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Abstract 
The fennel plant (Foeniculum vulgare L.) is a member of the Apiaceae umbrella family. In this 
research, the effect of different plant growth regulators on the production of callus tissue from 
fennel explants was investigated and then the effect of selected plant growth regulators on the 
biochemical compounds and secondary metabolites of the resulting callus tissue was evaluated. 
The desired explants after transfer to the laboratory and surface disinfection on the MS base 
culture medium containing Kin and BAP in concentrations (zero, 0.1, and 0.5 mg/L) and 2,4-D, 
NAA, and IBA (at concentrations of zero, 0.5, 1, 2 and 4 mg/L) were cultivated. According to 
the results, the use of Kin instead of BAP (in lower concentrations) and NAA (in higher 
concentrations) increased the percentage of callus production. According to the results, the 
highest percentage of callus production (100%) is related to the culture medium containing Kin 
(in concentrations of 0.1 or 0.5 mg/L) along with NAA (in concentrations of 1, 2, or 4 mg/L). In 
this research, it was found that the use of auxin and cytokinin (in combination with each other) 
increased the induction and production of callus tissue. Also, in terms of the activity level of 
peroxidase and catalase enzymes, and accumulation of amino acid proline, flavonoid, and 
anthocyanin, a significant difference was observed between different plant growth regulators. 
So the highest peroxidase and catalase enzyme activities and proline amino acid accumulation 
are related to MS+1(mg/L)IBA +0.5(mg/L)BAP culture medium. Also, the highest amount of 
flavonoid was related to MS+2(mg/L)NAA+0.5(mg/L)BAP culture medium. The highest amount of 
anthocyanin was related to MS+2 (mg/L)2,4-D+0.5(mg/L)BAP culture medium. 
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Introduction 
Fennel (Foeniculum vulgare L.) is a member of the Apiaceae family, which is known for having 
significant contents of phytochemicals, including flavonoids, coumarins, quinones, phenolic and 
alkaloid compounds. Plant tissue culture is the in vitro culture of cells, tissues, organs, or the 
whole plant under sterile conditions on a nutrient culture medium of known composition, which 
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is often used to produce plant clones. The resulting clones are genetically uniform and very 
similar to the mother plant. Callus culture is the most common type of culture in plant tissue 
culture. Callus is a growing mass of undifferentiated and unorganized cells, which are formed 
because of a wound on the surface of the plant. Callus tissue can be obtained from all the organs 
of a whole plant such as meristem, stem tip, lateral buds, leaf, leaf, etc. Several factors including 
genetic structure, type of culture medium, environmental factors (light, pH, and temperature), 
and plant growth regulators are effective on tissue culture and micropropagation of plants. Plant 
growth regulators, which are used in very low concentrations, are effective in the distribution of 
substances inside the plant, cell division, and cell growth. Plant growth regulators, especially 
auxins and cytokinins, play a very important role in controlling the growth and development of 
cells both in the whole plant and in explants cultured in vitro. 
 

Material and Methods 
In this research, first, the optimal conditions to produce callus from explants obtained from 
fennel shoots were investigated, and then the biochemical compositions of the resulting callus 
were measured. To produce callus tissue, explants from F. vulgare shoots were prepared from 
the medicinal plant research center of Ardabil University of Medical Sciences. The samples 
were first examined phenotypically and after selecting fresh samples without obvious 
contamination, they were washed with a dishwashing solution for 30 minutes and then rinsed 
under running water for one hour. The explants were then immersed in H2O2 solution (5%) for 
10 minutes and after rinsing twice with sterile water (autoclaved twice) for 10 minutes, they 
were disinfected in 2.5% sodium hypochlorite. At the end, sterilized explants on MS culture 
medium containing different plant growth regulators Kin or BAP (zero, 0.1 and 0.5 mg/L) alone 
or in combination with 2,4-D or NAA or IBA (each in concentrations of zero, 0.5, 1, 2 and 4 
mg/L) were cultivated and the percentage of callus production, root and shoot and the 
biochemical composition of the resulting callus samples (peroxidase and catalase activity 
levels), the amount of amino acid accumulation of proline, total flavonoid and anthocyanin) 
were recorded after 3-4 weeks. This research was conducted as a completely randomized design 
experiment with three replications, and the data analysis was done using SPSS ver. 26. 

 

Results and Discussion 
According to the results obtained in this research, it was found that the percentage of callus 
production from explants obtained from fennel plant shoots, roots, and aerial parts obtained 
from callus, as well as the weight of the collected callus, had a significant difference between 
most of the plant growth regulators treatments and the control treatment. According to the 
results obtained in this research, it was found that the highest percentage of callus production 
(100%) was related to the culture medium containing Kin (concentrations of 0.1 or 0.5 mg/L) 
along with NAA (concentrations of 1, 2, or 4 mg/L). According to the results of the study, the 
use of auxin and cytokinin (in combination with each other) increased the induction and 
production of callus. In terms of the percentage of root production from callus samples, the best 
(100%) was related to MS+ 2,4-D (2 mg/L) + BAP (0.1 mg/L) culture medium. Also, MS 
culture medium containing 1mg/L of 2,4-D along with 0.5 mg/liter of BAP had the highest 
percentage of shoot production from callus samples of the fennel plant (55.53%). On the other 
hand, a significant difference was observed in the activities of peroxidase and catalase enzymes, 
amino acid proline, flavonoid, and anthocyanin accumulation between different plant growth 
regulators. The highest level of peroxidase, catalase, and amino acid proline was related to MS 
+ IBA (1mg/L) + BAP (0.5mg/L) culture medium. 
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Conclusion 
According to the results, the use of plant growth regulators had a positive and significant effect 
on the amount of callus production, root, and shoot production, as well as the biochemical 
characteristics of the fennel plant. In this research, it was found that the use of Kin and NAA 
causes the maximum increase in callus production from fennel explants. To increase the 
antioxidant and anticancer properties of callus samples, it is very important to increase the 
amount of flavonoids and anthocyanins in the callus, and in the current study, the highest 
amount of biochemical compounds, especially the amount of flavonoids and anthocyanins in the 
in vitro culture of the fennel plant, was associated with an increase in the concentration of auxin 
and cytokinin. 
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هاي رشد گیاهی  کنندههاي مختلف تنظیم تأثیر نوع و غلظت
و   ) Foeniculum vulgare( گیاه رازیانه بر میزان تولید کالوس 

-در شرایط درون هاي ثانویه  ترکیبات بیوشیمیایی و متابولیت
 اي شیشه
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 چکیده

) رازیانه  خانواده    )L.  Foeniculum vulgareگیاه  از  به    Apiaceaeعضوي  که  داشتن    علتّاست 
می  شناخته  دارویی  و  شیمیایی  از  شود.  ترکیبات  کالوس  تولید  جهت  بهینه  شرایط  ابتدا  پژوهش  این  در 

گرفته  ریزنمونه قرار  بررسی  مورد  رازیانه  گیاه  شاخساره  از  حاصل  بیوشیمیایی  هاي  ترکیبات  سپس  و 
اندازه کالوس حاصل  ریزنمونه  شد.گیري  هاي  کالوس  تولید  رازیانه جهت  گیاه  شاخساره  از  حاصل  هاي 

میلی    5/0و    1/0(صفر،    BAPیا    Kinهاي رشد گیاهی مختلف  کننده حاوي تنظیم  MSروي محیط کشت  
،  1،  5/0هاي صفر،  غلظت(هر یک در    IBAو یا    NAAیا    D-2,4گرم بر لیتر) به تنهایی و یا در ترکیب با  

میلی گرم در لیتر) کشت شدند و درصد تولید کالوس، ریشه و اندام هوایی و ترکیبات بیوشیمیایی    4و    2
کالوس (نمونه  آنزیمهاي حاصل  فعالیت  پرولین،  میزان  آمینه  اسید  تجمع  میزان  کاتالاز،  و  پراکسیداز  هاي 

آنتوسیانینفلاونوئید و  از  کل  پس  پژوهش    4الی    3)  این  در  آمده  دست  به  نتایج  طبق  شدند.  ثبت  هفته 
هاي  (غلظت Kinحاوي  درصد) مربوط به محیط کشت 100مشخص شد که بیشترین درصد تولید کالوس (

لیتر) در کنار  میلی   5/0یا    1/0 بود. از نظر درصد میلی   4یا    2یا    1هاي  (غلظت  NAAگرم بر  لیتر)  گرم بر 
بهت نیز  کالوس  از  ریشه  (تولید  کشت    100رین  محیط  به  مربوط  BAP (2mg/L)D -MS+ 2,4 +درصد) 

(0.1mg/L)    از اسیدآمینه   سويبود.  و  کاتالاز  و  پراکسیداز  آنزیم  فعالیت  میزان  بیشترین  شد  مشخص  دیگر 
کشت   محیط  به  مربوط  مقدار  است   BAP (1mg/L)MS+ IBA +(0.5mg/L)پرولین  بیشترین  همچنین   .

طبق نتایج حاصل، استفاده .  مشاهده شد   BAP (2mg/L)MS+ NAA +(0.5mg/L) محیط کشت    درفلاونوئید  
داري بر مقدار تولید کالوس، تولید ریشه و اندام هوایی و  هاي رشدگیاهی تأثیر مثبت و معنی کنندهاز تنظیم

ویژگی  داشت.    هاينیز  رازیانه  گیاه  به  بیوشیمیایی  بیوشیمیایی  ترکیبات  میزان  بیشترین  پژوهش حاضر،  در 
د  ویژه کشت  در  آنتوسیانینی  محتواي  و  فلاونوئیدکل  غلظت شیشه  رونمیزان  افزایش  با  رازیانه  گیاه  اي 

   اکسین و سیتوکنین همراه بود.
  Kin و BAP ،Foeniculum vulgare ،NAAتولید کالوس، رازیانه،  کلیدي: هايواژه
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 مقدمه 
) علمی  نام  با  رازیانه   L.  Foeniculum گیاه 

vulgare(  به چتریان    متعلق    Apiaceaeخانواده 
این گیاه با خواص دارویی و درمانی با ارزش    است.

