاشهيو ر زايي
 ميلي گرم برليتر 1/0 به همراه تغييريافته  MSي محيطرو

BAP  گرم برليترميلي 18/0و سپس NAA 28( ست آمدبد.( 
حاصل  يارزشمند جينتا، محققان ريسا جينتامطالعه از  پس

ي براي خوب ليپتانسبارهنگ كبير  دهدكه نشان مي گرديد،
تواند به طور يدارد و ماي تكثير در شرايط درون شيشه

نيز خوب  ييزاشهير. كند اندام زايي ميرمستقيو غ ميمستق
 ي رشديهاكننده تنظيم يبالا يمحتوا ليتواند به دليم

) 1398(نتايج سليماني و همكارانش  ).7(درون زا باشد 
به  Narcissus tazetta نشان داد كه القاي اندام هوايي در

وابسته نبوده ولي مقادير هورمون  NAAمقادير هورمون 
BAP حاضر نيز پژوهش در ). 2(موثر بوده است  ءدر القا

باعث ايجاد به تنهايي   BAPمشاهده گرديد كه هورمون
بنابراين . هاي برگي شده استباززايي مستقيم در ريزنمونه

ي رشدي آزمايش شده، هابا مقايسه تركيبات تنظيم كننده
تركيب هورموني مشخص گرديد كه كارآمدترين بهترين و 

، نيبنابرا. تر و بهتري در اين گياه ايجاد شودباززايي سريع
 طيدر محه حاضر باززا شده در مطالع اهانيگ بسياري از

 در مورد تيمار بابه جز  دار شدندشهياز هورمون ر يعار
TDZ،  ًبيان شده است كههمانطور كه قبلا TDZ  كاملاً از

اي همچنين در مطاله ).17(كند يم يريجلوگ شهيرشد ر
هاي هاي محققان نشان دادند كه تمام گياهچهديگر يافته

يب، به راحتي در هاي سنبل الطباززايي شده از ريزنمونه
  ).1(محيط فاقد هورمون قادر به ريشه زايي بودند 
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Abstract 
The seed germination of Plantago major requires pre-treatment in the off-season. Thus, 
the effect of gibberellic acid, potassium nitrate, cold, daylight and different Murashige 
and Skoog medium (MS) salt concentrations on the germination of seeds were studied. 
The modified Timson index was applied to calculate the germination rate. Effect of 
different concentrations of 6-Benzyl amino purine (BAP) or Thidiazuron (TDZ) in 
combination with α-Naphtalen acetic acid (NAA), indole-3-acetic acid (IAA) or indole-
3-butyric acid (IBA) was studied for callus induction and regeneration of various 
explants. The results showed that cold, daylight and full salt MS medium are more 
suitable for high germination of P. major. The highest percentage of callus formation 
(100%) was observed in the most of the explants. The highest regeneration frequency 
(100%) was observed in leaf explant in MS medium containing 1:0.5; 1.5:1; 1.5:2 and 
2: 1 mg.L-1 TDZ: IBA, as well as, 2:0.5 mg.L-1  BAP: NAA in stem explant and in root 
explant at concentration of 1.5 mg.L-1 BAP, 1.5:0.2; 2:0.2 and 3:0.2 mg.L-1 TDZ: NAA 
and 2:1; 2:2; 3:1; 3:2 mg.L-1 TDZ: IBA. 41.67 shoot number obtained with 1: 2 mg.L-1 
TDZ: IBA in leaf explants, as well as, 27 shoot number in 1.5: 1 mg.L-1 TDZ: IBA and 
20 shoot number in 2:0.2 mg.L-1 TDZ: NAA were obtained in shoot and root explants, 
respectively. For root induction, regenerated shoots were transferred into MS medium 
supplementation with 0.5 mg.L-1 IBA. The survival rate of plantlets was 80% and they 
were acclimatized in the greenhouse. 

Key words: Callogenesis, Germination In vitro Regeneration, Plantain, Shoot 
organogenesis 

 


