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 دهكيچ

آنتي علاوه بر تركيبات اين گياه .استاي در طب سنتي دهكاربرد گستربا  سالهگياهي چند يگل راع
 پرفورينپريسين و هاييهايپريسين، سودوها ازجملهارزشي با مؤثرهد داراي موا ،ونوئيدياكسيدانتي و فلا

ذا ل .تمورد اهميت واقع شده اس بدن يمنيا، ضدسرطاني و افزايش افسردگيضد كه از حيث اثرات باشدمي
نواع اميايي با خام اوليه شيتمايل براي جايگزيني موادويي و به مواد خام دارافزون بشر به نياز روز با توجه
كمك مند اين گياه و هدايت گياه به سمت توليد مواد دارويي ارزش كشت بافتهاي وري از روش، بهرهگياهي

اين  ط كشتمحيسازي با هدف بهينه اين پژوهشلذا  ود.گياهي خواهد نم منشأبا  يهمواد اولتوليد  شاياني بر
 ورت گرفته است.صاين گياه  يبر روهاي اصلاحي فعاليت منظوربهباززايي وس و وليد كالتو در راستاي  گياه
با سطوح  تيمار هورموني 6شامل تصادفي  كاملاًدر قالب طرح  يك آزمايش فاكتوريل صورتبهپژوهش اين 

 .اجرا گرديدي در دو شرايط نور و تاريك، و ساقه نمونه برگبر روي دو ريز آدنين و توفورديبنزيل متفاوتي از
براي دادند كه  ند. نتايج نشانقرار گرفت زايي و باززايي مورد بررسيميزان كال از لحاظ هاي تيمار شدهنمونه
با بر ليتر  گرمميلي 2,5و توفوردي با غلظت گرم بر ليتر ميلي 3آدنين با غلظتتيمار بنزيلبرگي نمونه ريز
آدنين بنزيل براي ريزنمونه ساقه تيمار كهدرحاليبه خود اختصاص داد  را زاييبيشترين ميزان كال درصد98

 زاييلان كابيشترين ميز درصد 95با گرم بر ليتر ميلي 2,5و توفوردي با غلظتگرم بر ليتر ميلي 4با غلظت 
 mg/L BA  ها شاملهاي برگي و ساقه بهترين تيمارترتيب در ريز نمونههزايي باز نظر شاخه را داشته است.

  بودند. mg/L BA 3 و  4
  برگميانگره،  ،ثانويههاي يتمتابول آدنين، توفوردي،: بنزيلكلمات كليدي

  
 مقدمه

ه با نام اين گياباشد.مي Hypericaceaeو از خانواده   H. perforatumگل راعي گياهي چندساله با نام علمي 
 هاي فعال نوري؛وناز خانواده آنتراكوئين مؤثرهاين گياه داراي مواد  .شودميشناخته  St. John’s Wortانگليسي 

 درمان زخم، اين گياه داراي خواص ضدسرطاني، مؤثرهمواد  باشد.ميهايپريسين، هايپرفورين و سودوهايپريسين 
 مؤثره. مواد باشدميهاي خفيف تا متوسط افسردگيدر درمان  مؤثرو  ضد باكتريمسكن، بهبود سوختگي،  ،ضدويروس

در  رنگسياههاي كوچك و غده در گل راعي مؤثرهمواد  .هاستپوشگل، هوايي شامل برگ، ساقه هايبخشاين گياه در 
 بر طبق ابند.يظهور ميها و گلبرگها اين ساختارهاي تيره در حاشيه برگ اند.ها پراكندههاي ساقه و برگبخش

 عنوانبهو  كنديمها مقابله ويروساين گياه در برابر رترو مؤثرهتركيبات كه مشخص گرديد هاي صورت گرفته پژوهش
  دارويي گياهي جهت درمان ايدز پيشنهاد گرديده است.