بهدر   وحشی،  بوده  حالت  ساله  چند  گیاهی  صورت 
 Noshad(  است اهلی آن، گیاهی دو ساله    ولی نوع

& Falah, 2020(  از نظر پلوئیدي این گیاه دیپلوئید .
)2n=2x=22  علفی و  و )  طب    است  در  دیرباز  از 

ایرانی  بین   سنتی  جهت  و  بیماريالملل  هاي  درمان 
بیماري  بیماريگوارشی،  زنان،  به  مربوط  هاي  هاي 

سنگ  دفع استفراغ،   ،آب مروارید، برونشیتتنفسی، 
سرفه،  کلیه و  و  اسهال  مزمن  از    نیزهاي  جلوگیري 

شیر نوزادان  در  هاضمه  سوء  مورد    خواراختلالات 
است بوده  خاستگاه  )Khan et al., 2022(  توجه   .

است.  مرکزي  اروپاي  و  مدیترانه  گیاه  این  اصلی 
توجه   مورد  نقاط  تمامی  در  گیاه  این  امروزه کشت 

است گرفته  کشت  امّ  ، قرار  زیر  سطح  بیشترین  ا 
  است که مربوط به کشورهاي حاشیه دریاي مدیترانه  

اهمیّ از  تجاري  کشت  بالایی  جهت  بسیار  ت 
است  مواد .  )Mehra et al., 2021(  برخوردار 

ویتامین و  انداممعدنی  در  موجود  مختلف  هاي  هاي 
فسفر،   آهن،  سدیم،  پتاسیم،  کلسیم،  شامل  رازیانه 

ویتامین   و  نیاسین  ریبوفلاوین،    هستند   Cتیامین، 
)Khan et al., 2022 (  .  دانه و  ساقه  برگ،  ریشه، 

دارویی   و  مفید  موثره  ترکیبات  داراي  رازیانه  گیاه 
مورد    ا ب  متناسبکه    هستند هدف  درمان  و  نیاز 

می قرار  ساقه  امّ  ،گیرداستفاده  و  دانه  کلی  طور  به  ا 
است برخوردار  بالایی  دارویی  ارزش  از  گیاه   این 

(Saremirad et al., 2021.(et al (2021)   Mehra,  
پژوهشی بررسیدر  با  روي،  بر  خود  گیاه    هاي  دانه 

دانه   کردند  بیان  گیاهرازیانه  ترکیبات   این    داراي 

فلاندرن، تانن،نظیر    بیوشیمیایی  لیمونن، فنچون، 

کامفن، استراگول، دیپنتن، اورانژ،   مواد متیل 

بیان   و قندي -پروتئینی همچنین  هستند.  روغنی 
هاي استخراج شده از دانه این گیاه از  کردند روغن 

اولئیک،    اسید پالمتیک،  اسید ماننداسیدهاي چربی  
شدهپتروسلینیک    اسید و لینولئیک  داسی   تشکیل 

ترکیبات    است. جزء  گیاه  این  در  موجود  کل  فنل 
می محسوب  آن  ارزش  با  جمله  متابولیتی  از  شود. 

گیاه  از شده    استخراجی  فنلترکیبات   این  -می   دانه 
به   اسیدکلروژنیک،   ،نئوکلروژنیک   اسیدتوان 

اسید اسید  ، اسیدگالیک اسیدکوماریک،    کافئیک، 
اسید هسپریدین،    فلوریک،  کوئرستین،  سینامیک، 

نمود   اسید اشاره  آپیژینین  و  آنتول  رزمارنیک، 
)Mehra et al., 2021(  .برگ ساقههمچنین  و  -ها 

 میکروبی و ضد  ضد  هاي این گیاه حاوي ترکیباتی
کوئرستین،  نظیر    سرطانی کمپفرول،  روتین، 

 است  و نلومبوزید آرابینوزید فینکولارین،فلاونوئید  
)Nikolova et al., 2011(  .،دیگر سوي  طبق   از 

شده  بررسی انجام  حاوي ، ریشههاي  گیاه   این 

از   بزرگی   است  آپیول و هاکومارینخانواده 
)Rasheed et al., 2021(  .گیاهی بافت    ، کشت 

ها  ها، اندامها، بافتسلول  in vitro  شرایط  کشت در
کنترل شرایط  تحت  گیاه  کل  تغذیهیا  و  شده  اي 

ی  هاي گیاه اغلب براي تولید کلونکه   محیطی است
می از  کلون شود.  استفاده  حاصل  ژنتیکی    نظرهاي 

مادري    کاملاً پایه  به  شبیه  بسیار  و  بوده  یکنواخت 
روشامروزه  است.   بافت    از  گیاهی  کشت  اندام  و 

تکثیر، گیاهی،    جهت  موثره  ترکیبات  تولید  افزایش 
اي و  پلاسم گیاهی، انتقال سریع گونهحفاظت از ژرم

میغیره     .) Noruzpuor et al., 2022(  شود استفاده 
مفهوم اساس  بر  گیاهی  بافت  کشت   تکنیک 
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Totipotency شدن  ها (قابلیت و ظرفیت تبدیلسلول
کامل) شکل  موجود  یک  به  سلول  است   هر    گرفته 

)Magyar-Tábori et al., 2010(.  کالوس  کشت 

گیاهی نوع  ترین  معمول بافت  کشت  در    کشت 
می  از   سکالوشود.  محسوب  متشکل  بافتی 

که در    استیافته  نیافته و غیرسازمان  هاي تمایزسلول
می گیاه حاصل  در سطح  بروز زخم  بافت  اثر  شود. 

می  را  اندامکالوس  تمام  از  کشت  محیط  در  -توان 
مانند کامل  گیاه  یک  ساقه،  مریستم  هاي  نوك   ،

هاي جانبی، برگ، دم برگ، بساك، تخمدان،  جوانه
 ,.Han et al(  غیره به دست آورد  تخمک، جنین و

تکنیک  )2011 از  تنوع    برايکالوس    تولید.  ایجاد 
هاي  افزایش تولید متابولیت ،  در بین جمعیتژنتیکی  

پایه،   متابولیتگیاه  جدیدتولید  و  هاي  باززایی   ،
می  استفاده  غیره  و  بیماري  از  عاري  گیاهان  -تولید 

هاي اخیر در سال .)Noruzpour et al., 2019(  شود
هاي کشت سلول و بافت گیاهی به  استفاده از روش

تکثیر گونه  مؤثر جهت  در خطر  روشی  گیاهی  هاي 
سلول   و  بافت  کشت  است.  شده  تبدیل  انقراض 

ارزان   نسبت  به  و  آسان  روشی  قیمت  گیاهی 
   شود.محسوب می 

متعددي   نوع عوامل  ژنتیکی،  ساختار  جمله  از 
، دما و غیره)  pHمحیط کشت، عوامل محیطی (نور،  

 بر کشت بافت و ریز  هاي رشد گیاهیکنندهتنظیم  و
است مؤثر  گیاهان   ,.Noruzpuor et al(   ازدیادي 

-هاي رشد گیاهی که در غلظت کنندهتنظیم   .)2022
می گرفته  کار  به  بسیار کم  توزیع هاي  روي  شوند، 

مواد داخل گیاه، تقسیم سلولی، رشد سلولی و غیره  
تنظیم به  کننده موثرند.  گیاهی،  رشد   ویژههاي 

سیتوکینیناکسین  و  نمو  ها  و  رشد  کنترل  در  ها، 

ریزنمونهسلول در  هم  و  کامل  گیاه  در  هم  هاي  ها 
درون  شرایط  در  شده  بسیار  شیشهکشت  نقش  اي 

دارند.   تنظیممهمی  جمله  گیاهی  کنندهاز  رشد  هاي 
-شیشه متداول جهت تولید کالوس در شرایط درون

می به  اي  (به    NAA  ،2,4-D  ،IAA  ،IBAتوان 
و     BAو    Kin  ،TDZ، زآتین،  BAPعنوان اکسین) 

سیتوکینی عنوان  نمود.(به  اشاره   مقدار  و نوع  ن) 

سیتوکینین   به اکسین نسبت یا سیتوکینین و یا اکسین 
بالعکس  شیشه   و  درون  شرایط  تشکیل  در  بر  اي 

هاي  هاي گیاهی، بافت کالوس، تولید متابولیتاندام
است. موثر  غیره  و  افزودن   ثانویه  کلی  طور  به 

تنظیم  اکسین  عنوان  به  کشت  محیط  درون  به  ها 
سیتوکینین برخلاف  گیاهی  رشد  امکان  کننده  ها 

از   و  داده  افزایش  را  کالوس  بافت  و  ریشه  تشکیل 
 ,.Zare et al(  آوردایجاد ساقه ممانعت به عمل می

2021(  .(2020)  Sharma  &  Mandal  بررسی با   ،
انواع محیط کشت و تنظیم کننده هاي رشد گیاهی  

کردند کشت    بیان  محیط  از  همراه   MSاستفاده  به 
برمیلیمیلی  1/0 بر میلی میلی  2و    BAلیتر  گرم  گرم 

بافت     NAAلیتر   تولید  براي  را  شرایط  بهترین 
از ریزنمونه ) F. vulgareهاي گیاه رازیانه (کالوس 

می  فراهم  .  )Sharma & Mandal, 2020(  کندرا 
گرم بر لیتر به  میلی  5/1در غلظت    NAAاستفاده از  

