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در  Plantago majorزایی و باززایی گیاه داروئی بارهنگ کبیرزنی بذر، اندامبهبود جوانه

 ایشرایط درون شیشه

 3حسین دانافر ، 2، علی شرفی*1، خدیجه باقری1سمانه راه آموز حقیقی

 گیاهی و ژنتیک گروه تولیدزنجان، دانشگاه زنجان، دانشکده کشاورزی، ، ایران 1

 ری داروئیگروه زیست فناونشگاه علوم پزشکی، دانشکده داروسازی، دا زنجان، ،ایران 2

 گروه شیمی دارویی دانشگاه علوم پزشکی، دانشکده داروسازی، زنجان، ،ایران 3

 25/10/1399 تاریخ پذیرش: 05/08/1399 تاریخ دریافت:

 چکیده

پیش تیمارهای  ریتأث .های خاص داردپیش تیمار نیاز بهدر شرایط خارج از فصل  (Plantago major)زنی بذر بارهنگ کبیرجوانه

 بذر این یزنبر جوانه MS)( medium Murashige and Skoog محیط  اسیدجیبرلیک، پتاسیم نیترات، سرما، نور و غلظت نمک

تلف های مخغلظت تأثیر گردید.استفاده ی زننرخ جوانهبرای تعیین  (Timson Index) تیمسونشاخص از  .بررسی شدند گیاه

-3(، NAA) کیاست دیاس نینفتال-آلفا یهانیاکس در ترکیب با (TDZ) و تیدیازورون (BAP) نیپور نویآم-6های سیتوکینین

 های برگ، ساقه و ریشهبرای القاء کالوس و باززایی ریزنمونه (IBA) کیریبوت -3 ایندول دیاسو ( IAA) دیاس کیاست -3-ندولیا

. هستندتر مناسب ی بذور بارهنگ کبیرزنجوانه کامل برای MSمحیط، نور روز و تیمار سرما شیکه پنشان داد  هایافته. مطالعه شد

 در ریزنمونه (درصد 100)باززاییفراوانی ها پدیدار گردید. بالاترین درصد( در اکثر ریز نمونه 100) زاییدرصد کالوسبیشترین 

گرم بر لیتر میلی 2: 5/0ساقه  ریزنمونهدر ، TDZ: IBAگرم بر لیتر میلی 2: 1و  5/1: 2 ؛5/1: 1 ؛1: 5/0حاوی  MSمحیط برگ در 

BAP: NAA  گرم بر لیترمیلی 5/1در غلظت  شهیرریزنمونه  درو BAP  ،2/0 :5/1 گرم برلیترمیلی 3:  2/0و  2: 2/0؛ TDZ: 

NAA 3: 2 ؛3: 1 ؛2:2؛ 2:1و TDZ: IBA  .1:5/1 و 1:2محیط حاوی در  بیترت بهتعداد شاخه  20و 27  ،67/41مشاهده گردید 

های بدست آمد. گیاهچه شهیر های برگ، ساقه ودر ریزنمونه TDZ:NAA برلیتر گرمیلیم 2/2:0 و TDZ:IBA برلیتر گرمیلیم

 یدر گلخانه سازگار درصد 80 یبقا نرخبا منتقل و  IBAگرم بر لیتر میلی 5/0زایی حاوی غلظت باززایی شده به محیط ریشه

  تند.یاف

 زاییسکالو زنی،جوانه ،ایزایی درون شیشهباززایی شاخه، بارهنگ کبیر، اندام: واژه های کلیدی

 bagheri.khadijeh@znu.ac.ir الکترونیکی: پست  ،  +982433054523تلفن :  خدیجه باقریمسئول، تلفن:  نویسنده *

 مقدمه

Plantago بزرگترین جنس از خانواده Plantaginaceae  است

شده  گزارش مقالاتگونه از این جنس در  483حدود  که

یکی از  (Plantago major)بارهنگ کبیر  .(43 ،39) است

ترین گیاهان دارویی است که در طب سنتی بسیار قدیمی

های ترین گونهستردهو یکی از گگرفته مورد استفاده قرار

. این گیاه در (1)شکل باشددر مقالات میگزارش شده 

، جنوب آسیا ،در چمنزارهای معتدل اروپاو سراسر جهان 

 توزیع شده استاسترالیا و همچنین شمال آفریقا و آمریکا 

 هایگونهمختلفی در  فعال بیولوژیکیترکیبات . (40 و12)

توان به آلکالوئیدها، ها میاز جمله آند وجود داربارهنگ 

ها، فلاونوئیدها، ها، چربیارینممشتقات اسید کافئیک، کو

ها و مواد وئیدها، موسیلاژها، پلی ساکاریدها، استرولریدای

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.1.12.6
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ترکیبات فیتوشیمیایی موجود در . (10) فرار اشاره کرد

برگ، ریشه و بذرهای بارهنگ باعث خواص درمانی قابل 

ضد  ضد ویروس، مل خواصکه شاگیاه شده  توجهی دراین

ضد درد، ضد هیستامین، ضد  ضد التهاب، میکروب،

-میفشار خون کاهش ، ضد زخم و سرطانروماتیسم، ضد 

 هایهای هوایی گونهقسمتهمچنین از  (.18و 3) شود

های مرتبط با معمولاً در درمان تعدادی از بیماری بارهنگ

ر دهمچنین تولیدمثل و  ،گوارش ،پوست، دستگاه تنفس

  (.35گردد )میها استفاده برابر عفونت

 

 

 (Plantago major)گیاه خودرو بارهنگ کبیر  -1شکل

 

