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Abstract 

Objective 

Hyssopus officinalis, one of the most important medicinal plants belongs to the Lamiaceae family 

and it is rich in essential oils that is used for medicinal purposes, health care and food. By tissue 

culture method such as; callus production and plant regeneration, we able to increase the 

production of quality and quantity of effective secondary metabolites in this medicinal important 

plant. This study was performed on MS medium, aimed to determine the most appropriate 

concentration of auxin and cytokinin plant growth regulators to obtain the maximum efficiency 

in induction and production of callus and in vitro regeneration of plantlets from leaf and hypocotyl 

explants of Hyssopus officinalis. 

https://orcid.org/0000-0002-7091-3847
https://orcid.org/0000-0003-1252-4867
https://orcid.org/0000-0003-4990-7538


188 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

Materials and Methods 

Callus induction was evaluated in a factorial experiment based on completely randomized design 

(CRD) with three replications. In this experiment, different levels of NAA plant growth regulator 

(0, 0.5, 1 and 2 mg/L) and two different types of explant, leaves and hypocotyl explants were 

used. Traits including, relative growth rate, fresh and dry weight, diameter, color and physical 

structure and the percentage of callus induction was measured. Also, the direct and indirect 

regeneration was evaluated in a factorial experiment based on completely randomized design 

(CRD) with three replications. The different levels of plant growth regulator (1 and 2 mg/L NAA) 

and (2 and 4 mg/L BAP) were used and regeneration percentage were measured. 

 

Results 

The highest percentage of callus induction (100 %) were obtained on MS medium with 2 mg/L 

NAA in hypocotyl explants. The highest percentage of direct regeneration (73 %) and indirect 

regeneration (80 %) were observed in MS medium with combinations of 2 mg/L NAA and 4 mg/L 

BAP in hypocotyl and calli derived from hypocotyl. 

 

Conclusions 

The results showed that the hypocotyl explant was more suitable for callus induction and 

regeneration in Hyssopus officinalis. 
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 Hyssopusزایی و باززایی گیاه دارویی زوفا )های رشد گیاهی بر کالوساثر تنظیم کننده

officinalisای( در شرایط درون شیشه 
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  چکیده

 هایاساااان  از غنی و نعناعیان تیره به متعلق ایادویه و دارویی گیاهان ترینمهم از ،(Hyssopus officinalis) زوفا  هدف:

ست روغنی شتی دارویی، اهداف برای که ا ستفاده مورد خوراکی و بهدا ستفاده از روش .گیردمی قرار ا شت بافت از جمله تولید با ا ک

از نظر کمی و کیفی ارتقاء بخشاااید.  های ثانویه موثر آن راتوان راندمان تولید متابولیتکالوس و باززایی این گیاه دارویی مهم می

ضر مطالعه شت محیط در حا سب تعیین منظور به ،MS پایه ک شد هایکنندهتنظیم غلظت ترینمنا سینی ر  برای سیتوکینینی و اک

 و برگ هاینمونهریز از ایشاایشااه درون هایهمچنین باززایی گیاهچه  و کالوس القاء و تولید در بازده بیشااترین آوردن بدساات

 گرفت. انجام زوفا گیاه در هیپوکوتیل
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 این در .گردید اجرا تکرار سه با( CRD)تصادفی  کاملاً طرح قالب در فاکتوریل صورت به دهیکالوس آزمایش  ها:مواد و روش

 و برگ نمونهنوع ریز دو ( وNAAگرم در لیتر میلی 2و  1، 5/0رشاااد گیاهی )صااافر،  کننده تنظیم مختلف ساااطوح از آزمایش

 القای درصد و فیزیکی ساختار و رنگ قطر، تر، و خشک وزن نسبی، رشد سرعت صفات مختلف از جمله. گردید استفاده هیپوکوتیل

 سه با تصادفی کاملا طرح پایه بر فاکتوریل صورت به نیز مستقیم غیر و مستقیم باززایی آزمایش .شد بررسی و گیریاندازه کالوس

 (BAPگرم در لیتر میلی 4و  2( و )NAAگرم در لیتر میلی 2و  1رشاااد ) کننده تنظیم مختلف ساااطوح از .گرفت صاااورت تکرار

   .شد گیریاندازه باززایی درصد صفت و شد استفاده

صد بهترین نتایج: ست هیپوکوتیل نمونهریز در و NAA لیتر در گرم میلی 2 با همراه MS محیط در( %100) کالوس القای در  بد