لیتر  میلی  5/0همراه   بر  کشت    BAگرم  محیط  در 
رازیانه  هاي گیاه  نمونه  کالوستولید  درصد    MSپایه  

)F. vulgare  را می  100تا  )  افزایش  دهد  درصد 
)Asree & Khirallah, 2020(.   همچنین Asree & 

Khirallah (2020)   کشت    گزارش محیط  کردند 
لیتر  میلی  2به همراه    MSپایه   بر  و یک    NAAگرم 
لیتر  میلی بر  درصدي    100تولید    سبب  Kinگرم 
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ریزنمونه از  رازیانه  کالوس  گیاه    .L(هاي 
Foeniculum vulgare(   می)  & Asreeشود 

Khirallah, 2020(  . پژوهش  Yang, et al   در 

بافت    (2015) کشت  روي  تولید رازیانه  گیاه  بر    و 
محرك هاي رشد گیاهی    توسطهاي ثانویه  متابولیت 

نمونه کردند  درون   هاي کالوس  بیان  شده    تیمار 
کشت   عنوان    Kinو    NAA  حاوي  MSمحیط  به 

رشدکننده تنظیم سالیسیلیک  هاي  و  و گیاهی  اسید 
گرم میلی  200و   100هاي  جاسمونات در غلظت متیل

محرك  عنوان  به  لیتر  گیاهی  در  رشد  بیشترین  هاي 
تولید  ,.Yang et al(  اند داشتهرا    آنتول  میزان 

و    .)2015 رازیانه  گیاه  دارویی  اهمیت  به  توجه  با 
بودن   تولید    هايیافته محدود  مورد  در  شده  ارائه 

ریزنمونه از  شاخساره   هاي کالوس  از  این    حاصل 
در   ارزش،  با  حاضر،  گیاه  تولید  پژوهش  میزان 

از کالوس  کالوس اندام هوایی  و  اندام ریشه  تولید   ،
هاي رشد گیاهی  کنندهبه کمک انواع تنظیم  حاصل

 .  شد مختلف (اکسین و سیتوکینین) ارزیابی
 

 ها مواد و روش
 تهیه و کشت ریزنمونه 

(ساقه هوایی  کرده) اندام  رشد  تازه  و  جدید  هاي 
ریزنمونه عنوان  به  رازیانه  تولید    گیاه  جهت  گیاهی 
(مزرعه)  اي، از مرکز  کالوس در شرایط درون شیشه

پزشکی   علوم  دانشگاه  دارویی  گیاهان  تحقیقات 
نمونه شد.  تهیه  جمعاردبیل  در هاي  شده  آوري 

منتقل  جعبه آزمایشگاه  به  استریل  و  مخصوص  هاي 
  شدند ها در ابتدا از نظر فنوتیپی بررسی  شدند. نمونه

نمونه انتخاب  از  پس  و  و  آلودگی  فاقد  و  تازه  هاي 
مدّ به  واضح  محلول    30ت  پژمردگی  توسط  دقیقه 

مدّظرف به  سپس  و  داده  شستشو  یک  شویی  ت 

آب  جاري  آب  زیر  سپس  ساعت  شدند.  کشی 
جهت  نمونه مرحله    حذفها  در  قارچی  آلودگی 

بنومیل    ریزنمونهاستقرار   (  3درون  بنومیل    3درصد 
ساعت قرار   2ت گرم بنومیل در یک لیتر آب) به مدّ

ها  نمونه  ریز  .)Noruzpuor et al., 2022(گرفتند  
محلول   درون  مدّ  2O2H  )5سپس  به    10ت  درصد) 

با آب  دقیقه غوطه بار آبکشی  ور شده و پس از دو 
مدّ به  شده)  اتوکلاو  بار  (دو  دقیقه    10ت  استریل 

ضدعفونی    5/2سدیم  هیپوکلریتدرون   درصد 
محیط   روي  بر  استقرار  از  قبل  و  انتها  در  شدند. 

تنظیم  MSکشت   مختلف  کننده حاوي  رشد  هاي 
ت  ها سه مرتبه و هر بار به مدّنمونه   ریز  ،)1  (جدول

اتوکلاو شده)    10 بار  (دو  استریل  توسط آب  دقیقه 
 کشی شدند. آب

 
 داري ریزنمونه مرحله استقرار و نگه

ریز انتقال  از  شاخسارههانمونه   پس  از  حاصل  بر   ي 
محیط   کالوس  تولید  جهت  کشت،  محیط  روي 

فاقد  کشت رشد  اتاقک  به  ریزنمونه  حاوي  هاي 
دماي   با  و  درصد    C  25°روشنایی  شدند.  منتقل 

کالوس ریزنمونه  تولید  شدهاز  کشت  درصد هاي   ،
اندام هوایی از کالوس حاصل و وزن  تولید ریشه و 

از گذشت   پس  کالوس  نوع  و  رنگ  کالوس،   3تر 
 . شدهفته ثبت   4الی 

 
 بیوشیمیایی هايویژگی گیرياندازه 

کــالوس حاصــل از محــیط  نمونــه از گــرم 1/0ابتــدا 
هاي رشــد گیــاهی منتخــب کنندهکشت حاوي تنظیم
 5/1 یده شد. سپس ئمایع سا  ازت  درون هاون چینی و

 درصد  1  حاوي)  pH=7(  سدیم  فسفات  بافر  لیترمیلی
 EDTA  مولارمیلی  1  و)  PVP(  پیرولیدون  وینیلپلی
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 13000 و C  4°در دمــاي هاســپس نمونــه شد. اضافه
دقیقــه ســانتریفیوژ شــدند.   10ت  به مــدّ  دور در دقیقه

بــه عنــوان عصــاره پروتئینــی بــراي   یــیرو  فــاز  سپس 
هــاي آنزیمــی گیــري میــزان پــروتئین و فعالیتاندازه
گیــري مقــدار پــروتئین بــراي انــدازه  آوري شد.جمع

ــه ــل نمونـ ــد Bradfordها از روش کـ ــتفاده شـ  اسـ
)Bradford, 1976(. ــت ــژوهش  جهـــ  50از  پـــ

 معــرف  میکرولیتــر  50میکرولیتر عصــاره پروتئینــی و

بــه عنــوان  فســفات بــافر میکرولیتــر 900 و برادفــورد
نــوري  جــذب زانی ــممحلــول واکــنش اســتفاده شــد. 

 توســط متــرنــانو  595 موج طول عصاره پروتئینی در
TMBIORAD, Smartspec (  اسپکتروفتومتر  دستگاه

plusــد ــتفاده ش ــا) اس ــت کمی .، آمریک ــازي غلظ س
-) در غلظــتBSAي (گــاو  آلبومین ســرمپروتئین با  

 .شدهاي مختلف انجام 

 
 )F. vulgareهاي گیاه رازیانه ( هاي رشد مختلف مورد استفاده جهت تولید کالوس از ریزنمونهتنظیم کننده  -1جدول

Table 1- Different growth regulators used to produce callus from explants of F. vulgare 
غلظت سیتوکنین  

 )تری ل /گرمیلیم(
Cytokinin 

concentration 
(mg/L) 

 نوع سیتوکنین 
Cytokinin 

type 

-غلظت اکسین (میلی
 گرم/ لیتر) 

Auxin 
concentration 

(mg/L) 

نوع  
 اکسین
Auxin 
type 

محیط  
 کشت

Culture 
media 

- - - - MS  

0.1 BAP - - MS 

0.5 BAP - - MS 

0.1 Kin - - MS 

0.5 Kin - - MS 

- - 0.5 2,4-D MS 
- - 1 2,4-D MS 
- - 2 2,4-D MS 
- - 4 2,4-D MS 

0.1 BAP 0.5 2,4-D MS 
0.1 BAP 1 2,4-D MS 
0.1 BAP 2 2,4-D MS 
0.1 BAP 4 2,4-D MS 
0.5 BAP 0.5 2,4-D MS 
0.5 BAP 1 2,4-D MS 
0.5 BAP 2 2,4-D MS 
0.5 BAP 4 2,4-D MS 
0.1 Kin 0.5 2,4-D MS 
0.1 Kin 1 2,4-D MS 
0.1 Kin 2 2,4-D MS 
0.1 Kin 4 2,4-D MS 
0.5 Kin 0.5 2,4-D MS 
0.5 Kin 1 2,4-D MS 
0.5 Kin 2 2,4-D MS 
0.5 Kin 4 2,4-D MS 
- - 0.5 NAA MS 
- - 1 NAA MS 
- - 2 NAA MS 
- - 4 NAA MS 

0.1 BAP 0.5 NAA MS 
0.1 BAP 1 NAA MS 
0.1 BAP 2 NAA MS 
0.1 BAP 4 NAA MS 
0.5 BAP 0.5 NAA MS 
0.5 BAP 1 NAA MS 
0.5 BAP 2 NAA MS 
0.5 BAP 4 NAA MS 
0.1 Kin 0.5 NAA MS 
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0.1 Kin 1 NAA MS 
0.1 Kin 2 NAA MS 
0.1 Kin 4 NAA MS 
0.5 Kin 0.5 NAA MS 
0.5 Kin 1 NAA MS 
0.5 Kin 2 NAA MS 
0.5 Kin 4 NAA MS 
- - 0.5 IBA MS 
- - 1 IBA MS 
- - 2 IBA MS 
- - 4 IBA MS 