 ریبارهنگ کب از استفاده در یطولان اریبس نهیشیپ به باتوجه

 باتیترکاهمیت  لیبه دل نیو همچن به عنوان گیاه دارویی

لازم ، موجود در آن یکیولوژیب یهاتیفعال و ییایمیتوشیف

 ی بر روی این گیاه دارویی انجامشتریب مطالعات که است

 شده شناخته مهم ابزاری عنوان به بافت تکنیک کشت .دگیر

 شودگیاهی می جدید هایژنوتیپ توسعه به منجر است که

 دهندگان پرورش و ژنتیک متخصصان همچنین (19)

 کننداستفاده می تنوع این تکنیک به عنوان منبع گیاهان، از

تواند به تکثیر آن در شرایط ت بافت این گیاه می(. کش14)

زیرا اکثر بذرهای  ،ای کمک قابل توجهی بکنددرون شیشه

های خصوصی و ها، هرباریومخریداری شده از کلکسیون

بانک ژن دارای قوه نامیه پایین و درصد جوانه زنی اندکی 

هستند و اغلب تحقیقات خارج از فصل رشد گیاه صورت 

های جوانه زنی در چنین بررسی ویژگیگیرد. هممی

 تواند تعیین کننده میزان موفقیت تولید باشدمی آزمایشگاه

 تواندمی های گیاهیدر ریزنمونه زایی متفاوتکالوس(. 15)

 هایهورمون میزان و متابولیکی متفاوت هایبه دلیل فعالیت

 یک عنوان به اکسین با و ممکن است تیمار باشد درونزا

 روند و گردد بافت گیاه تلقی زا توسطنشت وضعیت

(. 23) دهد تغییر زاییجنین سوی به را سلولی تقسیمات

 صورت به های گیاهیاز ریزنمونه هاباززایی اکثر

این  که اتفاق می افتد واز طریق القاء کالوس غیرمستقیم

 همین شود. بهمی سوماکلونی تنوع ایجاد روش گاهی باعث

گردد برای تکثیر استفاده می مستقیم ییروش باززا از منظور

های بیشماری است. از آن جمله میتوان به که دارای مزیت

زمان  و کاهش بالا باززایی قابلیت ریزنمونه، تهیه سهولت

این گیاه مورد توجه محققان زیادی  اخیراً(. 16) اشاره کرد

 (.  42بوده است )
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 هایونهگ های محور زیر لپهریزنمونه از کالوس القاء