شترین .آمد  و NAA لیتر در گرم میلی 2 هورمونی ترکیب و MS محیط در( %80) مستقیم غیر و( %73) مستقیم باززایی رصدد بی

 .گردید مشاهده هیپوکوتیل از حاصل کالوس و هیپوکوتیل نمونهریز در BAP لیتر در گرم میلی 4

 باشد. و باززایی در زوفا می این آزمایش مشخص نمود که ریزنمونه هیپوکتیل مناسب جهت کالوس زایی گیری:نتیجه

 MSکالوس، زوفا، تنظیم کننده رشد گیاهی، محیط کشت ها: کلیدواژه

 : پژوهشی.نوع مقاله

زایی و های رشد گیاهی بر کالوساثر تنظیم کننده (1400) نجفی عبداله، نژاد صحبتبهرامی، زبرجدی علیرضا، مروتی صبا استناد:

 .187-204 (،3)13، مجله بیوتکنولوژی کشاورزیای. ( در شرایط درون شیشهHyssopus officinalisباززایی گیاه دارویی زوفا )
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 دمهمق

(، گیاهی خشبی، چند ساله، متعلق به خانواده نعناعیان با منشأ آسیای صغیر است. میزان Hyssopus officinalisزوفا )

 Dzhumaevkh) درصد گزارش شده است 8/1تا  1/0درصد است و در برخی منابع  1تا  3/0اسان  در پیکره رویشی زوفا بین 

باشد. های سزکویی ترپنی می(، آلفا و بتا پینن، کامفن و الکل%50اسان ، پینوکامفن )ترین ترکیبات تشکیل دهنده (. مهم1986

درصد( و مواد دیگری مانند دیوزمین، هیسوپین و  6تا  3درصد(، مواد تلخ ) 8تا  5پیکره رویشی همچنین حاوی فلاونوئید، تانن ) 

تواند نتایج و افزایش راندمان باززایی گیاهان دارویی می(. کاربرد تکنیک کشت بافت Bernath 1993ترکیبات موسیلاژی است )

(. عوامل مختلفی Van Ech and Kitto 1992ای را در تولید داروهای گیاهی با کیفیت و کمیت بالا ایجاد کند )امیدوار کننده

 Alizadeh andاست ) کننده رشدی و غیره در میزان کالزایی و باززایی گیاهان مؤثرمانند محیط کشت، نوع و غلظت تنظیم
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Hosseini 2013نمونه هیپوکوتیل بهترین کالوس را در حضور ها در گیاه دارویی اسطوخدوس نشان داد که ریز(. نتایج بررسی

زایی زوفا نیز برتری ریزنمونه هیپوکوتیل (. همچنین مطالعه کالZhang et al. 2008کننده رشد اکسینی تولید کرده است )تنظیم

های خانواده نعناعیان و تحقیق بر روی نعناع (. بررسی جن Zebarjadi et al. 2012د کالوس مشخص کرده است )را در تولی

های گرم در لیتر( و غلظتمیلی 4) IAAو  NAAهای بالا زایی را در غلظتفلفلی مشخص کرد که این گیاه بیشترین کالوس

توان خانواده زوفا میهای انجام شده بر روی گیاهان هم(. از بررسیEbrahimi 1996گرم در لیتر( دارد )میلی 2) D-2,4متوسط 

کند و ترکیب این اکسین با ها ایفا میزایی ریزنمونهعنوان یک اکسین قوی، نقش بسزایی در کالوسبه NAAنتیجه گرفت که 

های مختلف هورمون غیر مستقیم زوفا، بین غلظت منظور باززاییزایی موثر واقع شود. بهتواند در افزایش بهینه کالاکسینی دیگر می

BAP تنها محیط ،MS  گرم در لیتر میلی 5حاویBAP های مورد های حاصل از برگ زوفا را باززا کند و سایر تیمارتوانست کالوس

کالوس باقی ماندند صورت ها بدون اینکه تولید نوساقه نمایند بهاستفاده از سبز روشن به سبز تیره تغییر رنگ داده و کالوس

(Zebarjadi et al. 2012همچنین بررسی باززایی غیر مستقیم گیاه مرزه سهندی در حضور غلظت .) های مختلفBA  (0 ،2 ،

گرم در لیتر به وقوع پیوست میلی 5گرم در لیتر(، مشخص کرد که بیشترین باززایی حاصل از کالوس در سطح میلی 8و  6، 5، 4

(Bahmani et al. 2016گزارش شده است که بین غلظت .)کننده رشد های متفاوت تنظیمIAA  و BAزایی گیاه زوفا، در ریشه