هاي در اين گياه با استفاده از روشهاي ثانويه مهم افزايش متابوليت منظوربههاي بسياري تاكنون روش
هاي صورت ترين پژوهشجديديكي از  صورت گرفته است. in vivoآزمايشگاهي و همچنين از طريق كشت در شرايط 
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 inكشت در شرايط اي و در كشت درون شيشه اين گياه مؤثرهميزان مواد مقايسه  بر اساسو  2016در سال گرفته 

vivo  و ارزشمند تجاري زانتون مي دارويي مؤثرهاين گياه حاوي ماده  از حاصلهاي الوسككه اين گياه مشخص گرديد
در آناليز تركيبات حاصل از  كهدرحالي شودمي توليد هاي اين گياهاختصاصي در كالوس صورتبهدارويي اين ماده  .باشد
  (Ayan et al., 2005).مشاهده نگرديده است in vivoهاي رشد يافته در شرايط نمونه

با هدف ي ابه سمت توليد درون شيشه H. perforatumهدايت گياه هاي اخير در پژوهش كهاينبا توجه به  
الا در ببازخورد  تكلي بالذا وجود پرو .مورد توجه قرار گرفته استتوليد و استخراج ماده خام دارويي و ارزشمند زانتون 

يي شده جهت ان باززاگياهبه يابي خاص و همچنين دست مؤثرهراج مواد استخ منظوربههاي مناسب جهت توليد كالوس
ررسي در اين بهدف مورد   در گياه گل راعي مؤثرهت بهبود ميزان مواد ههاي اصلاحي در جتكثير انبوه و فعاليت

  پژوهش بوده است.
 انجام دادند قام برزيليبر روي ار گل راعي هايبرگزايي و باززايي كال پژوهشي با هدف در ،فابين راكوئل و همكاران

)Raquel Pretto & Romanato Santarém, 2000(.  ها و و غيرمستقيم گرهك باززايي مستقيم بر روي كه ژوهشيپدر
  زني 2006در سال  .)Ayan & KevseroĞlu, 2007( پژوهش صورت گرفت H. bupleuroidesگونه  هاي برگيريزنمونه
 گياه مجزا از گروهدر دو  موجود هايپريسينحاوي ساختارهاي گرهكي  تحقيقاتي را در رابطه با و همكارانكامفلد 

H.perforatum دادندقه انجام ريز نمونه سابر روي  فيتوشيمياييهاي و بررسي)Kornfeld et al., 2007(. 

  
  هامواد و روش

مورد بررسي  هايريز نمونه تصادفي صورت گرفت. كاملاًقالب طرح در يك آزمايش فاكتوريل در پژوهش مذكور 
  گره بوده است.شامل برگ و ميان

  نمونه ساقه كشت ريز
از بخش  رموردنظهاي ريز نمونه استريل توليد شد.هاي گياهچه H.perforatumبدين منظور از طريق كشت بذر 

هاي مكنمحيط مذكور شامل  با مشخصات زير كشت شد. MSمحيط كشت تهيه گرديد و در گره  2تا  1ساقه شامل 
MS هاي محيطو ويتامينB5   آگار بوده است. درصد 0,7 ساكارز و بر ليتر گرم 30 و حاويبوده pH  محيط كشت نيز

نوع و غلظت  جام شد.دقيقه ان 20گراد و به مدت درجه سانتي 121در نظر گرفته شد و اتوكلاو در دماي  5,80تا  5,70
 25-23صورت گرفته در دماي  هايكشت شده است. درج 1د مورد استفاده در محيط در جدول رش هايكنندهتنظيم

تا  1300ه در بازه نور مورد استفاد ساعت روشنايي قرار گرفت. 16ساعت تاريكي و  8با دوره نوري گراد درجه سانتي
مارها در پايان تياطلاعات  نمونه قرار گرفت.ريز 5محيط كشت ليتر ميلي 25در هر  لوكس در نظر گرفته شد. 2000

  .)1جدول( شد گيرياندازههفته چهارم 
  كشت ريز نمونه برگ

 ،برگ هايدعفوني نمونهضجهت  استفاده شد. in vivo يافته در شرايط هاي برگ از گياهان رشدتهيه ريزنمونه منظوربه
ل صورت مرتبه آبكشي با آب مقطر استري 3و سپس دقيقه  20(حجمي/حجمي) به مدت  درصد 20سديم  هيپوكلريت