Plantago ریشه هایکشت از حاصل از کالوس باززایی و 

 دیاس کیاست -3-ندولیا-3 همراه با MS (30) محیط در

IAA)) ًو کالوس تشکیل (.41) است شده گزارش قبلا 

نیز بررسی  P.ovataهای محور زیر لپه ریزنمونه از باززایی

 حاوی MS محیط در جانبی هایتولید شاخه .شده است

 ، (IBA) کیریبوت -3 ایندول دیاس ، IAAمختلف هایغلظت

 فنوکسی کلرو دی 2 ،4 ، (NAA) کیاست دیاس نینفتال-الفا

 و BAP نیپور نویآمبنزیل -6 ، (D-2,4)اسید استیک

-میلی 5/0غلظت  در. نیز بررسی شده است (Kin)کینیتین

 ریشه تشکیل همراه با کالوس رشدIBA  گرم بر لیتر 

 با یکنواخت سرعت را با زاییکالوس D-2,4. شد مشاهده

 ءگرم بر لیتر القامیلی 5/2 تا گرم بر لیترمیلی 5/1 از غلظت

 MSدر محیط  P.asiatica(. ریزازدیادی نوک ساقه 22) کرد

انجام BAP گرم برلیترمیلی 1و  IAAگرم برلیترمیلی1/0با 

های ریزنمونه (. بالاترین مقدار باززایی شاخه از25) گردید

-میلی 2/0 حاوی ،MS محیط در P.afraلپه و محور زیر لپه 

 IBA گرم برلیترمیلی 2/0 و  (TDZ) تیدیازورون گرم برلیتر

 در دهی راریشه بهترین موجود هایشاخه .شد مشاهده

(. 36) داشتند NAA گرم برلیترمیلی 6/0 حاوی MS محیط

 با P.major گیاه ایدرون شیشه کشت دیگر، ایمطالعه در

 IAA برلیتر گرممیلی 2/0 با همراه MS محیط از استفاده

(. در 21) است شده گزارش TDZ گرم برلیترمیلی 0/1و

، القاء کالوس در 2014مطالعه اسماعیلی و همکارانش در

با استفاده از  P.major های برگ و ریشه گونهریزنمونه

 بهینه گردید. مقایسه D/Kin-2,4های مختلف غلظت

 داد نشان ISSR آغازگر 6 از شده مشتق اندینگب الگوهای

 دهندمی نشان را آشکاری سوموکلونال تنوع هاکالوس که

 انتخاب هایسیستم برای نهایت در تواندمی که

  (.9) قرارگیرند برداری بهره مورد آزمایشگاهی

بنابراین این گونه نیازمند پروتوکل جامع و مناسبی برای  

القاء از طریق  گیاهسپس تکثیر زنی بذر و بهبود جوانه

 ایدر شرایط درون شیشه ییازو بازندام زایی کالوس، ا

انجام تحقیقات مکرر و بصورت جامع برای  لذااست، 

 یضرور اهیکشت بافت گ یمد برااکار روشیدستیابی به 

رسد که بتوان از گیاهانی انبوه و عاری از هرگونه می بنظر

-ی از جمله تولید متابولیتبیماری در روند تحقیقات داروی

های ثانویه با ارزش و از لحاظ تجاری نیز سوداور استفاده 

کرد که این موضوع برای کشورهایی همچون ایران که 

-دارای گیاهان دارویی متنوعی هستند، بسیار باارزش می

از  مهم هیثانو یهاتیمتابول یحاونیز  باشد. بارهنگ کبیر

کاتالپل است که دارای و های اکوبین دیدوئیریا جمله

خواص متعددی از جمله ضدالتهاب، ضد سرطان و ضد 

-یم ایدرون شیشه یهاکشت نی، بنابراهستند میکروب

 . مهم باشد اتبیترک نیا دیتول یتواند برا

افزایش جوانه زنی بذر و مطالعه  نی، هدف از انیبنابرا

ی تکثیر این گیاه برا جامعو  ،پروتکل ساده کی یمعرف

و ندام زایی القاء کالوس، ااز طریق  یی با ارزشدارو

 است. در شرایط بهینه ییازباز

 مواد و روشها

 ابتدا بذر دری و ضدعفونی کردن بذرها: اهیمواد گ هیته

جنگلها و  قاتیاز بانک ژن موسسه تحقبارهنگ کبیر  گیاه

در شد.  یداریخر 1396بان ماه سال آدر  مراتع استان تهران

شدند و شو شست لیبا آب مقطر استردفعه  سه بذرهاابتدا 

ور گشتند، غوطه هیثان 30به مدت  درصد 70اتانول  در

 یک درصد همراه با 5 میسد تیپوکلریه بذور باسپس 

 با آب مقطر و مجددا قهیدق 10به مدت  20-توئینقطره 

 .ندشدشو شست دفعهسه  استریل

 عدد بذر 10ی: در آزمایش اول جوانه زن اتآزمایش

-سانتی 10صافی و درون پتری دیش کاغذ  یرو لیراست

 1/0 آزمایش هایمحلولاز  تریلیلیم 10و  گرفتندقرار متری

 نیترات پتاسیم مولاریلیم 1و  (3GA) جیبرلین مولاریلیم

(3KNO)  ها اضافه گردیددیش به پتریساعت  24به مدت .

گرم در لیتر آگار  8با  MS طیشده در مح ماریت یبذرها
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قبل از اضافه کردن  8/5برابر با  محیط pH. شدند کشت

بوسیله اتوکلاو و در شرایط  آگار تنظیم گردید و سپس

دقیقه استریل گردیدند.  20درجه سانتیگراد بمدت  121

ساعت روشنایی  16ها در اتاقک رشد با تناوب نوری کشت

 و گرادیدرجه سانت 22±2 یدماساعت تاریکی در  8و 

آب مقطر با  نگهداری شدند. تیمار 70±5 یرطوبت نسب

 طیشرا در نظر گرفته شد.شاهد تیمار به عنوان  لیاستر

 ریتأث یبررس یبود. برا مارهایت ریشاهد همانند ساتیمار 

 4 یشده در دما یضدعفون ی، بذرهایزنسرما بر جوانه

د گرفتنقرار  یکیساعت در تار 24به مدت  گرادیدرجه سانت

در آزمایش دوم  (.37) دندکشت ش MS طیو سپس در مح

مجددا  بذرهای، زننور روز بر جوانه ریتأثبه منظور بررسی 

 و در جامد کشت شدندMS سرمادهی شده و در محیط 

 طیو شرا (روشنایی ساعت 16روز )روشنایی  طیشرا

 بذوردر آزمایش سوم،  (.10)گردیدند  میکامل تقس یکیتار

نمک  ختلفهای مبا غلظت MS طیمحدهی شده در سرما

آب مقطر با  قرارگرفتند و تیمار( و ، کامل، )

در نظر گرفته شاهد تیمار به همراه آگار به عنوان  لیاستر

 16هفته در معرض نور روز ) 4به مدت  هاشد. نمونه

از هفته اول تا هفته  یزننرخ جوانه قرارگرفتند.ساعت( 

از شاخص ی زنجوانه نرخ محاسبه یبرا .دیدگرچهارم ثبت 

  گردید.اصلاح شده استفاده  (Timson Index) تیمسون
 

Timson germination index (TGI) = ΣG/T 

 

(G) دوره  کیروزه در  2بذر در فواصل  یزندرصد جوانه

 (.8)کل است  یزنجوانه دوره  (T)وروزه  28

، یزنش جوانهآزمای بهینه شده جینتا براساسکشت بافت: 

کشت شدند و به  MSکامل طیدر مح ما دیدهسر یبذرها

. قرارگرفتند روشناییساعت  16هفته در  8تا  4مدت 

از  مترسانتییک به اندازه  شهیو ر ی، ساقهبرگ یهاریزنمونه

 بیترک حاوی MS طیدر محبریده شده و ها گیاهچه

 ای NAA ،IAA یهانیو اکس TDZ ای BAPی هانینیتوکیس

IBA غلظت هر دو گردیدندکشت  مختلف یهادر غلظت .

 یگرم برلیتر و برامیلی 3و  2، 5/1، 1، 5/0 نینیتوکیس

، 1/0 ،(NAA)گرم برلیتر میلی 1، 5/0، 2/0، صفرها نیاکس

 2، 5/1، 1 ،5/0( و IAAگرم برلیتر )میلی 5/1، 1، 5/0

ی ااز قهوه یریجلوگ ی. برابودند (IBAگرم برلیتر )میلی

ها نمونه کباری، هر دو هفته زاییشاخهکالوس و  ءالقا شدن،

با باززایی  هاریزنمونه منتقل شدند. MSتازه  طیبه مح

به محیط  هابدون هورمون و کالوس MSمستقیم به محیط 

 مربوطه لیتر سیتوکینینبرگرم میلی 5/0همراه با  MSکشت 

 ه بههای باززا شدند. گیاهچهمنتقل شدشاخه برای القاء 

زایی حاوی غلظت و یا محیط ریشه هورمون بدون طیمح

های گیاهچه سپسمنتقل شدند.  IBAگرم برلیتر میلی 5/0

 درصد 80گلدان حاوی مخلوطی از به  تیبا موفق رشدیافته

پس از دو هفته  لیاستر تیپرل درصد 20و  پیت ماس

با محلول  هاگیاهچهمنظم،  اصلو در فوانتقال یافتند 

 .شدند آبیاریهوگلند 

کاملًا پایه طرح با آزمایش فاکتوریل ی: آمار لیتحل

 تکرارریزنمونه در هر  10( با سه تکرار و CRDتصادفی )