بوده است  BAگرم در لیتر میلی 1/0در ترکیب با  IAAگرم در لیتر میلی 1/0( مربوط به تیمار %90زایی )بیشترین درصد ریشه

(Nanova et al. 2007 بررسی اثر نوع توده و تیمار .)کننده رشد تنظیمBAP  بر باززایی مستقیم زوفا مشخص کرد که بیشترین

ای (. در مطالعهAlizadeh and Hosseini 2013ایجاد شده است ) BAPمیکرومولار  2/2( با %86میزان باززایی در توده مشهد )

های کنندهر سطوح مختلف تنظیم( تحت تاثیH. officinalis and H. angustifoliusکه بر روی تولید کالوس دو گونه زوفا )

گرم در لیتر میلی 5/0حاوی  MSرشد گیاهی انجام شد، نتایج نشان داد که در هر دو گونه بهترین محیط تولید کالوس محیط کشت 

2,4-D  گرم در لیتر میلی 2/0وNAA باشد )میTayefeh et al. 2018 (. در گزارشی سه نوع ریزنمونه )برگ، هیپوکوتیل و

مورد  BAو  D ،NAA-2,4های رشد کنندههای مختلف تنظیمحاوی غلظت MSزوفا از نظر تولید کالوس در محیط کشت  ریشه(

علاوه به BAگرم در لیتر میلی 2حاوی  درصد( در محیط 33بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که بیشترین میزان تشکیل کالوس )

(. در پژوهشی تاثیر ترکیبات مختلف Soheili et al. 2021پوکوتیل حاصل گردید )در ریزنمونه هی D-2,4گرم در لیتر میلی 1

ها ها و ترکیبات فنولی( و همچنین فعالیت آنتی اکسیدانتهای ثانویه )نظیر محتوی ساپونینغذایی محیط کشت بر تولید متابولیت

های کنندههای مختلف تنظیمحاوی غلظت MSو  B5کالوس زوفا مورد بررسی قرار گرفت. در این تحقیق از دو نوع محیط کشت 

داشت.  B5نسبت به  MSاستفاده شد که نتایج نشان از برتری محیط کشت  BAو  D ،NAA ،Kin ،IAA-2,4رشد گیاهی 

تر گرم در لیمیلی 3علاوه به Kinگرم در لیتر میلی 2تکمیل شده با  MSها در محیط کشت حداکثر تولید ترکیبات فنلی و ساپونین

NAA گزارش گردید و در مورد فعالیت آنتی اکسدانت( ها بیشترین میزان مربوط به تیمار شاهد بودBabich et al. 2021.)  این



   (1400 پاییز، 3، شماره 13مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

192 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

ای و دستیابی به محیط بهینه تکثیر زوفا در شرایط درون زایی و باززایی درون شیشههای موثر در کالمنظور ارزیابی فاکتورآزمایش به

 گردید.ای انجام شیشه

 

 هامواد و روش

در آزمایشگاه  1393-1395های بذور مورد استفاده در این پژوهش از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه و تحقیقات، در طول سال

منظور ضد عفونی بذور زوفا، از کشت بافت گروه اصلاح نباتات دانشکده علوم و مهندسی کشاورزی دانشگاه رازی انجام گردید. به

دقیقه استفاده گردید. سپ  بذور بوسیله آب مقطر استریل  15مدت زمان به %5/1مدت یک دقیقه، هیپوکلریت سدیم به %70اتانول 

های ، شیشهMS(. پ  از کشت بذور در محیط کشت Zebarjadi et al. 2012دقیقه شستشو داده شدند ) 5و  3، 1در سه مرحله 

گراد، نور سفید فلورسنت و فتوپریود درجه سانتی 22±2و دمای شب  25±2روز های رشد با شرایط دمای حاوی بذور در اتاقک

ساعت تاریکی قرار گرفتند. برای آزمایش القای کالوس در گیاه دارویی زوفا از آزمایش فاکتوریل در قالب  8ساعت روشنایی و 16

گرم در لیتر( در میلی 2و  0 ،5/0 ،1)  NAAه رشد کنندهای، ریزنمونه )برگ و هیپوکوتیل( و تنظیمطرح کاملاً تصادفی با فاکتور

بر روی محیط  in vitroروز رشد یافته در شرایط  30های تهیه شده از گیاهان نمونهشرایط روشنایی و در سه تکرار استفاده شد. ریز

ک، قطر، رنگ و تر و خش ها، صفات سرعت رشد نسبی، وزنبدست آمدند. پ  از گذشت یک ماه از کشت ریزنمونه MSکشت 