0.1 BAP 0.5 IBA MS 
0.1 BAP 1 IBA MS 
0.1 BAP 2 IBA MS 
0.1 BAP 4 IBA MS 
0.5 BAP 0.5 IBA MS 
0.5 BAP 1 IBA MS 
0.5 BAP 2 IBA MS 
0.5 BAP 4 IBA MS 
0.1 Kin 0.5 IBA MS 
0.1 Kin 1 IBA MS 
0.1 Kin 2 IBA MS 
0.1 Kin 4 IBA MS 
0.5 Kin 0.5 IBA MS 
0.5 Kin 1 IBA MS 
0.5 Kin 2 IBA MS 
0.5 Kin 4 IBA MS 

 

هاي پراکسیداز و  یري فعالیت آنزیمگاندازه 
 کاتالاز
ــدازه ــت گیريان ــق فعالی ــیداز طب ــزیم پراکس  آن

بــا کمــی تغییــر   MacAdam, et al (1992)روش
. مخلــوط )MacAdam et al., 1992( انجــام شــد

فســفات پتاســیم  لیتــر بــافرمیلــی 81/0 شــامل واکنش 
میکرولیتــر عصــاره  7pH=  ،(20مــولار (میلــی 100

،   )مــولاریلی م  10(  میکرولیتر گایاکول  90پروتئینی،  
ــیژنه ( 90 ــر آب اکس ــی 5میکرولیت ــود. میل ــولار) ب م

 425در طــول مــوج  واکنش  تغییرات جذب مخلوط
 بــا C 25° ثانیــه و در دمــاي 60 تمــدّ نــانومتر بــه

ــدازه ــزیم  گیــرياســپکتروفتومتر ان شــد. فعالیــت آن
 بــه دقیقــه در جــذب تغییــرات حســب بر پراکسیداز

شد و میــزان فعالیــت  بیان پروتئین  گرممیلی هر ازاي
) ∆Cp 425A / (0.1×T) / (V/Vt) ×از رابطــه ( آن

تغییــرات  :∆425Aمحاســبه شــد، کــه در ایــن فرمــول 
: حجم عصاره مورد Vt: حجم کل؛  Vجذب نوري؛  

: Cp: زمــان واکــنش (دقیقــه)؛ Tاستفاده در واکنش؛  
 غلظت پروتئین بود.

ــدازه ــراي ان ــت گیريب ــالاز از فعالی ــزیم کات  آن

بــا کمــی تغییــر Mahely  Chanes &  (1996)روش
 بــافر .)Chanes & Mahely, 1996( شــد اســتفاده

 20و =pH 7 مــولار بــامیلــی 20 ســدیم فســفات

 مــولاریلی م 2O2(H 5(پراکسید هیــدروژن  میکرولیتر
 60 ســپس  و شــد اســتفاده الکترون پذیرنده عنوان به
 اضــافه آن به خی حمام در پروتئینی  عصاره  تری کرولی م
 نــانومتر 240 مــوج طــول در  نــوري  جذب  تغییرات  و

نمونــه بلانــک بــه جــاي عصــاره  يبــرا. شــد خوانــده
 .شــد اســتفاده) =7pH( فســفات بــافر ازپروتئینــی 

 جذب  راتیی تغ  زانی م  اساس  بر  کاتالاز  میآنز  تی فعال
 از فرمول  قهی دق در  ن ی پروتئ  کروگرمی م  در

  (∆ A 240 ×(V/Vt) (0.1×T)/Cp )× (V/Vt) / 

(0.1×T) 
تغییرات جــذب  ∆:240A :محاسبه شد. در این فرمول

ــوري؛  ــل؛Vن ــم ک ــورد Vt : حج ــاره م ــم عص : حج
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ــنش؛  ــتفاده در واک ــب Tاس ــنش (برحس ــان واک : زم
 : غلظت پروتئین بود.Cpدقیقه) و 

 
 نیپرول یدآمینهاس يریگاندازه 

 Batesهاي مورد نظــر طبــق روش  پرولین آزاد نمونه
. بــراي ایــن )Bates et al., 1973( گیــري شــداندازه

 گـــــرم نمونـــــه کـــــالوس در اســـــید 1/0 کـــــار
درصد و در یک هاون چینــی   3/3سولفوسالیسیلیک  
دقیقــه ســائیده شــد. همگنــاي  3ت کوچــک بــه مــدّ
دور   4000گراد و بــا  درجه سانتی  4حاصل در دماي  

شــده و محلــول رویــی بــه یــک   وژی ف یسانتردر دقیقه  
 تری لیلی م. سپس یک  شدمیکروتیوب جداگانه منتقل  

اســید اســتیک  تــری لیلی مهیدرین و یــک  از معرف نین 
خالص به آن اضافه شد. ســپس، مخلــوط حاصــل بــه 

ت یک منتقل شده و به مدّ  C90°حمام آب با دماي  
ساعت در این شــرایط نگهــداري شــد. پــس از ســرد 

تولوئن به آن اضافه و ســپس   تری لیلی مشدن نمونه دو  
ت دو دقیقه همزده شــد. ســپس، جــذب نــوري به مدّ

نــانومتر در دســتگاه   520محلول رویی در طول موج  
ي شد. پرولین آزاد نمونه با ری گاندازه  اسپکتروفتومتر

 . شدیک منحنی استاندارد پرولین خالص تعیین  
 

 هاي ثانویهاستخراج متابولیت
ــراي ــت ب ــتخراج متابولی ــهاس ــه نمون ــاي ثانوی هاي ه

 استفاده شد ,et al (2022)  Changاز روش کالوس
)Chang et al., 2002( گرم 1/0. بدین منظور ابتدا 

 5 بــا چینــی و نمونه کــالوس یــا ســلول درون هــاون
 و اســید خــالص متــانول( اســیدي متــانول لیتــرمیلــی

 ســائیده کــاملا  )99:1به نسبت حجمــی  کلریدریک

 ســاعت در 72ت شد. سپس مخلوط حاصل بــه مــدّ

ســپس  شــد. نگهــداري و در تــاریکی C ° 25دمــاي

دور در دقیقــه  4000 و دقیقــه 10 تبــه مــدّ هانمونــه
ــراي  ســانتریفیوژ شــدند. از محلــول رویــی حاصــل ب

گیري مقــدار فلاونوئیــد و آنتوســیانین اســتفاده اندازه
 et alکــل از روش فلاونوئیــد گیريشد. براي اندازه

(2002)  Chang, شد  با کمی تغییر استفاده )Chang 

et al., 2002(.  محلــول از میکرولیتــر 250ابتــدا 

 250 حجمــی)،-درصد (جرمی 10 آلومینیومکلرید

لیتــر به یک میلــی مولار یک استاتمیکرولیتر پتاسیم
بــا  هــانمونه عصاره حاصل اضافه شد و مقادیر جذب

 نــانومتر 498 مــوج طــول در اســپکتروفتومتردستگاه 
منحنــی اســتاندارد کوئرســتین بــا  شــد. گیريانــدازه
 100و  50، 25هاي مختلف کوئرستین (صفر،  غلظت

ســازي گرم در لیتــر متــانول) تهیــه و بــراي کمیمیلی
. ســپس شــدها اســتفاده  میزان فلاونوئید کل در نمونه

مقدار فلاونوئید بر حســب  T=(C ×V)/Mاز فرمول 
. در ایــن شــدگرم در یک گرم کالوس محاسبه  میلی

 در گــرممیلــی حســب رفلاونوئید ب ، میزانTفرمول 

-، غلظت فلاونوئید بر حســب میلــی Cگرم کالوس؛
عصاره  حجم نهایی ، Vلیتر؛میلی در گرم کوئرستین 

 .نمونــه (کــالوس برحســب گــرم) اســت ، وزنMو 
ــدازه ــراي ان ــهب ــیانین نمون ــدار آنتوس ــري مق هاي گی

 ,Wagner(استفاده شــد Wagner کالوس از روش 

بــا  جــذب نــوري عصــاره حاصــل همچنــین . )1979
نــانومتر  550 مــوج طول و در اسپکتروفتومتردستگاه 
ــدازه ــپس  .گیري شــدان ــیانین  س ــزان آنتوس ــا می  ب

ــول ــریب و =bc εAفرم ــی ض  cm1-M-1 خاموش
برابــر مقــدار  A. در فرمول فوق شدمحاسبه   33000

برابــر ضــریب   εبرابر عرض کــووت،    bعدد جذبی،  
 برابر غلظت آنتوسیانین است. cخاموشی و 
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 طرح آزمایشی و تجزیه آماري 
ــه صــورت  پــژوهش ایــن   آزمــایش طــرح کامــلب

انجام شد. قبل از انجــام تجزیــه  تکرار سه با تصادفی
هــا بــا ها، تست نرمال بودن توزیــع دادهو تحلیل داده

اســمیرنوف  -اي کولمــوگروفآزمــون تــک نمونــه
 SPSSافــزار ها با نرم. تجزیه و تحلیل دادهشدانجام 

ver. 26 افزار و رسم نمودارها با نرمEXCEL  انجام
 شد.

 

 نتایج  
 واریــانس طبق نتایج به دست آمده از جدول تجزیــه  

کــالوس، درصــد  تولیــد)، درصــد 2هــا (جــدولداده
تولید ریشه و اندام هوایی از کــالوس حاصــل و وزن 

هــاي گیــاه تر کالوس جمع آوري شــده از ریزنمونــه
اي به طــور شیشه رازیانه کشت شده در شرایط درون

تحــت   )درصــدیــک  در ســطح احتمــال  (داري  معنی
قــرار گرفتنــد تأثیر نوع و غلظت اکسین و سیتوکینین 

 ).2(جدول

هاي رشد گیاهی بر درصد تولید کالوس، درصد تولید ریشه و  کنندههاي مختلف تنظیمنوع و غلظت تأثیر واریانس تجزیه -2جدول
 اي شیشه ) در شرایط درونF. vulgareگیاه رازیانه ( هاي اندام هوایی از کالوس حاصل و وزن تر کالوس ریزنمونه

Table 2- Variance analysis of the effect of different types and concentrations of plant growth regulators on the 
percentage of callus production, the percentage of root and shoot production from the resulting callus tissue and 

callus fresh weight of (F. vulgare) in in vitro 
 منبع تغییرات 

Source of Variation 
df 

   MS  میانگین مربعات  

 تولید کالوس (%)   
Callus production 

(%) 

 تولید ریشه (%)  
Root production (%) 

 تولید اندام هوایی (%)
Shoot production 

(%) 

 وزن تر کالوس (گرم)
Fresh weight of callus (gr) 

تیمار    
Treatment 

64 1739.81 ** 
 

2546.05 ** 2003.50 ** 1.35 ** 

 خطا
Error  

130 50.12 
 

41.29 31.89 0.01 

CV% - 10.59  34.08    31.24                  15.62 
   ns, ** and *: Non-significant and significant at 1 and 5 % level of probability, respectively. 