 رد هو تعداد شاخ ییاز، باززاییساستفاده شد. درصد کالو

 جزیه. داده ها با استفاده از تگردیدثبت هر ریزنمونه 

با  هامیانگینو  ندواریانس مورد تجزیه و تحلیل قرارگرفت

 SPSS 21افزار  با استفاده از نرم استفاده از آزمون توکی

د درص 5 ها از نظر آماریو مقایسه میانگین مقایسه شدند

 در نظر گرفته شد.دار معنی

 نتایج

ر دبارهنگ کبیر:  بذر یزنجوانهعوامل مختلف بر تأثیر 

 یمارهایو با ت ی شدندضدعفون بارهنگ کبیر یابتدا، بذرها

به عنوان  لیو آب مقطر استر، سرما 3GA  ،3KNOمختلف

نشان داد که در هفته اول، اثر  ها. یافتهشدند آزمایششاهد 

 3KNO (45/9 ،(درصد جوانه زنی 18) پیش تیمار سرما

 ،روز28و پس از گذشت  بود )صفر درصد( 3GA ودرصد( 

 35نسبت به شاهد ) یزنجوانهدرصد  50و 65، 80 بترتیب

 .(2اهده شد )شکل مش( درصد
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)کنترل( بر  لی( و آب مقطر استری مولارلیم 1) 3KNO ،مولار( یلیم1/0)  3GAگراد(، درجه سانتی 4) Cold مختلف یمارهایتپیشثیر أت -2شکل

 انحراف معیار ذکر گردید. ±نتایج بصورت میانگین سه تکرار  ،زنی بذر گیاه بارهنگ کبیردرصد جوانه

برای ، زنی بذرهادهی بر جوانهبهتر سرما ریباتوجه به تأث

در معرض دیدند و سرما  آزمایش دوم، مجددا بذرها

 طیکامل در مح یکیساعت( و تار 16نور روز )روشنایی 

MS   به مدت دو هفته ثبت  یزنو درصد جوانهقرارگرفتند

 . گردید

 
: Light: گیاهان شاهد، Controlبذرهای سرما دیده و   Cold (Plantago major).بارهنگ کبیرزنی بذر گیاه نور و تاریکی بر جوانهثیر أت -3شکل

انحراف معیار و بر  ±نتایج بصورت میانگین سه تکرار  ،شرایط تاریکی کامل : Darkساعت تاریکی( و 8ساعت روشنایی و  16شرایط طول روز )

 باشدها میه تفاوت آماری دادهدرصد محاسبه گردید. حروف متفاوت نشان دهند 5حسب آزمون توکی در سطح 

 

روز را بر روشنایی طول  ربهت ریبه وضوح تأث هایافته

  .(3)شکل  دندهینشان م یزنو سرعت جوانه یزنجوانه

زدن سریع و خارج به منظور بهینه کردن روشی برای جوانه

با سرما شده و  یضدعفون بذرهااز فصل، در آزمایش سوم 

، 1مختلف نمک ) یهابا غلظت MS طیدر مح تیمار شده و

 بامحیط نشان داد که  ها. یافتهکشت شدند (و، 

نشان  ی راعتریسر ی و رشدزنجوانه ،شتریب نمک درصد

مربوط به  یزندرصد جوانه 50در هفته اول  رایدهد، زیم

 طیسه هفته، مح و بعد ازبود   MSو کامل  MS طیمح

MS کشت بذر در  را نشان داد. درصد 80 ی، جوانه زنکامل

نیز به عنوان شاهد در نظر گرفته  و آگار لیآب مقطر استر

ی داشت که زنجوانه درصد 54/11در هفته اول و  شد

و بعد از سه هفته  تر بودکم MSکامل  طیمح نسبت به

 MS محیط با بهمشاکه  درصد را نشان داد 76/30 یزنجوانه

  (. 4 )شکلبود  
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 ±نتایج بصورت میانگین سه تکرار  (Plantago major).زنی بذر گیاه بارهنگ کبیربر جوانهMS های مختلف نمک محیط غلظتتأثیر  -4شکل

 باشند.تیمارها میحروف متفاوت نشاندهنده تفاوت آماری  درصد محاسبه گردید. 5انحراف معیار و برحسب آزمون توکی در سطح 

 

 برای بارهنگ کبیر بذری جوانه زن نرخشاخص در نهایت 

 گردید یریگاندازهدر آزمایش اول مختلف  یمارهایت شیپ

. آزمایش اول در این مطالعه نشاندهنده بهترین (5)شکل

پیش تیمار بوده است و آزمایشات بعدی، آزمایشات 

و هدف باشند تکمیلی برای برقراری شرایط بهینه می

زنی بهتر در مطالعات بعدی نشان دادن سرعت جوانه

شرایط پیش تیمار سرما است از طرفی نیز آزمایشات 

در بازه  تکمیلی نیازمند برقراری شرایط نور و تاریکی

های گیریهستند، لذا در صورت اندازه زمانی موردنظر

زنی، این شرایط در تیمار تاریکی متناوب درصد جوانه

زنی برای پیش ند، بنابراین شاخص نرخ جوانهشدمختل می

 گیری گردید.تیمار سرما اندازه

 
درصد  5انحراف معیار و برحسب آزمون توکی در سطح  ±نتایج بصورت میانگین سه تکرار ، اصلاح شده تیمسونشاخص  یجوانه زن نرخ -5شکل

 ند.باشحروف متفاوت نشاندهنده تفاوت آماری تیمارها می ،محاسبه گردید

 