رشد گیاهی  کنندهمنظور اجرای آزمایش باززایی مستقیم و غیر مستقیم، تنظیمساختار فیزیکی و درصد القای کالوس ثبت شد. به

(NAA) ها و از گروه اکسین(BAP) های مختلف در محیط پایه ها در غلظتاز گروه سیتوکنینMS  .مورد استفاده قرار گرفتند

گرم در لیتر( میلی 2و  1در دو غلظت ) NAAکننده رشد و حضور تنظیم CRDب آزمایش فاکتوریل بر پایه طرح این پژوهش در قال

گرم در لیتر( و دو ریزنمونه برگ و هیپوکوتیل انجام شد و صفت درصد باززایی پ  از گذشت میلی 4و  2در دو غلظت ) BAPو 

 حدود سه ماه یادداشت برداری شد.

ها صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار اجرا گردید. تجزیه آماری دادهن پژوهش بهای: تجزیه و تحلیل

 ها با آزمون دانکن انجام گرفت.و مقایسه میانگین داده SASتوسط نرم افزار 

 

 نتایج و بحث

زنی بذور بالا بود اما رشد و توسعه جوانهزنی شروع گردید. هرچند میزان یک هفته پ  از کشت بذور، جوانه: زنی بذورجوانه

 روز به اندازه مورد نظر برای تهیه ریز نمونه رسیدند. 30های تشکیل شده ضعیف بود و پ  از جوانه
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( نشان داده شده است. طبق نتایج 1های کالوس در جدول )نتایج حاصل از تجزیه واریان  داده: آزمایش القای کالوس

داری بر روی کننده رشد و نوع ریزنمونه تأثیر بسیار معنیبا صفت درصد القای کالوس، دو فاکتور سطوح تنظیم دست آمده در ارتباطبه

کننده رشد و اثر متقابل این دو در مورد صفت سرعت دار شد. نوع ریزنمونه، سطوح تنظیمها نیز معنیاین صفت داشتند و اثر متقابل آن

کننده رشد و نوع ریزنمونه، داری داشتند. در رابطه با صفت وزن تر و خشک کالوس، سطوح تنظیمرشد نسبی کالوس تأثیر بسیار معنی

کننده رشد و نوع ریزنمونه دار شد. در مورد صفت قطر کالوس نیز، اثر متقابل سطوح تنظیمها معنیدار و اثر متقابل آنتأثیر بسیار معنی

  ( ارائه گردیده است.1نمونه هیپوکوتیل و برگ در شکل )ریز های حاصل ازدار شد. تصاویر کالوسبسیار معنی

         

 نمونه )الف( برگ و )ب( هیپوکوتیلکالوس حاصل از ریز .1شکل

Figure 1. Callus derived from leaf explant (A) and hypocotyl explant (B) 

 

دهی در ها برای صفات کالوسنتایج مقایسه میانگین اثرات متقابل تیمار: زایینتایج مقایسه میانگین برای صفات کال

در  NAAگزارش شده است. در مورد صفت درصد القای کالوس، اثر متقابل دو فاکتور ریزنمونه و سطوح  5و  4، 3، 2، 1های شکل

داری از نظر تأثیر بر روی این فاوت معنیت %1دار شد و بین دو ریزنمونه برگ و هیپوکوتیل در سطح احتمال معنی %1سطح احتمال 

ها برای تولید کالوس هیپوکوتیل بودند گرچه با ، بهترین غلظتNAAگرم در لیتر میلی 2و  1صفت وجود داشت. همچنین سطوح 

گرم میلی 2( در سطح %33/73داری نداشتند. بیشترین درصد القای کالوس برگ )اختلاف معنی NAAگرم در لیتر میلی 5/0سطح 

تفاوت میان ریزنمونه برگی و  (.2باشد )شکل می NAAگرم در لیتر میلی 2و  1( در سطح %100و هیپوکوتیل ) NAAدر لیتر 

های رشد کنندهدر محیط ممکن است منعک  کننده تفاوت احتمالی از سطوح تنظیم NAAهای هیپوکوتیلی در پاسخ به غلظت

(. برتری Lisowska and Wysokinska 2000های رشد گیاهی باشد )کنندهتنظیمهای مختلف به درونی یا حساسیت بافت

ریزنمونه هیپوکوتیل نسبت به دو ریزنمونه برگ و ریشه در تشکیل کالوس در زوفا توسط محقیقن دیگر نیز گزارش شده است 