تقسيم و متر مربع ميلي 20 تا 15 قطعات به ضدعفوني شدهبرگي هاي نمونه هر يك از ،تهيه ريزنمونه منظوربه گرفت.
   ريزنمونه قرار گرفت. 5ليتر محيط كشت ميلي 25سپس در هر

  بخش كشت ريزنمونه ساقه بوده است.مشابه با محيط كشت ذكر شده در محيط كشت به كار برده شده 
 افزارنرمتفاده از اسبا  هادادهز آنالي درج گرديده است. 1د استفاده در اين بخش در جدول رشدي مور هايكنندهتنظيم
JMP  .انجام گرديد  



 

 ٣

  
  نتايج و بحث

هاي برگ و ساقه نهو نوع ريز نمو هاي به كار برده شدهنتايج حاصل از جدول تجزيه واريانس؛ غلظت هورمون بر اساس
هورمون اثر غلظت . ميانباشندمي درصد 5در سطح  دارمعنياند و داراي اختلاف بوده مؤثرزايي و باززايي بر توانايي كال

درصد  0001/0در سطح ها بر ريز نمونه هاي هورمونياثر غلظتهمچنين برهمكنش  سطح و 6در  شدهاعمال هاي
  .گرديددار معني

بوده و همچنين  رصدد 0001/0 داري در سطحمعني اثري داراي زايها بر ميزان كالاثر هورمون، از لحاظ توليد كالوس
نتايج  .بوددار نيمع درصد 0001/0بر نوع ريزنمونه نيز در سطح احتمال  شدهاعمالسطوح هورموني برهمكنش  تأثير

  داري بر درصد توليد كالوس نداشته است.معني تأثيرد؛ وجود نور و تاريكي نشان دا
 تأثيرباززايي و همچنين  زانها بر ميدر توانايي هورمون درصد 0001/0ي در سطح دارمعني ثر: ااز لحاظ ميزان باززايي

 يزن و نوع ريز نمونهري شرايط نومتقابل علاوه بر اين اثر ، ها مشاهده گرديدي مختلف هورموني بر نوع ريزنمونههاغلظت
  دار گرديد.معني درصد 5در سطح احتمال 

  زايي كال
  ريز نمونه ساقه

ايان هفته چهارم يده و تا پروز القاي كالوس آغاز گرد 10هاي كشت شده ساقه نشان داد پس از يز نمونهربررسي 
از  طيفي ،مونيسطوح مختلف هوربر اساس شرايط تاريكي و نور و همچنين  هاكالوس رنگ شوند.ها توليد ميكالوس
 mg/L 4حاوي  B2D3يمار تدر ريز نمونه ساقه نيز  .)Bو  A -1داشتند (شكلتا سبز تيره  رنگشيريو  رنگسبز كم

 mg/L بنزيل آدنين و mg/L 3حاوي  B1D2زايي و تيمار كال درصد 95با  توفوردي mg/L 2,5بنزيل آدنين و 
با  B2D1يي در تيمارزااند و كمترين ميزان كالداشتهزايي بيشترين درصد توليد كالوس را كال درصد 86با  توفوردي1

   .)1-(نمودار بوده است توفورديبنزيل آدنين و فاقد mg/L 4غلظت 
  ريز نمونه برگي 

پنج  هفته اي تيره و متورم شدن آن در هفته دوم آغاز شده و تا ها از سبز به قهوهبرگ با تغيير رنگكالوس  يالقا
 ,C)   شكلبود (داراي بافتي ترد و فشرده  سبز تيره و هاي برگباززايي شده از نمونه هايرنگ كالوس. ديبه طول انجام

D  . زايي كال منظوربه، بهترين تيمار در بين سطوح هورموني مورد آزمايشصورت گرفته  هايبررسيلذا با توجه به
زايي و پس از آن كال درصد 95با  توفوردي mg/L 2,5بنزيل آدنين و  mg/L 3حاوي  B1D3تيمار  ،ريزنمونه برگ