 باتیدر ترک بارهنگ کبیر گیاه کشت بافتهای یافته

، زیرکشت 3یا  2پس از : ی رشدیهاتنظیم کنندهمختلف 

 (.7و 6)شکل  ندظاهر شدها ریزنمونهدر اکثر  هاکالوس

ات ترکیبدرصد( در اکثر  100) زاییدرصد کالوسبیشترین 

با این حال در ریز نمونه برگی با  .هورمونی مشاهده شد
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( در هر چهار گرم برلیترمیلی 5/1) TDZهورمون  غلظت

شد. در  ءالقادرصد  100مقدار کالوس   NAAسطح 

تر بود به این صورت که ریزنمونه ساقه، القاء کالوس نمایان

 NAA( در تمام سطوح گرم برلیترمیلی 3) TDZدر هورمون 

زایی ، کالوس IAAدر سطوح  (گرم برلیترمیلی 3و 5/1)و 

مشاهده شد و در ریزنمونه ریشه، القاء کالوس درصد  100

در اکثر ترکیبات هورمونی رخ داد. چنانچه که در 

 NAA( در سطوح گرم برلیترمیلی 2و  5/1)   BAPهورمون

گرم میلی TDZ (3( و همچنین گرم برلیترمیلی 2)   BAPو

( گرم برلیترمیلی 5/1و  2)و  IAA( برای تمام سطوح برلیتر

و  TDZ (5/1کالوس تشکیل شد. هورمون   IBAدر سطوح

 گرم برلیتر(، میلی 2و  5/1) BAPگرم برلیتر( و میلی 3

NAA (5/0  میلی 1و ، )گرم برلیترIAA (1 گرم میلی5/1و

گرم برلیتر( در ترکیب با هم میلی 5/1) IBAبرلیتر( و 

  اند.کرده ءزایی بیشتری را القاکالوس

دهنده سن کالوس و  شانها نمشخصات ظاهری کالوس

های باشد. کالوسها در محیط کشت میقدرت باززایی آن

نیاز به چند دوره زیرکشت در محیط  زرد رنگ معمولاً

هایی که در محیط حاوی حاوی سیتوکینین دارند. کالوس

گیرند، اکسین به تنهایی و یا مقدار اکسین بیشتر شکل می

ند. بااین حال تمایل بیشتری به تشکیل ریشه نشان داد

نیازی  های مختلف معمولاًهای سبزرنگ از ریزنمونهکالوس

به زیرکشت نداشتند و پتانسیل تشکیل نوساقه در محیط 

های مختلف حاوی غلظت MSکشت پایه 

سیتوکینین/اکسین خوبی را نشان دادند. در این مطالعه اکثر 

-نیازی به زیرکشت نداشتند و کشت TDZ/IBAهای کالوس

های بزرگتری را کالوس معمولاً  NAAاوی اکسین های ح

 مختلف هایریزنمونه ترتیببدین(. 6)شکل  تشکیل دادند

 متفاوتی میزان رشدی متفاوت، هایکنندهتنظیم تأثیر تحت

 دادند. نشان را دهیکالوس از

 

 

   BAP/NAA (B,C) ;BAP/IBA (D) ;BAP/IAA;ونی کالوس درترکیب هورم (A)، ها با ترکیبات هورمونی مختلفزایی ریزنمونهکالوس -6شکل

(E) ایکالوس چهارهفتهBAP/NAA (F) BAP/IAA 

 

 ریزنمونه سههفته در هر  2پس از ها از کالوس ییباززا

)باززایی که حروف ها و بیشترین درصد باززایی ظاهر شد

a  را در آزمون مقایسه میانگین دانکن به خود اختصاص

یب هورمونی سیتوکینین/ اکسین در در هر ترک اند(داده

هر جدول بالاترین  در  .آورده شد 3و 2، 1های  جدول

باززایی به همراه درصد شکل گیری کالوس مرتبط با آن و 

نوع باززایی از نوع مستقیم و یا غیرمستقیم و تعداد شاخه 

 از هر ریزنمونه نیز ذکر شده است.
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( درصد 100) برگ باززایی در ریزنمونهفراوانی بالاترین 

میلی  2: 1و  5/1: 2 ؛5/1: 1 ؛1: 5/0حاوی  MSدر محیط 

از  یکم زانیم گردید.مشاهده  TDZ: IBAگرم برلیتر 

 : IAAگرم برلیتر میلی 5/0: 1 بی( در ترکدرصد 2) زاییباز

BAP (8)شکل مشاهده شد. 

 

مرتبط با هر زایی و تعداد شاخه ختلف به همراه درصد تشکیل کالوسبیشترین مقادیر باززایی در ریزنمونه برگ در ترکیبات هورمونی م -1جدول 

 باززایی

 تعداد جوانه در هر ریزنمونه

 )عدد(

 باززایی غیرمستقیم

 )درصد(

 باززایی مستقیم

 )درصد(

 باززایی

 )درصد(

 کالوس زایی

 )درصد(

 سیتوکینین/اکسین

 )میلی گرم بر لیتر(
 اکسین سیتوکینین

2/6± 60/7 3/6± 33/53 8/3± 20/11 6/64 ±1/9 50± 5/2 5:0/1 BAP none 

3/3± 33/12 6/2± 83/45 3/33± 67/6 52±4/5 85±4/3 5/1:0 BAP NAA 

11±2/1 3/2± 67/16 33/8± 67/46 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 معیار بیان شدند ±نتایج بصورت میانگین 

 

 مرتبط با هرزایی تعداد شاخه زایی وتشکیل کالوس بیشترین مقادیر باززایی در ریزنمونه ساقه در ترکیبات هورمونی مختلف به همراه درصد -2جدول 

 باززایی

تعداد جوانه در هر ریزنمونه 

 )عدد(

 باززایی غیرمستقیم

 )درصد(

 باززایی مستقیم

 )درصد(

 باززایی

 )درصد(

 کالوس زایی

 )درصد(

 سیتوکینین/اکسین

 )میلی گرم بر لیتر(
 اکسین سیتوکینین

- - - - - - 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 زایی زایی و تعداد شاخهبیشترین مقادیر باززایی در ریزنمونه ریشه در ترکیبات هورمونی مختلف به همراه درصد تشکیل کالوس -3جدول 