(Soheili et al. 2021که با نتایج تحقیق حاضر هم )سبی، بین دو ریزنمونه برگ و هیپوکوتیل خوانی دارد. برای صفت سرعت رشد ن
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داری مشاهده نشد و سرعت رشد نسبی کالوس اختلاف معنی %1در سطح احتمال  NAAگرم در لیتر میلی 2و  1، 5/0در سه سطح 

 از نظر سرعت رشد نسبی کالوس NAAدرصد بود. در حالیکه بین دو ریزنمونه )برگ و هیپوکوتیل( در محیط فاقد  22تا  16بین 

 (. 3داری مشاهده شد )شکل اختلاف معنی

 

کننده های رشد گیاهی بر صفات مختلف کالزایی نتایج تجزیه واریانس تاثیر ریزنمونه و سطوح تنظیم. 1 جدول

 زوفا

Table 1. Results of ANOVA effect of explant and levels of plant growth regulators (PGRs) 

on different callogenesis traits of Hyssop 

 میانگین مربعات

 درجه آزادی

Degree of 

Freedom 

 منابع تغییرات

Source of Variation 

 سرعت رشد نسبی

 کالوس

Relative 

Growth Rate 

of Callus 

 وزن خشک کالوس

Callus Dry 

Weight 

(g) 

 وزن تر کالوس

Callus Wet 

Weight 

(g) 

 قطر کالوس

Callus Diameter 

(mm) 

 کالوسدرصد 

Callus % 

**0.0199 **0.0057 **0.1501 **0.8481 **5000 
3 

کننده رشد تنظیمسطوح 

(NAA) 

 (Explant) ریزنمونه 1 17066** 1.95** 0.3398** 0.0135** 0.0303**

**0.0261 *0.0017 *0.0302 **0.9382 *1200 3 

کننده رشد تنظیمسطوح 

 × (Explant  *ریزنمونه

NAA) 

 Error خطا 16 266.76 0.0372 0.0059 0.0003 0.0033

42.47 29.12 24.33 20.50 27.99  

 (%CV) ضریب تغییرات

Coefficient of 

Variation 

 درصد به ترتیب 1و  5دار در سطح احتمال *و** معنی

* and **: Significant at 5% and 1% probability levels, respectively 

گرم میلی 5/0و  0دهد که بین دو ریزنمونه برگ و هیپوکوتیل در دو سطح قطر کالوس نشان میصفت : مقایسه میانگین

متر( میلی 2نمونه هیپوکوتیل دارای بیشترین قطر کالوس )داری وجود دارد. ریزاختلاف بسیار معنی %1در سطح احتمال  NAAدر لیتر 

داری وجود ندارد. اثر متقابل دو فاکتور ریزنمونه اختلاف معنی NAAدر لیتر گرم میلی 2و  1بود. اما بین این دو ریزنمونه در سطوح 
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(. مقایسه میانگین صفت وزن تر و خشک کالوس نشان داد 4دار شده است )شکل بسیار معنی %1در سطح احتمال  NAAو سطوح 

باشد خشک کالوس،  مربوط به هیپوکوتیل میدار وجود دارد، بیشترین وزن تر و که بین دو ریزنمونه برگ و هیپوکوتیل تفاوت معنی

گرم در لیتر میلی 2و  1گرم در لیتر رخ داد. البته بین سطوح میلی 2، بیشترین وزن کالوس در سطوح NAAو بین سطوح مختف 

 (.6و  5های داری وجود نداشت )شکلنمونه هیپوکوتیل تفاوت معنیبرای ریز

 

 برای صفت درصد القای کالوس NAAاثر متقابل ریزنمونه در سطوح مختلف  .2شکل 

Figure 2. Interaction of explant and different levels of NAA on percentage of callus 

induction trait 

 

 برای صفت سرعت رشد نسبی کالوس NAAاثر متقابل ریزنمونه در سطوح مختلف  .3شکل 

Figure 3. Interaction of explant and different levels of NAA on relative growth rate of callus 

trait 
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 برای صفت قطر کالوس NAAاثر متقابل ریزنمونه در سطوح مختلف  .4شکل 

Figure 4. Interaction of explant and different level of NAA on callus diameter trait 

 

 

 

 برای صفت وزن تر کالوس NAAاثر متقابل ریزنمونه در سطوح مختلف هورمون  .5شکل 

Figure 5. Interaction of explant and different levels of NAA on callus fresh weight 
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 برای صفت وزن خشک کالوس NAAاثر متقابل ریزنمونه در سطوح مختلف  .6شکل 