 

نتایج   میانگین  حاصلطبق  مقایسه  جدول  ها  از 
معنی3(جدول اختلاف  و  )،  اکسین  انواع  بین  داري 
 MS هاي مختلف آن درون محیط کشت پایهغلظت

ریزنمونه از  کالوس  تولید  درصد  نظر  گیاه  از  هاي 
اندام  و  ریشه  تولید  درصد  و  آن  تر  وزن  و  رازیانه 

با توجه  هوایی از بافت کالوس حاصل مشاهده شد.  
از    ،3جدول  نتایج    به کالوس  تولید  درصد  نظر  از 

(محیط  ریزنمونه شاهد  تیمار  بین  رازیانه  گیاه  هاي 
تنظیم  فاقد  سایر  کننده  کشت  و  گیاهی)  رشد  هاي 

هاي مختلف اختلاف  تیمارهاي هورمونی در غلظت

مشاهده  معنی تولید  شدداري  درصد  بیشترین   .
 MSدرصد) مربوط به محیط کشت  33/93کالوس (

که    استگرم برلیتر  میلی   2در غلظت    NAAحاوي  
معنی  طور  سایر به  و  شاهد  تیمار  از  بیشتر  داري 

به دست آمده  نتایج  تیمارهاي هورمونی است. طبق 
تولید   جهت  استفاده  مورد  اکسین  انواع  نظر  از 

بین   نیز  موارد)    NAAو    D-2,4کالوس  اکثر  (در 
استفاده از    همچنین داري مشاهده نشد.  اختلاف معنی

IBA    به معنی  NAAیا    D-2,4نسبت  طور  داري  به 
هاي گیاه رازیانه را  درصد تولید کالوس از ریزنمونه 
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علاوه داد.  غلظت  برکاهش  بین  مختلف  این  هاي 
) موارد  همه  در  نیز  استفاده  مورد  یا    D-2,4اکسین 

NAA    یاIBA  گرم بر لیتر نسبت میلی  2) استفاده از
غلظت سایر  را  به  عملکرد  بهترین  استفاده شده  هاي 

است (جدول داشته  تولید کالوس  نظر درصد  ). 3از 
بین   نیز  از کالوس حاصل  از نظر درصد تولید ریشه 
تیمار شاهد و سایر تیمارهاي مورد استفاده اختلاف  

کاملاًمعنی (جدول  دار  شد  مشاهده  به 3مشخصی   .(
که کمترین میزان تولید ریشه از بافت کالوس  طوري

نمونه گیاه رازیانه (صفر درصد) مربوط به تیمار    ریز
کننده تنظیم  فاقد  کشت  (محیط  رشد  شاهد  هاي 

این درحالی میزان  ا  گیاهی) است.  بیشترین  ست که 
) ریشه  محیط   37/31تولید  به  مربوط  نیز  درصد) 
داراي   لیتر  میلی  2کشت  بر  طبق D-2,4 گرم  بود. 

استفاده،    حاصل نتایج   مورد  اکسین  انواع  بین  در 
بافت کالوس حاصل   از  ریشه  تولید  بیشترین درصد 

بود. کمترین درصد تولید کالوس    D-2,4مربوط به  
به   مربوط  غلظت   NAAنیز  مختلف  در    است هاي 

غلظت3(جدول نظر  از  مورد  ).  اکسین  مختلف  هاي 
کالوس   از  ریشه  تولید  درصد  بالاترین  نیز  استفاده 

کشت محیط  درون  داراي  حاصل  یا    D-2,4هاي 
NAA    گرم بر لیتر بود، این  میلی  2مربوط به غلظت

مورد   در  غلظت    IBAامر  به  بر میلی  4مربوط  گرم 

نظر درصد   از  اندام   تولیدلیتر مشاهده شد. همچنین 
غلظت انواع  و  اکسین  نوع  بین  نیز  آن  هوایی  هاي 

معنی تیمارهاي  اختلاف  و  شاهد  تیمار  بین  داري 
اندام  تولید  درصد  بیشترین  شد.  مشاهده  هورمونی 

) حاصل  کالوس  بافت  از  درصد)    96/25هوایی 
حاوي   کشت  محیط  به  لیتر میلی  1مربوط  بر  گرم 

2,4-D  از  است استفاده  کلی  طور  به   .2,4-D    در
با  غلظت مقایسه  در  مختلف  از    IBAیا    NAAهاي 

کالوس   بافت  از  هوایی  اندام  تولید  درصد  نظر 
معنی عملکرد  است  حاصل  داشته  بهتري  و  دار 

نمونه  3(جدول تر  وزن  میانگین  نظر  از  همچنین   .(
جمعکالوس کشت هاي  محیط  بین  شده  هاي  آوري 

در غلظت اکسین  شاهد  داراي  تیمار  و  مختلف  هاي 
تنظیم فاقد  کشت  گیاهی)  کننده (محیط  رشد  هاي 

معنی شد. اختلاف  مشاهده  آماري  نظر  از  داري 
) شده  ثبت  کالوس  تر  وزن  میزان    07/1بیشترین 

کشت   محیط  به  مربوط  -میلی  2حاوي    MSگرم) 
لیتر   بر  دیگر،بود.    NAAگرم  سوي  اساس    از  بر 

در    NAA)، استفاده از  3نتایج به دست آمده (جدول
با  غلظت مقایسه  در  مختلف  به    IBAو    D-2,4هاي 

داري از نظر وزن تر بافت کالوس حاصل  طور معنی
 عملکرد بهتري داشته است.  
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کالوس حاصل از تر بر درصد تولید کالوس، درصد تولید ریشه و اندام هوایی از کالوس و وزن تأثیر نوع و غلظت اکسین  -3جدول
 ايشیشه) در شرایط درونF. vulgareگیاه رازیانه (هاي ریزنمونه

Table 3- Effect of type and concentration of auxin on the percentage of callus production, the percentage of root and 
shoot production from the resulting callus tissue and callus fresh weight of (F. vulgare) in in vitro 

 تیمار 
Treatment 

 تولید کالوس (%) 
Callus production (%) 

 تولید ریشه (%) 
Root production (%) 

)%تولید اندام هوایی (  
Shoot production (%) 

 وزن تر کالوس (گرم)
Fresh weight of callus (gr) 

MS (control) 7.33 g * 0 h 15.13 bc 0.08 f 
MS+ 0/5 2,4-D 61.33 ef 19.16 cde 15.83 bc 0.51 de 
MS+1 2,4-D 72 cd 24.71 abc 25.96 a 0.63 cde 
MS+2 2,4-D 81.33 bc 31.37 a 19.16 b 0.73 bc 
MS+4 2,4-D 80.66 bc 30.26 ab 11.80 cd 0.73 bc 
MS + 0/5 NAA 72 cd 7.51 g 12.08 cd 0.68 cd 
MS +1 NAA 84.4 b 8.75 g 6.25 def 0.90 ab 
MS +2 NAA 93.33 a 12.91 efg 4.16 ef 1.07 a 
MS + 4 NAA 83.33 b 11.66 fg 2.50 f 0.96 a 
MS+ 0/5 IBA 51.33 f 15.97 def 11.25 cde 0.45 e 
MS+ 1 IBA 56.66 ef 20.69 cd 9.58 c-f 0.49 de 
MS+ 2 IBA 64.44 de 23.60 bc 5 def 0.60 cde 
MS+ 4 IBA 58.66 ef 25.82 abc 2.5 f 0.51 de 

   *Different letters indicate a significant difference at the 5% probability level. 