 باززایی

تعداد جوانه در هر ریزنمونه 

 )عدد(

 باززایی غیرمستقیم

 )درصد(

 باززایی مستقیم

 )درصد(

 باززایی

 )درصد(

 کالوس زایی

 )درصد(

 یتوکینین/اکسینس

 )میلی گرم بر لیتر(
 اکسین سیتوکینین

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

12±3/0 

5/2±10 

0/9±1 

15±2/3 

100±0/0 0/0±0/0 100±0/0 100±0/0 

3:2 

3:1 

2:2 

2:1 

TDZ IBA 

 انحراف معیار بیان شدند ±نتایج بصورت میانگین 

القاء کالوس و باززایی از کالوس در ریزنمونه برگ  (A-C) (Plantago major).های برگ، ساقه و ریشه بارهنگ کبیرو باززایی از ریزنمونهزایی سلوکا -7شکل 

گرم بر میلی1در غلظت  باززایی مستقیم  BAP  ،(F) میلی گرم بر لیتر5/1در غلظت  ی مستقیمباززای (D-E) و   BAP:IAAمیلی گرم بر لیتر  5/1:0)غیرمستقیم( در غلظت 

باززایی مستقیم از  TDZ:IBA  ، (J-L)گرم بر لیترمیلی 1/5:0/1و باززایی غیرمستقیم از کالوس در نمونه ساقه در غلظت  القاء کالوس از ریزنمونه ساقه BAP. (G-I) لیتر

 5:1/1در غلظت تشکیل کالوس و باززایی از ریشه (O)و  BAP:IAA گرم برلیترمیلی 1/5:0/1باززایی مستقیم ریشه در غلظت  TDZ:IBA،(M, N) 5:1/1در غلظت  ساقه

 TDZ:IBA  گرم برلیترمیلی
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گرم برلیتر میلی5/0: 1 و BAP: NAAگرم برلیتر میلی 2: 5/0

TDZ: NAA نیو کمتردرصد(  100) نیشتریب بیبه ترت 

ند ساقه نشان داد ریزنمونهرا در درصد(  33/8) زاییزبا

( در درصد باززایی 100) شهیرریزنمونه  (. در9)شکل 

: BAP ،1 :5/1 BAP: NAA ،1/0 گرم برلیترمیلی 5/1غلظت 

5/1BAP: IAA ،2/0 :5/1 گرم برلیترمیلی 3:  2/0و  2: 2/0؛ 

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

TDZ: IBA  تعداد بالای فراوانی (. 10مشاهده گردید )شکل

و  1:2محیط حاوی در  22 و 41 /67باززا شده های شاخه

به  در ریزنمونه برگ و TDZ:IBAگرم برلیتر میلی 5:1/1

گرم میلی 1:5/1 ترکیب درتعداد شاخه  20و  27 بیترت

 میلی گرم برلیتر 2/2:0 نمونه ساقه وزیدر ر TDZ:IBAبرلیتر 

TDZ:NAA  بدست آمد. شهیردر ریزنمونه 

 

 
( BAP:NAA ،B )TDZ:NAA ،C تیمارهای مختلف( A  (Plantago major).بارهنگ کبیردرصد باززایی در ریزنمونه برگی  -8شکل 

BAP:IAA ،D )TDZ:IAA ،E )BAP:IBA  وF )TDZ:IBA طیدر مح MSن سه تکرار . نتایج )باززایی مستقیم و غیرمستقیم( بصورت میانگی± 

 درصد ذکر گردید. 5انحراف معیار و بر حسب آزمون توکی در سطح 
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، هورمون بدون طیدر محهای باززا شده بعضی از گیاهچه

دار شدند و نیازی به انتقال به محیط هورمون دار شهیر

های بدون ریشه به محیط نداشتند با این حال گیاهچه

منتقل  IBAلیتر گرم برمیلی 5/0زایی حاوی غلظت ریشه

 (. 11شدند )شکل

 

 

، BAP:NAA ،B )TDZ:NAA ،C )BAP:IAA تیمارهای مختلف( A  (Plantago major).بارهنگ کبیردرصد باززایی در ریزنمونه ساقه  -9شکل 

D )TDZ:IAA  ،E )BAP:IBA  وF )TDZ:IBA طیدر مح MSانحراف معیار  ±ار . نتایج )باززایی مستقیم و غیرمستقیم( بصورت میانگین سه تکر

 درصد ذکر گردید. 5و بر حسب آزمون توکی در سطح 

دار شده برای رشد بیشتر ی ریشههااهچهیهفته بعد، گ یک

گیاهچه و سپسیافتند  هورمون انتقالبدون  MS طیبه مح

قرار پس از دو هفته گلدان  در تیبا موفق های رشدیافته

 یافتند یسازگاردر گلخانه  درصد 80 یبقا نرخ گرفتند و با

 (.12)شکل
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( BAP:NAA ،B )TDZ:NAA ،C تیمارهای مختلف( A  (Plantago major).بارهنگ کبیردرصد باززایی در ریزنمونه ریشه  -10شکل 

BAP:IAA ،D )TDZ:IAA ،E )BAP:IBA  وF )TDZ:IBA طیدر مح MS نتایج )باززایی مستقیم و غیرمستقیم( بصورت میانگین سه تکرار .± 

 درصد ذکر گردید. 5انحراف معیار و بر حسب آزمون توکی در سطح 

 