Figure 6. Interaction of explant and different levels of NAA on callus dry weight 

 

( نشان داده شده است. در این مرحله 2نتایج تجزیه واریان  باززایی غیرمستقیم در جدول ): آزمایش باززایی غیر مستقیم

های ها بر مبنای همین مشاهدات انجام گرفت. تصاویر جنینزایی اتفاق نیفتاد و تجزیههای اولیه تشکیل گردید اما ریشهساقهجنین و نو

نمونه، (  اثر متقابل ریز2( ارائه گردیده است. طبق جدول )7برگ در شکل )نمونه هیپوکوتیل و تشکیل شده از کالوس حاصل از ریز

NAA  وBAP  دار شده است.برای درصد باززایی غیر مستقیم معنی %1در سطح  

 تجزیه واریانس صفت درصد باززایی غیر مستقیم در زوفا .2جدول

Table 2. Analysis of variance for percentage of indirect regeneration in Hyssop 

 (MSمیانگین مربعات ) (df)زادیآدرجه  (SOVمنابع تغییرات )

 **Explant (A) 1 1666ریزنمونه 

NAA (B) 1 2400** 

BAP (C) 1 4266** 

B×A 1 0ns 

C×A 1 266.6** 

C×B 1 66.66* 

C   ×B ×A 1 600** 

 Error 16 233.3 خطا

                             Coefficient of Variation 27.7        (%CVضریب تغییرات )

 ** : probability level 1%Significant at                         %1دار در سطح احتمال  نشاندهنده اختلاف معنی**
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 مستقیم ریزنمونه )الف( هیپوکوتیل و )ب( برگ زوفاهای ایجاد شده در باززایی غیرجنین .7شکل 

Figure 7. Embryos inducted in indirect regeneration (A) hypocotyl and (B) leaf of 

Hyssop 

 

 BAPو  NAAمقایسه میانگین تأثیر ترکیبات مختلف : مستقیمنتایج مقایسه میانگین صفت درصد باززایی غیر

دهد که بالاترین ( نشان می3های کالوس حاصل از برگ و هیپوکوتیل زوفا در جدول )روی صفت درصد باززایی غیرمستقیم ریزنمونه

گرم در لیتر میلی 4و NAAگرم در لیتر میلی 2درصد باززایی غیرمستقیم در کالوس حاصل از ریزنمونه هیپوکوتیل با استفاده از 

BAP   گرم در لیتر میلی 2درصد بود، بیشترین درصد باززایی غیر مستقیم کالوس حاصل از برگ نیز در سطح  80به میزانNAA 

 داری مشاهده نشد. درصد بود که بین دو ریزنمونه در این ترکیبات اختلاف معنی  33/73میزان بهBAP گرم در لیتر میلی 4و 

 2داری با نمونه هیپوکوتیل اختلاف معنیبرای ریز BAPگرم در لیتر میلی 4و  NAAگرم در لیتر میلی 1گرچه ترکیب 

سازی و معرفی بهترین ترکیب نداشته است اما با توجه به اینکه هدف ما بهینه BAPگرم در لیتر میلی 4و  NAAگرم در لیتر میلی

با یکی  BAPگردد. کاربرد همزمان پیشنهاد می BAPگرم در لیتر میلی 4و  NAAگرم در لیتر میلی 2باشد، ترکیب هورمونی می

در تحقیقات صورت  .(Praveena et al. 2012آورد )های متعدد پدید میی بهترین پاسخ را از نظر تولید شاخهاز ترکیبات اکسین

طور عنوان شده است که اولاً برای تقسیم سلولی ابتدا باید بزرگ گرفته، علت همگرایی اکسین با سیتوکینین در تقسیم سلولی این

سلولی انجام بگیرد و تا زمانیکه سلول به یک اندازه مشخص نرسیده است، تقسیم  شدن سلول اتفاق بیافتد و به دنبال آن تقسیم

. (Wang et al. 1981; Bayliss 1985)صورت نخواهد گرفت. ثانیاً مراحل اولیه تقسیم سلولی نیازمند به اثر اکسین است 

 ب الف
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کند، و نسبت اکسین پایین و سیتوکینین بالا اکسین بسیار مهم است و در باززایی نقش مهمی ایفا می همچنین نسبت سیتوکینین به

  .(George and Deburgh 2008زایی لازم دانستند )را برای شاخه

 

روی صفت درصد باززایی غیر مستقیم حاصل از کالوس  BAPو  NAAاثیر ترکیبات مختلف ت .3جدول 