نتایج   داده  حاصلطبق  میانگین  مقایسه  جدول  ها  از 
متقابل4(جدول اثر  نظر  از  اکسین  )،  نوع    -نوع 

سیتوکینین مورد استفاده درون محیط کشت گیاهی  
تنظیم فاقد  تیمار شاهد (محیط کشت  هاي  کنندهبین 

رشد گیاهی) و تیمارهاي هورمونی مورد استفاده از  
ریزنمونه از  کالوس  تولید  درصد  گیاه  نظر  هاي 

درصد تولید ریشه و اندام    نیز رازیانه و وزن تر آن و  
معنی اختلاف  حاصل  کالوس  از  داري  هوایی 

مشاهده شد. بیشترین درصد تولید کالوس و وزن تر 
ترتیب   (به  و   95آن  زمانی   16/1درصد  گرم) 

به همراه    NAAمشاهده شد که از ترکیب هورمونی  
Kin    استفاده    ،4-جدول  با توجه بهشده بود.  استفاده

با    Kinاز   ترکیب  یا    D-2,4به عنوان سیتوکینین در 
NAA    یا یا    IBAو  مقایسه  نظر درصد   BAPدر  از 

دار و  تولید بافت کالوس و وزن تر آن عملکرد معنی
بهتري داشته است. از نظر درصد تولید ریشه و اندام  

به    فت کالوس حاصل نیز بیشترین مقدارهوایی از با
) محیط    19/ 32و    14/33ترتیب  به  مربوط  درصد) 
نتایج    MS+ 2,4-D + BAPکشت   برخلاف  بود. 
از درصد تولید بافت کالوس و وزن تر آن،    حاصل

از   تولید    Kinاستفاده  درصد  سیتوکینین  عنوان  به 
در   را  حاصل  کالوس  بافت  از  هوایی  اندام  و  ریشه 

 دهد.  داري کاهش میبه طور معنی BAPمقایسه با 

کالوس  تر درصد تولید کالوس، درصد تولید ریشه و اندام هوایی از کالوس و وزن نوع سیتوکینین بر -اثر متقابل نوع اکسین -4جدول
 اي شیشه) در شرایط درونF. vulgareگیاه رازیانه (هاي حاصل از ریزنمونه

 Table 4- The interaction effect of auxin type-cytokinin type on the percentage of callus production, the percentage of 
root and shoot production from the resulting callus tissue and callus fresh weight of (F. vulgare) in in vitro 

 تیمار 
Treatment 

 تولید کالوس (%) 
Callus production (%) 

 تولید ریشه (%) 
Root production (%) 

 تولید اندام هوایی (%)
Shoot production (%) 

 وزن تر کالوس (گرم)
Fresh weight of callus (gr) 

MS (control) 40.78 e * 7.10 d 7.51 cd 0.25 d 
MS+ 2,4-D + BAP 72.91 c 33.14 a 29.32 a 0.59 c 
MS+ 2,4-D + Kin 85.83 b 25.51 b 13.80 b 0.87 b 
MS+ NAA + BAP 83.83 b 14.59 c 9.63 bc 0.92 b 
MS+ NAA + Kin 95 a 7.29 d 4.16 d 1.16 a 
MS+ IBA + BAP 57.91 d 22.91 b 9.89 bc 0.52 c 
MS+ IBA + Kin 61.25 d 26.72 b 5.46 cd 0.61 c 

   * Different letters indicate a significant difference at the 5% probability level. 
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داده  میانگین  مقایسه  از  آمده  دست  به  نتایج  ها  طبق 
فاقد A-1(شکل کشت  (محیط  شاهد  تیمار  بین   ،(
تیمارهاي  کننده تنظیم اکثر  و  گیاهی)  رشد  هاي 

از ریزنمونه تولید کالوس  نظر درصد  از  -هورمونی 
معنی اختلاف  رازیانه  گیاه  شد.  هاي  مشاهده  داري 

حاوي   فقط  کشت  محیط  و  شاهد  تیمار  بین 
  5/0و    1/0هاي  در غلظت  Kinو    BAPسیتوکینین (

معنیمیلی نظر آماري اختلاف  از  لیتر)  بر  داري  گرم 
نشد.   دیگر،مشاهده  اکسین  از سوي  از  هاي  استفاده 

غلظت  (در  سیتوکینین  حضور  بدون  هاي  مختلف 
به طور معنی داري درصد تولید کالوس را  مختلف) 

نسبت به تیمار شاهد افزایش داد. همچنین استفاده از  
غلظت در  سیتوکینین  و  (در  اکسین  مختلف  هاي 

  ویژه ترکیب با همدیگر و در یک محیط کشت) به  
یا    BAPو    D-2,4به همراه    Kinیا    BAPاستفاده از  

Kin    همراه از    NAAبه  کالوس  تولید  درصد 
شاهد،  ریزنمونه تیمار  به  نسبت  را  رازیانه  گیاه  هاي 

 ) سیتوکینین  داراي  فقط  هورمونی  یا    BAPتیمار 
Kin  طور به  اکسین  داراي  فقط  هورمونی  تیمار  و   (
(شکلمعنی داد  افزایش    همچنین).  A-1داري 

از   در   Kin یا  BAPاستفاده  سیتوکینین  عنوان  به 
با   فقط    IBAترکیب  هورمونی  تیمار  با  مقایسه  در 

معنی تأثیر  اکسین،  تولید   داريداراي  درصد  بر 
ریزنمونه از  است.  کالوس  نداشته  رازیانه  گیاه  هاي 

از   استفاده  غلظت  ویژه(به    Kinهمچنین  هاي  در 
به همراه  ین ئپا اکثر غلظت  NAAتر)  ها) درصد  (در 

ریزنمونه کالوس  در  تولید  را  رازیانه  گیاه  هاي 
به  داد.  افزایش  هورمونی  تیمارهاي  اکثر  با  -مقایسه 

(  طوري کالوس  تولید  درصد  بالاترین    100که 
ریزنمونه از  این  درصد)  در  بیشتر  رازیانه  گیاه  هاي 

). طبق  Cو  B -2تیمار هورمونی مشاهده شد (شکل

فقط   هورمونی  تیمارهاي  بین  آمده  دست  به  نتایج 
غلظت  (در  اکسین  از  داراي  استفاده  مختلف)  هاي 

NAA    غلظت و  میلی  2در  تنهایی  (به  لیتر  بر  گرم 
معنی طور  به  سیتوکینین)  با  ترکیب  داري  بدون 

درصد تولید کالوس را در مقایسه با سایر تیمارها تا  
داد.    66/76 افزایش  دیگر درصد  سوي  بین    از  در 

هاي داراي فقط اکسین کمترین درصد  محیط کشت
به محیط کشت   40تولید کالوس ( -درصد) مربوط 

بود   MS+0/5 IBAو    MS+0/5 2,4-Dهاي  
نتایج  A-1(شکل طبق  همچنین  مقایسه    حاصل).  از 

)، بین تیمار شاهد و اکثر  B-1ها (شکلمیانگین داده 
از   ریشه  تولید  درصد  نظر  از  هورمونی  تیمارهاي 

معنی اختلاف  حاصل  کالوس  مشاهده  بافت  داري 
دیگرشد.   سوي  کشت    از  (محیط  شاهد  تیمار  بین 

تنظیم کننده هاي رشد گیاهی) و محیط کشت  فاقد 
) سیتوکینین  داراي  محیط  Kinیا    BAPفقط  و   (

گرم بر میلی  2یا    1یا    NAA  )5/0داراي    MSکشت  
همراه   به  لیتر  میلی  1/0لیتر)  بر  اختلاف    Kinگرم 

-داري مشاهده نشد. همچنین بین محیط کشت معنی
هاي مختلف) نیز  هاي داراي فقط اکسین (در غلظت

بین محیط   همچنینداري مشاهده نشد. اختلاف معنی
-(در غلظت   IBAیا    D-2,4هاي داراي فقط  کشت

محی و  مختلف)  داراي  ط کشتهاي  یا    D-2,4هاي 
IBA    همراه غلظت  Kinیا    BAPبه  هاي  (در 

معنی نظر آماري مشاهده  مختلف) اختلاف  از  داري 
امBّ-1شد (شکل معنی).  بین محیط  ا اختلاف  داري 

فقط   داراي  داراي    NAAکشت  کشت  محیط  و 
NAA    به همراهBAP    یاKin    مشاهده نشد. بیشترین

از   شده  حاصل  کالوس  بافت  از  ریشه  تولید  درصد 
درصد) مربوط به محیط   100نمونه گیاه رازیانه ( ریز

و    D-2بود (شکل  MS+2 2,4-D+0/1BAPکشت  
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E  از نظر درصد تولید اندام هوایی از بافت کالوس .(
فاقد   کشت  (محیط  شاهد  تیمار  بین  نیز  حاصل 

تیمارهاي  کننده تنظیم اکثر  و  گیاهی)  رشد  هاي 
-1داري مشاهده نشد (شکلهورمونی اختلاف معنی

C1). همانطوري که در شکل-C  شود از  مشاهده می
از   حاصل  کالوس  بافت  از  ریشه  تولید  درصد  نظر 

محیط  ریزنمونه و  شاهد  تیمار  بین  رازیانه  گیاه  هاي 
در   Kinیا    BAPهاي داراي فقط سیتوکینین (کشت
کشت غلظت محیط  همچنین  و  مختلف)  هاي  هاي 
غلظت   D-2,4داراي    4یا    2یا    1یا    5/0هاي  (در 

 1/0هاي (در غلظت   BAPگرم بر لیتر) به همراه میلی
داري مشاهده گرم بر لیتر) اختلاف معنیمیلی  5/0یا  

از   هوایی  اندام  تولید  درصد  بیشترین  همچنین  شد. 
) کالوس حاصل  به   53/55بافت  مربوط  نیز  درصد) 

کشت   بود   MS+1 2,4-D+0/5BAPمحیط 
وزن  Gو  F-2) (شکلC-1(شکل نظر  از  همچنین   .(

(محیط   شاهد  تیمار  بین  نیز  آمده  دست  به  کالوس 
تنظیم فاقد  محیط  کنندهکشت  و  گیاهی)  رشد  هاي 

معنیکشت اختلاف  سیتوکینین  فقط  داراي  -هاي 
محیط   و  شاهد  تیمار  بین  اما  نشد.  مشاهده  داري 

کشت کشت محیط  و  اکسین  فقط  داراي  هاي  هاي 
غلظت (در  سیتوکینین  همراه  به  اکسین  هاي  داراي 

معنی اختلاف  یکدیگر)  با  ترکیب  در  و  -مختلف 
بیشترین میزان وزن  D-1داري مشاهده شد (شکل  .(

 43/1(هاي کشت  آوري شده از محیطکالوس جمع
کشت   محیط  به  مربوط  گرم) 

MS+2NAA+0.1BAP  1بود (شکل-D2) (شکل-
Hهمانطوري شکل).  از  می   D-1  که  شود  استنباط 