گیاهچه سازگار شده در شرایط درون بررسی مورفولوژی 

ای در مقایسه با گیاهان رشد یافته از بذور تیمار شده شیشه

-و گیاهان وحشی نشان داد که گیاهان بازایی شده جوانه

های برگ های جانبی بیشتری داشتند. گیاه وحشی دارای

 تری است.های برجستهتر و رگبرگعریض
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عاری  MSدر محیط  ریزنمونه رشد یافته (B)باززایی مستقیم از ریزنمونه برگی،  (A)، زاییزایی گیاه باززا شده در محیط ریشهمقایسه ریشه -11شکل

 ه رشدیافتهگیاهچ IBA ،(C)گرم برلیتر میلی 5/0و محیط حاوی  (PGRs) از تنظیم کننده رشدی

 

 
: B ،یاشهیدرون ش طیشرا در افتهی رشد شده باززا اهانیگ: Aزایی به گلدان های باززاشده از محیط ریشهمرحله سازگاری و انتقال گیاهچه -12شکل 

 رشد اهیگ: D وگلخانه  دراز بذر  افتهیرشد  یوحش اهی: گC گلخانه،( و هفته کی) رشداتاقک  طیشده در شرا سازگار وبه گلدان منتقل شده  اهچهیگ

 .رشد اتاقک در یاشهیش درون طیشرا دراز بذر و تحت شرایط اپتیمم  افتهی

در تفاوت دارترین )یشترین و معنیما نشان داد که ب جینتا

سه  هر یبرا TDZ: IBA ترکیبدر باززایی درصد( 5سطح 

بدست آمد. به طورکلی، ریزنمونه ریشه نسبت به  زنمونهیر

دهد و نه برگ و ساقه باززایی کمتری را نشان میدو ریزنمو

ها از نوع غیرمستقیم بودند. همچنین بیشترین باززایی

ریزنمونه برگی بیشتر از دو ریزنمونه دیگر باززایی مستقیم 

و  1را نشان داده است بطوری که در غلظت سیتوکینین 

باززایی مستقیم قابل توجهی  BAPگرم برلیتر میلی 5/1

 با هورمونها تیمار ریزنمونه (.D-F  7)شکل ردیدمشاهده گ

 شودبیشتری را موجب می میمستق باززایی BAPنینیتوکیس

زایی بیشتر از نوع باز  TDZ نینیتوکیبا س تیماراما 

 دادند.  را نشان میرمستقیغ
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 حث ب

اهمیت فراوان برای تحقیقات  لیبه دلبارهنگ کبیر بذر 

 یهاکلکسیوناز اغلب  گردد ومتعددی استفاده می

 یقاتیتحق اتموسس شناسی و های گیاهی، باغخصوص

از  او ی یوحش اهانیاز گ نیهمچن گردد،یم یآورجمع

 (.10) دشویم یداریخرمتخصص پرورش دهندگان 

زنی پایینی بنابراین، این بذرها ممکن است از جوانه

برخوردار باشند که خود نیازمند روشی مناسب برای 

 .هستند یگاهآزمایش و تکثیر در شرایط زنی بذرجوانه

به و بذر  یزندرصد جوانه شیافزا یبرا  محققین از یبرخ

 اندکردهاستفاده  3GA از منظور شکستن خواب بذر

(13.)Pons (1992)  مولار میلی 10 ماریت شیپتأثیر بیان کرد 

3KNO نور  طیدر شرا بارهنگ کبیر یهازنی بذربر جوانه

پیش دو  نیاثر ا نیهمچن (.32) است بوده مفید ناکافی،

های مطالعه گردید و یافتهها آزمایش بذر یزنجوانه بر ماریت

 شیباعث افزا 3KNO حاضر نشان داد که پیش تیمار با

ج ی. نتاشد 3GAماریتپیش با  سهیدر مقا یزنجوانهدرصد 

 5 یبذرها در دما تیمار شیمحققان نشان داده است که پ

بارهنگ  یزنروز جوانه 14تا  7مدت به  گرادیدرجه سانت

سرمادهی  همچنینو ( 33 و29)دهد یم شیرا افزا کبیر

 (.32) دیآن را بهبود بخش یجوانه زن ،بارهنگ کبیر یبذرها

در  یزنجوانه، میزان سرما ماریتپیش ، حاضر نیزدر مطالعه 

 هیچگونه شاهد درداد، اما  شیافزا درصد 18را  هفته اول

 مشاهده نشد و همچنین بذرهای سرما یزنجوانه درصد

-دیده نسبت به سایر پیش تیمارها سرعت و درصد جوانه

با  تیمار شیپ زنی بالاتری داشتند. محققان بیان کردند که

 یالقا تواند، میبذور یزنجوانه بهبودعلاوه بر  نییپامای د

 افزایش دهدکالوس  هایکشت یبر رو زیرا ن شهیه و رساق

 طیکه شرا دادنداز محققان نشان  یاریبس ایهیافته (.11)