 ریزنمونه های برگ و هیپوکوتیل زوفا

Table 3. Effect of different combination of NAA and BAP on percentage of indirect 

regeneration of callus derived from leaf and hypocotyl explants 

تیمارها 

Treatments 

 PGRs (mg/l)های رشد کنندهتنظیم
هادرصد باززایی غیرمستقیم ریزنمونه  

% Indirect regeneration of explants 

NAA BAP  برگ(Leaf) 
(Hypocotyl)  

  هیپوکوتیل

1 1 2 33.33 b  33.33 b 

2 1 4 40 b 73.33 a 

3 2 2 40 b 60 ba 

4 2 4 73.33 a 80 a 

 داری با هم ندارندتفاوت معنیدر هر ستون های دارای حروف مشابه میانگین

The means with the same letter in each column do not have significant difference 

 

( نشان داده 4نتایج تجزیه واریان  باززایی مستقیم در جدول ): نتایج تجزیه واریانس صفت درصد باززایی مستقیم

دار شده است. برای درصد باززایی معنی %1در سطح  BAPو  NAAنمونه، دهد که اثر متقابل ریزشده است. این جدول نشان می

های اولیه مشاهده در این مرحله از آزمایش نیز مانند باززایی غیر مستقیم، شاخساره و ریشه زایی ایجاد نشد. و فقط جنین و نوساقه

  ها نیز بر اساس همین مشاهدات انجام گرفت.شد. آنالیز

روی صفت  BAPو  NAAترکیبات مختلف نتایج مقایسه میانگین : نتایج مقایسه میانگین آزمایش باززایی مستقیم

 ( ارائه گردید.5برگ و هیپوکوتیل زوفا در جدول ) هایحاصل از ریزنمونه باززایی مستقیمدرصد 
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 تجزیه واریانس صفت درصد باززایی مستقیم در زوفا .4جدول 

Table 4. Analysis of variance for percentage of direct regeneration in Hyssop 

 (MSمیانگین مربعات ) (df) زادیآدرجه  (SOVمنابع تغییرات )

 **Explant (A) 1 416.6 ریزنمونه

NAA (B) 1 1350** 

BAP (C) 1 7350** 

B×A 1 150 ** 

C×A 1 816** 

C×B 1 150** 

C   ×B ×A 1 1350** 

 Error 16 100 خطا

 Coefficient of Variation 18.7      (%CVضریب تغییرات )

 ** : levelprobability  1%Significant at                                   %1دار در سطح احتمال نشاندهنده اختلاف معنی**

 

های برگ روی صفت درصد باززایی مستقیم حاصل از ریزنمونه BAPو  NAAتاثیر ترکیبات مختلف  .5جدول 

 و هیپوکوتیل زوفا

Table 5. Effect of different combination of NAA and BAP on percentage of direct 

regeneration from leaf and hypocotyl explants of Hyssop 

 تیمارها

Treatments 

هادرصد باززایی غیرمستقیم ریزنمونه PGRs (mg/l)  های رشدکنندهتنظیم  

% direct regeneration of explants 

NAA BAP  برگ(Leaf) هیپوکوتیل (Hypocotyl)   

1 1 2 0 c 6.67 c 

2 1 4 33.33 b 33.33 b 

3 2 2 20 bc 6.67 c 

4 2 4 33.33 b 73.33 a 

 داری با هم ندارندمعنیتفاوت در هر ستون های دارای حروف مشابه میانگین

The means with the same letter in each column do not have significant difference 
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های برگ و ساقه زوفا در روی صفت درصد باززایی مستقیم ریزنمونه BAPو  NAAمقایسه میانگین تأثیر ترکیبات مختلف 

گرم در لیتر میلی 2دهد که بالاترین درصد باززایی مستقیم در کالوس حاصل از ریزنمونه هیپوکوتیل با استفاده از ( نشان می5جدول )

NAA  گرم در لیتر میلی 4وBAP  ها کننده رشدی و ریزنمونهترکیبات تنظیمتوان گفت بین سایر درصد بود. می 73میزان به

باززایی چندانی صورت  BAPتر هایی با غلظت کمدهد که در محیطاختلاف چندانی وجود ندارد. نتایج در این آزمایش نشان می

ورد کشت های ریزنمونه مها در قابلیت تحریک، تکثیر و تقسیم سلولی در بافتدهنده نقش مشخص سیتوکینیننگرفته و این نشان