استفاده از    نیزو    Kinدر ترکیب با    D-2,4استفاده از  
NAA    با ترکیب  بر   Kinیا    BAPدر  بیشتري  تأثیر 

هاي گیاه رازیانه  نمونه  وزن تر کالوس حاصل از ریز
بافت کالوس حاصل) و  نرم بودن  یا  دارد. نوع (زبر 

و به صورت کیفی نشان داده    7رنگ آن در جدول
نتایج   طبق  است.  کالوس  حاصلشده  هاي  اکثر 

-هاي گیاه رازیانه به رنگ قهوهنمونه   حاصل از ریز
(شکل بودند  نرم  نوع  از  و  امKّ-2اي  نمونه ).  ا 

محیطکالوس از  آمده  دست  به  هاي  کشت  هاي 
غلظت  مختلف  حاوي  همراه    NAAهاي   1/0به 

لیتر  میلی بر  از نوع زبر بودند    Kinگرم  سبز رنگ و 
 ).Lو  I-2شکل(
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) درصد تولید ریشه و اندام هوایی از بافت کالوس Cو  B) درصد تولید کالوس، Aهاي رشد گیاهی: کننده تأثیر تنظیم -  1ل شک

 ) وزن تر بافت کالوس حاصل. Dحاصل (به ترتیب) و 
Figure 1- Effect of plant growth regulators: A) Callus production percentage,( B and C) The percentage of root and 
shoot production from the resulting callus tissue (respectively) and( D) Fresh weight of the resulting callus tissue 

 

A 

B 

C 
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ریزنمونه  -2  شکل  توسط  کالوس  تولید  و  (استقرار  رازیانه  گیاه  درونF. vulgareهاي  شرایط  در  محیط  A . ايشیشه)  کنترل  تیمار   (

کننده  MS  کشت تنظیم  گیاهی،  فاقد  رشد  کشت    Cو   Bهاي  محیط  از  کالوس  بافت  تولید   (MS+1 NAA+0.1 Kin    وMS+2 

NAA+0.1 Kin    ،(به ترتیب)D   وE  تولید ریشه از بافت کالوس و محیط کشت (MS+4 2,4-D+0.1 BAP    و MS+2 2,4-D +0.1 

BAP  ،(به ترتیب)G   و F  تولید شاخساره از بافت کالوس محیط کشت (MS+0.5 BAP    وMS+1 2,4-D +0.5 BAP    ،(به ترتیب)H (
  MS+0.5 BAPز محیط کشت  کالوس با رنگ سب  بافت) تولید  MS+2 NAA +0.1 BAP  ،Iکالوس    بافت  بیشترین وزن تازه ثبت شده

) تولید بافت کالوس با  MS+0.5 NAA +0.1 BAP  ،Kکالوس با رنگ سفید محیط کشت    بافت  ) تولیدMS+2 NAA +0.1 Kin  ،Jو  
 .MS+2 2,4-D +0.5 BAPکالوس زبر محیط کشت  بافت) تولید MS+2 IBA +0.1 BAP ،Lاي محیط کشت رنگ قهوه

Figure 2- Establishment and production of callus tissue by fennel (F. vulgare) explants in in vitro. A) Control (MS 
without plant growth regulators), B and C) production of callus tissue (MS+1NAA+0/1Kin and MS+2NAA+0/1Kin 
(respectively)), D and E) root production from callus tissue (MS+4 2,4-D+0/1BAP and MS+2 2,4-D 
+0/1BAP(respectively)), F and G) shoot production from callus tissue (MS+0/5BAP and MS+1 2,4-D + 
0/5BAP(respectively)), H) The highest fresh weight of callus recorded (MS+2 NAA + 0/1BAP), I) callus with green 
color (MS+2 NAA + 0/1Kin), J) callus with white color (MS+0.5 NAA + 0/1BAP), K) callus with brown color 
(MS+2 IBA + 0/1BAP), L) rough callus (MS+2 2,4-D+0/5BAP). 

نمونه   بیوشیمیایی  ترکیبات  میزان  بررسی 
 هاي منتخبکالوس

ــواع  نــدهــا نشــان دادنتــایج حاصــل از تجزیــه داده ان
-طــور معنــیهاي رشد گیاهی بهکنندهمختلف تنظیم

درصد بــر میــزان فعالیــت  1داري و در سطح احتمال 

هاي پراکسیداز و کاتالاز، میــزان تجمــع اســید آنزیم
ــد ــرولین، فلاونوئی ــه پ ــه آمین ــیانین نمون کــل و آنتوس

در شــرایط  )F. vulgareگیــاه رازیانــه (هاي کالوس
 ). 6اي موثر است (جدولشیشهدرون

 



 111 گ و همکاران.شیما بورن /... انهیراز اهیکالوس گ دی تول زانیبر م یاهیرشد گ هاي¬کننده¬میمختلف تنظ  هاي¬نوع و غلظت   ریتأث

 

هاي گیاه  هاي ثانویه نمونه کالوسبیوشیمیایی و متابولیت هايویژگی هاي رشد گیاهی بر کنندهتأثیر تنظیم تجزیه واریانس -6جدول
 اي شیشه) در شرایط درونF. vulgareرازیانه (

Table 6- Mean square effect of plant growth regulators on biochemical characteristics and secondary metabolites of 
callus samples of (F. vulgare) in in vitro conditions 

  درجه آزادي MS میانگین مربعات 
df 

 منبع تغییرات 
Source of Variation 

 آنتوسیانین 
Anthocyanin 

 فلاونوئید 
Flavonoid 

 پرولین
 Perolin  

 کاتالاز
 Catalase 

 پراکسیداز

Peroxidase 
  

12.76 ** 0.19 ** 0.38 ** ns 492908.51 14257.30 ** 24  تیمار 
Treatment 

 خطا 50 1443.85 50088.23 0.006 0.003 1.18
Error 

17.16 27.38 8.24 29.97 32.14 - 
CV (%)  ضریب

 تغییرات 
   ns, ** and *: Non-significant and significant at 1 and 5 % level of probability, respectively. 

نتایج داده   حاصل  طبق  میانگین  مقایسه  ها  از 
و 7(جدول پراکسیداز  آنزیم  فعالیت  نظر  از   ،(

میزان   پرولین،  اسیدآمینه  تجمع  کاتالاز، 
کالوس  نمونه  آنتوسیانین  و  گیاه  فلاونوئیدکل  هاي 

) جمعF. vulgareرازیانه  اکثر  )  بین  شده  آوري 
 داري مشاهده نشد.  تیمارها اختلاف معنی

 

هاي پراکسیداز و کاتالاز، میزان تجمع اسید آمینه پرولین، بر میزان فعالیت آنزیمهاي رشد گیاهی مختلف کنندهتأثیر تنظیم -7ل جدو 
 ايشیشهدر شرایط درون )F. vulgareهاي گیاه رازیانه (کل و آنتوسیانین نمونه کالوسفلاونوئید

Table 7- The effect of different plant growth regulators on the activity level of peroxidase and catalase enzymes, the 
amount of amino acid accumulation of proline, flavonoids, and anthocyanin in callus samples of fennel plant (F. 

vulgare) in in vitro conditions 

* Different letters in each column indicate statistically significant differences at the 5% probability level of Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT). 

Anthocyanin 
) 1-(µmol.g 

Flavonoid      
                (mg 

)1-Quercetin.g 
Prolin 

)1-(µg.mg 
Catalase 

protein)  2O2µmol H(
1-mg 1-min 

Peroxidase 
protein)  2O2µmol H(

1 -mg 1-min 
Cell media (MS) 

5.55 efg 0.10 fg 0.62 ij 708.80 bc 89.54 def * MS (free) 
9.50 a 0.29 abc 0.62  ij 608.62 c 100.23 def 1 2,4-D+0.1 BAP 
7.17 b-e 0.20 c-f 0.60  j 689.33 bc 95.13 def 2 2,4-D+0.1 BAP 
8.48 ab 0.38 a 0.83 fg 575.38 c 87.81 def 1 2,4-D+0.5 BAP 
9.80 a 0.34 ab 0.73 g-j 515.43 c 80.02 ef 2 2,4-D+0.5 BAP 
5.85 d-g 0.15 def 0.60  j 480.19 c  70.40 e 1 2,4-D+0.1 Kin 
7.77 a-d 0.20 c-f 0.73  g-j 498.11 c 80.13 ef 2 2,4-D+0.1 Kin 
7.77 a-d 0.24 cd 0.68 hij 444.16 c 67.73 e  1 2,4-D+0.5 Kin 
8.68 ab 0.21cde 0.75 ghi 424.44 c 86.36 ef  2 2,4-D+0.5 Kin 
6.16 c-g 0.17 def 0.70 g-j 465.13 c 75.30 ef 1 NAA+0.1 BAP 
7.97 abc 0.20 c-f 0.75 ghi 443.63 c 68.67 e 2 NAA+0.1 BAP 
8.98 ab 0.22 cde 0.75 ghi 389.44 c 80.88 ef 1 NAA+0.5 BAP 
8.88 ab 0.38 a 0.75 ghi 487.85 c 87.80 def 2 NAA+0.5 BAP 
5.15 e-h 0.04 g 0.79 fgh 743.40 bc 96.84 def 1 0.5 NAA+0.1 Kin 
5.75 d-g 0.11efg 0.99 e 627.40 c 100.89 def 2 NAA+0.1 Kin 
6.06 c-g 0.15 def 0.78 fgh 459.22 c 73.68 ef 1 NAA+0.5 Kin 
6.46 c-f 0.21 cde 0.9 ef 383.65 c 66.53 e 2 NAA+0.5 Kin 
4.44 f-i 0.15 def 1.01 e 691.42 bc 101.15 def 1 IBA+0.1 BAP 
4.44 f-i 0.17 def 1.23 cd 1064.85 b 161.36 cd 2 IBA+0.1 BAP 
3.03 i 0.25 bcd 1.79  a 1813.89 a 273.45 a 1 IBA+0.5 BAP 
4.44 f-i 0.18 def 1.29 c 1081.99 b 149.78cde 2 IBA+0.5 BAP 
5.55 e-h 0.15 def  1.20 cd 794.58 bc 104.09 def 1 IBA+0.1 Kin 
3.43 hi 0.19 def  1.46 b 1105.03 b 203.93 bc 2 IBA+0.1 Kin 
4.24 ghi 0.18 def 1.16 d 1516.20 a 227.37 b 1 IBA+0.5 Kin 
3.13  hi 0.21cde 1.53b 1610.75 a 265.64 b 2 IBA+0.5 Kin 
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بیشترین میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز و کاتالاز (به  
 min 2O2µmol H-1 89/1813و    45/273  ترتیب