و 38)مهم است بارهنگ  اهیبذر گ یزنجوانه یبرا یکیتار

 اکثرکه در مطالعات دیگر، بیان شد  ی کهدر حال (41

جوانه نیز روز روشنایی طول  طیدر شرا بارهنگ یبذرها

 (4) نزده جوانه یکیدر تار ریکب بارهنگ یهابذرزنند و یم

در  نیهمچن. (33) (درصد 5) شتنددا یاندک یزنانهجو ای و

 یزننور جوانهمطالعات دیگری گزارش شده است که 

-گزارش تحقیق فعلی، جینتا (.4) دهدمی شیافزا بذرها را

-یم دییرا تأ ریکب بارهنگگونه  دربارهمحققان  یقبل یها

 16) روز طول روشنایی طیکه شرا مشاهده گردید رایکند، ز

-علاوه بر جوانهو  بود دتریمف اهیگ یزنهجوان یبراساعت( 

از  یاریمحققان بس .به همراه داشترا  اهیرشد بهتر گزنی، 

-ای گونهدرون شیشه یهاکشت یبرا یمختلف هایمحیط

NT (31 ) ها این محیطاز جمله  های بارهنگ استفاده کردند

 MS طیاز مح استفاده . با این وجود(5) ( هستند30)  MSو

مراحل مختلف  یمعمولاً برا MS طی، مح(24) ارجح است

 یهاساقه ری، تکث(6)کالوس  القاء از جمله، ازدیادیزیر

در مطالعات تغییر یافته  (19 و10) شهیو القاء ر( 27) جانبی

برای کشت این گیاه  MSاست. دراین پژوهش محیط 

-برای بهینه ساختن شرایط تکثیر و جوانه انتخاب گردید و

ها بهتر های مختلفی از آن تهیه شد. یافتهغلظت بذرها، زدن

تنظیم کننده محققان را نشان دادند. MSبودن محیط کامل 

 زاییریشه س ورا به منظور القاء کالو یمختلف ی رشدیها

 نیآزمایش کردند. بهتربارهنگ کبیر  برگ هایریزنمونهدر 

به  ، D-2,4گرم برلیتر میلی 2کالوس با ) ریاز تکث جهینت

گرم میلی 5/0)زایی ساقه(، Kinگرم برلیتر میلی 5/0 همراه

 2زایی )شهیو رKin گرم برلیتر میلی 1به همراه  IAAبرلیتر 

( NAAگرم برلیتر میلی 1به همراه  IBAگرم برلیتر میلی

 هایریزنمونهاز  زین یگرید محقق (.34) ه استآمد ستبد

 لیجوانه و تشک ریالقاء کالوس و سپس تکث یبرگ برا

 2/1تا  8/0 از با استفاده نهیبههای یافتهو استفاده کرد  شهیر

تا  5/3به همراه  القاء کالوس و یبرا NAA گرم برلیترمیلی

 گرید همطالع در (.20) آمدبدست  BAP گرم برلیترمیلی 5/4

زایی بر ساقه و شهیربرای تشکیل ، بارهنگ کبیر هایوسکال

 5/0و   D-2,4برلیترگرم میلی1به همراه  MSروی محیط 

به محیط سپس و  زیرکشت شدند BAPگرم برلیتر میلی

-ساقه (.26) منتقل شدند BAPگرم برلیترمیلی 5/0 حاوی
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بر  های نوک ساقه بارهنگ کبیراز کشت ییزاشهیو ر زایی

 میلی گرم برلیتر 1/0 به همراه تغییریافته  MSی محیطرو

BAP  گرم برلیترمیلی 18/0و سپس NAA (.28) ست آمدبد 

حاصل  یارزشمند جینتا، محققان ریسا جینتامطالعه از  پس

ی برای خوب لیپتانسبارهنگ کبیر  دهدکه نشان می گردید،

تواند به طور یدارد و مای تکثیر در شرایط درون شیشه

نیز خوب  ییزاشهیکند. ر اندام زایی میرمستقیو غ میمستق

 ی رشدیهاکننده تنظیم یبالا یمحتوا لیتواند به دلیم

( 1398نتایج سلیمانی و همکارانش ) (.7)درون زا باشد 

به  Narcissus tazetta نشان داد که القای اندام هوایی در

وابسته نبوده ولی مقادیر هورمون  NAAمقادیر هورمون 

BAP حاضر نیز پژوهش (. در 2موثر بوده است ) ءدر القا

باعث ایجاد به تنهایی   BAPمشاهده گردید که هورمون

بنابراین های برگی شده است. باززایی مستقیم در ریزنمونه

ی رشدی آزمایش شده، هابا مقایسه ترکیبات تنظیم کننده

ترکیب هورمونی مشخص گردید که کارآمدترین بهترین و 

، نیبنابراتر و بهتری در این گیاه ایجاد شود. باززایی سریع

 طیدر محه حاضر باززا شده در مطالع اهانیگ بسیاری از

 در مورد تیمار بابه جز  دار شدندشهیاز هورمون ر یعار

TDZ،  ًبیان شده است کههمانطور که قبلا TDZ  کاملاً از

ای همچنین در مطاله (.17)کند یم یریجلوگ شهیرشد ر

های های محققان نشان دادند که تمام گیاهچهدیگر یافته

یب، به راحتی در های سنبل الطباززایی شده از ریزنمونه

  (.1محیط فاقد هورمون قادر به ریشه زایی بودند )

 نتیجه گیری کلی

 بهینه روشیزنی و تحقیقات جامع به منظور بهبود جوانه

 الوسکزایی مستقیم و یا از طریق القاء کالوس، اندام یبرا

ات تواند راه گشای انجام مراحل پیشرو در روند تحقیقمی

های ثانویه با ارزشی تابولیتای باشد. مدرون شیشه

ریق توان با تولید انبوه از ط که میوجود دارند   P.majorدر

 نسیلسازی گردند. این گیاه پتاریزازدیادی، تولید و خالص

ت های برون زا نشان داده اسخوبی برای پاسخ به هورمون

 ترههای فراوان و بازده زمانی کوتاو برای تولید نوساقه

های نسبت به دیگر هورمون TDZ/IBAیب میتوان از ترک

 و قصدپیشرمطالعات  در بنابراینمورد مطالعه استفاده نمود. 

های داریم بصورت پیوسته روشی بهینه جهت تکثیر ریشه

ین ترانسژن شده توسط اگروباکتریوم رایزوژنز و ازدیاد ا

 اروییدهای فیتوشیمیایی و های با ارزش و ارزیابیمتابولیت

 .ای و برون تنی ارائه نماییمدرون شیشه در شرایط

 سپاسگزاری

 دانشگاه در دوره دکترینامه  انیاز پا یمطالعه بخش نیا

مراتب قدردانی خود را  سندگانینوهمچنین  است. زنجان

اعلام زنجان  ی، دانشگاه علوم پزشک یداروساز دانشکدهاز 

 می دارند.
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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 
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