ها تاثیری در کننده رشد اکسینی بدون توجه به غلظت سیتوکینینباشد و تنظیمهای تیمار شده میو در نتیجه تشکیل اندام در بافت

زایی، استفاده از دهد که برای القای ریشه(. نتایج این تحقیقات نشان میRoberson et al. 2005پرآوری شاخساره ندارند )

ها نقش اساسی در تقسیم سلولی باشد. گزارش شده است که سیتوکینینشد اکسینی در کنار سیتوکینین ضروری میهای رکنندهتنظیم

، همچنین استفاده از  (Precce 1995)گذاردداشته و باعث رفع غالبیت انتهایی شده و بر القای شاخساره و رشد شاخساره اثر می

تر کننده رشد سیتوکینینی باعث سریعتشکیل کالوس شده و در ترکیب با تنظیم کننده رشد اکسین باعث باززایی گیاهچه وتنظیم

 Mendoza andشود )های کوچک و تمایز نیافته میشدن سرعت تقسیم سلولی و در نهایت باعث تشکیل تعداد زیادی سلول

Kaeppler 2002مهم است. با کاهش اکسین و های صورت گرفته نسبت اکسین به سیتوکینین در باززایی بسیار ( طبق بررسی

توان شود. بنابراین با تغییر مقدار دو تنظیم کننده رشد در محیط کشت، میها تشکیل میها، جوانهافزایش سیتوکینین در بعضی گونه

بل روی های رشد اثر متقاکنندهمیزان قابل توجهی کنترل نمود. مشخص شده است که تنظیمها را بهزایی در ریز نمونهقدرت ریخت

ها بیانگر این نکته هستند که توانایی (. پژوهشDel Poza et al. 2005توانند اثرات همدیگر را بهبود بخشند )یکدیگر داشته و می

. در واقع باززایی گیاه از کشت بافت یک  (Stang et al. 1999)ای یک فرآیند ژنتیکی استباززایی نوساقه در شرایط درون شیشه

های کنند. در بیشتر موارد ماهیت فاکتورکی پیچیده است که عوامل خارجی و داخلی نقش مهمی را در آن ایفا میپدیده مورفوژنتی

های کشت متفاوت با هم ها نه تنها از نظر پاسخ به محیطدرگیر در مسائل آزمایشگاهی هنوز کاملاً مشخص نشده است. ولی گونه

 Aba et al. 1996; Gholizadehت در مراحل مختلف رشد نیز متفاوت است )ها به یک محیط کشکنند بلکه پاسخ آنفرق می

2009.)  

 باشد.این آزمایش مشخص نمود که ریزنمونه هیپوکتیل مناسب جهت کالوس زایی و باززایی در زوفا می: گیرینتیجه

پژوهش حاضاار  یدر اجرا یمال یتبه خاطر حمارازی دانشااگاه و آموزشاای  یحترم پژوهشااین ماز معاون :سپپپاسپپگزاری

  .شودیم یسپاسگزار
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 منابع

های کشت آزمایشگاهی. پایان نامه کارشناسی ارشد زایی در گیاه نعناع و تعیین مقدار منتول در نمونه( رویان1375ابراهیمی منصور )

 دانشگاه تربیت معلم. 

کالوس و باززایی غیر مسااتقیم گیاه دارویی مرزه  ( بررساای تولید1395بهمنی هلیا، معروفی اسااعد، فاخری براتعلی، مجدی محمد )

 .1-5. . بیست و چهارمین کنگره بین المللی و کنگره ملی ژنتیک ایران(Satureja sahendica Bornm)سهندی 

یال، ملصاااقی مژگان ) فا )( بررسااای کال1391زبرجدی علیرضاااا، کهریزی دان یاه دارویی زو باززایی در گ  Hyssopusزایی و 

officinalis L..دانشگاه رازی. (. گزارش نهایی طرح پژوهشی 

ای برگ، هیپوکتیل و ریشه های درون شیشه. القاء کالوس از کشت(1400جهانی نوشین )هیلی شهاب، میری سید مهدی، قاضیس

ر توسااعه گیاهان های نوین شاایمی و کشاااورزی د. اولین همایش ملی کاربرد پژوهش(Hyssopus officinalis)زوفا 

 .1-4دارویی. نهاوند. ایران. 

 Peganum( بررساای اثرات تیمارهای هورمونی در رشااد و تکوین قطعات جداکشاات برگ و ریشااه اسااپند )1388زاده جعفر )قلی

harmalaتکوینی. دانشگاه تبریز. -نامه کارشناسی ارشد علوم گیاهی گرایش سلولی(. پایان 
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