زايي بوده است كه بيشترين درصد كال درصد88با  توفوردي mg/L 1بنزيل آدنين و  mg/L 4وي حا  B2D2تيمار 
با غلظت  B1D1همچنين كمترين درصد توليد كالوس در تيمار  شوند.الوس در ريزنمونه برگ را شامل ميتوليد ك

mg/L 3 شكل1-(نمودار بوده است توفورديفاقد  بنزيل آدنين و ،D .( 

  زايي باز
 و فاقدنين بنزيل آد mg/L 3حاوي  B1D1؛ تيمار مشترك دهدمينتايج مشاهده شده حاصل از باززايي نشان 

را دارا ) ميانگره الوسعدد در هر قطعه ك 50(بيش از دو ريز نمونه برگ و ساقه بيشترين ميزان باززايي  در هر توفوردي
  .)F,Cشكل، 2 -(نمودار اندبوده

 درصد55ا ب توفورديبنزيل آدنين و فاقد  mg/L 4حاوي  B2D1اختصاصي تيمار  طوربهدر ريز نمونه برگي 
با  توفورديو فاقد  بنزيل آدنين mg/L 3حاوي  B1D1بيشترين ميزان باززايي را داشته است و در ريزنمونه ساقه تيمار 

 C).شكل (بيشترين ميزان باززايي صورت گرفته است درصد57,5

ورد بررسي مدر محيط كشت نيز وجود كازئين هيدروليزات  وجود يا عدم تأثير ،گرفته صورت آزمايشاتدر طي 
دروليزات ضروري به نظر هاي برگي وجود كازيين هيزايي ريز نمونهج حاكي از آن بود كه در روند كالقرار گرفت كه نتاي

   را داشتند. توجهقابل غير  وكم زايي بسيار كالهاي برگي ريز نمونه ،هيدروليزات فاقد كازيين هايمحيطو در  رسدمي
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ها نسبت نموجب تسريع القاي كالوس در آساقه هاي حاوي در محيط كشتهيدروليزات همچنين وجود كازيين 
  ست.نگرديده ا نتايج حاصل از آناليز اين بخش در اين مقاله ثبت گرديد.هيدروليزات هاي فاقد كازيين به محيط
وجود  ده ونبو مؤثر تنهاييهببنزيل آدنين  ،هايي با هدف توليد كالوسيجه گرفت در كشتنت توانمي طوركليبه
زايي و باززايي دو الكبر ميزان  ي هورمونيتيمارها كنشبرهم مقايسه نتايج حاصل از رسد.نيز لازم به نظر مي توفوردي

  نشان داده شده است. 3 ريز نمونه برگ و ساقه گل راعي در نمودار

 
  )C( )، باززايي برگF( )، باززايي ساقهA, B( زايي ساقه)، كالE, C, D( زايي برگكال – 1شكل

  
  هاهورموننوع و غلظت  -1جدول 

 BA Concentration 2,4-D Concentration نام تيمار

B1D1 3 0 
B1D2 3 1 
B1D3 3 2.5 
B2D1 4 0 
B2D2 4 1 
B2D3 4 2.5 

 

 زايي برگ و ساقهورموني بر ميزان كالههاي اثر غلظت -1نمودار  اي هورموني بر ميزان باززايي برگ و ساقههاثر غلظت -2نمودار
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 هاي برگ و ساقهي ريزنمونهزايي و باززايبر ميزان كالشدهاعمالاثر تيمارهاي-3نمودار
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Abstract 

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, Pseudo
hypericin that have effect on human physiology. 

Xanthones, the other valuable compounds were produced in the calluses of H. perforatum. 
They are important compounds in pharmaceutical industry. The goal of this study was to introduce 
the suitable medium for callogenesis and regeneration of H. perforatum for production and 
breeding aims. 

This research was conducted with two explants, leaf discs and stem segment, that were 
cultured on MS medium with different concentration of N6-Benzyladenine and 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid hormones. Explants were cultivated under dark and light conditions to 
induce calluses. 

The effects of the factors that tested on regeneration and callogenesis were different. The 
optimized medium for callogenesis of the leaf discs supplemented with 4mg/L BA and 2.5 mg/L 2,4-
D and for the stem callogenesis the medium supplemented with 3 mg/L BA and 2.5 mg/L 2,4-D have 
the maximum  callogenesis. The optimization mediums for regeneration of leaf and stem were 3 
mg/L BA and 4 mg/L BA. 
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