1-mg) پرولین  اسیدآمینه  میکروگرم   79/1) و تجمع 
میلی کشت  در  محیط  به  مربوط   MS+1گرم) 

IBA+0.5 BAP    مقدار بیشترین  همچنین  بود. 
) به .Quercetin.gmg-1 38/0فلاونوئید  مربوط   (

بیشترین    MS+2 NAA+0.5 BAPمحیط کشت   و 
آنتوسیانین   به  µmol.g-1  80/9(مقدار  مربوط  نیز   (

کشت   مشاهده   MS+2 2,4-D+0.5 BAPمحیط 
 شدند. 

 
 بحث 
ها و ویــژه اکســین هــاي رشــد گیــاهی بــهکننــدهتنظیم

 inها در شرایط طبیعــی و آزمایشــگاهی (سیتوکینین 

vitroگیاهی را کنتــرل مــی  يها) رشد و نمو سلول-
ها در تقســیم ســلولی، ها و ســیتوکینین . اکســین کننــد

نقــش بســیار مهمــی   انزایی گیاهرشد سلولی و اندام
ها با اســیدي نمــودن دیــواره ســلولی و دارند. اکسین 

ــعه ــدرت توس ــزایش ق ــد اف ــه رش ــر ب پذیري آن منج
تنظـــیم ســـنتز  بـــاها شـــوند. ســـیتوکینین ســـلولی می

هـــاي گیري دوكهـــاي درگیـــر در شـــکلپروتئین 
طور مستقیم چرخه ســلولی را تحــت تــأثیر همیتوزي ب
ــرار می ــدق . در )Noruzpour et al., 2022( دهن

بــه عنــوان   IBAو    D  ،NAA-2,4از    پژوهش حاضر،
بــه عنــوان ســیتوکینین (در  Kinو  BAPاکســین و 

هاي مختلف) جهت بررسی تأثیر ایــن نــوع از غلظت
هاي رشد گیاهی (به تنهایی و در ترکیب کنندهتنظیم

با یکدیگر) بر درصد تولیــد کــالوس، درصــد تولیــد 
ریشه و اندام هوایی از بافت کــالوس حاصــل و وزن 

هــاي گیــاه رازیانــه تر کالوس تولید شده از ریزنمونه
استفاده شد. طبق نتــایج   MSدرون محیط کشت پایه  

 2در غلظــت    NAAدر این پژوهش افــزودن    حاصل
گرم بر لیتر به درون محیط کشت در مقایســه بــا میلی

هاي مختلف درصــد تولیــد ها در غلظتسایر اکسین 
) F. vulgareانــه (هاي گیاه رازیکالوس از ریزنمونه

دهــد داري افــزایش مــیو وزن تر آن را به طور معنی
 IAAو  D-2,4به جــاي  NAA). استفاده از 3(جدول

هــاي گیــاه میزان القــا و تولیــد کــالوس در ریزنمونــه
 100) را تـــا Asparagus densiflorusمارچوبـــه (

ــزایش   ,Toma & Rsheed(دهــد مــیدرصــد اف

بیشترین درصد تولید کــالوس و   هایافتهطبق    .)2012
هــاي وزن تر آن زمانی به دست آمــد کــه از غلظــت

گرم بــر میلــی میلی  4و    2هاي مختلف (بالاتر اکسین 
لیتـــر) درون محـــیط کشـــت اســـتفاده شـــده اســـت 

از نظــر   ،). همچنین طبق نتایج این پــژوهش 3(جدول
هــاي مختلــف اکســین مــورد اســتفاده نــوع و غلظــت

درون محیط کشت، بالاترین درصــد تولیــد ریشــه از 
-2,4بافت کالوس حاصل زمانی به دست آمد که از  

D  ــا ســیتوکینین ــا در ترکیــب ب ــه تنهــایی و ی هــاي (ب
گــرم بــر لیتــر اســتفاده میلــی  2مختلف) و در غلظــت  

از نظــر درصــد تولیــد انــدام  ).3شــده باشــد (جــدول
هوایی از بافت کالوس به دست آمده نیــز اســتفاده از 

2,4-D    گرم بر لیتر (بــه تنهــایی و میلی  1و در غلظت
هــاي مختلــف) بــه طــور یا در ترکیب بــا ســیتوکینین 

هاي داري عملکرد بهتري نسبت به سایر اکسین معنی
ــتفاده  ــورد اس ــت م ــته اس ــت داش ــیط کش درون مح

 ،)4-(جــدولها  یافتهطبق    از سوي دیگر،.  )3(جدول
-(به تنهایی و یا در ترکیب با اکسین   Kinاستفاده از  

هاي مختلف) در ترکیب با اکسین هــاي مختلــف بــه 
ري بر درصد تولید کــالوس داتأثیر معنی  BAPجاي  

با نتــایج  مطابقو وزن تر کالوس حاصل داشته است. 
 دبیــان کردن ــ  Zare et al., (2021) پژوهش حاضر،
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تولیــد کــالوس از   BAدر مقایســه بــا    Kinاستفاده از  
را بــه طــور  Stevia rebaudianaهاي گیاه ریزنمونه

). Zare et al., 2021دهــد (داري افــزایش مــیمعنی
مشخص شد بیشترین درصد تولیــد ریشــه و   همچنین 

هــاي گیــاه انــدام هــوایی از بافــت کــالوس ریزنمونــه
به عنوان   BAPرازیانه مربوط به محیط کشت داراي  

ــه عنــوان اکســین بــوده اســت  D-2,4ســیتوکینین و  ب
از نظــر درصــد تولیــد   نتایج نشان دادنــد).  4-(جدول

 Kinبــه جــاي    BAP  از  ریشه و اندام هوایی اســتفاده
، با بررسی et al., (2018)  Huعملکرد بهتري دارد.

نــوع ســیتوکینین مــورد اســتفاده جهــت تولیــد انــدام 
-Papaver pseudoهــوایی از بافــت کــالوس گیــاه 

orientale  بیشــترین درصــد تولیــد انــدام  نشان دادند
گــرم میلــی 5/0هوایی مربوط به محیط کشت حاوي  

 هاي مختلــف) بــود(در ترکیب با اکسین   Kinبر لیتر  
)Hu et al., 2018(.  ،طبق نتــایج ایــن از سوي دیگر

ــکل ــژوهش (ش ــد تولیــد Dو A-1پ ) از نظــر درص
ــه هــاي گیــاه  کــالوس و وزن تــر حاصــل از ریزنمون
رازیانــه، بــین محــیط کشــت داراي فقــط ســیتوکینین 

)Kin    یاBAP و تیمــار شــاهد (محــیط کشــت فاقــد (
داري هاي رشــد گیــاهی) اخــتلاف معنــیکنندهتنظیم

ا با افزودن اکســین بــه محــیط کشــت مشاهده نشد. امّ
داراي سیتوکینین درصد تولید کالوس و وزن تــر آن 

). Dو   A-1داري افزایش یافت (شــکلبه طور معنی
گرم میلی 2و  1، 5/0هاي در غلظت  Kinاستفاده از 

ــد  ــان تولی ــین) امک ــدون اکس ــایی و ب ــه تنه ــر (ب برلیت
ــه ــالوس از ریزنمونــــــ ــاه کــــــ ــاي گیــــــ هــــــ

) را در مقایســه بــا Catharanthus roseusپریــوش(
داري کاهش ترکیب اکسین/سیتوکینین به طور معنی

  Rahman et al., 2019.(et al (2012)دهــد (مــی

Arivalagan,  هــاي کننــدهبا بررسی تأثیر انواع تنظیم
ــل از  ــالوس حاص ــد ک ــزان تولی ــر می ــاهی ب رشــد گی

بیــان  endogynous Sauropusهــاي گیــاه ریزنمونــه
کردند هیچ بافت کالوســی از محــیط کشــت حــاوي 

Kin  شــود و افــزودن به تنهایی حاصل نمیNAA  بــه
ــه محــیط کشــت داراي  تولیــد  Kinعنــوان اکســین ب

). Arivalagan et al., 2012( کندکالوس را القا می
ــین  ــد، ,et al (2019)  Rahmanهمچن  نشــان دادن
تــر) بــه ین ئهــاي پــادر غلظــت  ویــژه(به    Kinافزودن  

عنوان سیتوکینین به محیط کشت حاوي اکســین القــا 
ــه ــالوس را در ریزنمون ــد ک ــوش در و تولی ــاي پری ه

مقایسه با محیط کشت حاوي فقط اکسین را به طــور 
 ,.Rahman et alدهــد (داري افــزایش مــیمعنــی

بــا مطابقــت دارد.   پــژوهش که با نتــایج ایــن    ،)2019
یــا  Kinاستفاده هم زمان از   Dو    A-1شکل    توجه به

BAP    2,4(به عنــوان ســیتوکینین) و-D    یــاNAA   یــا
IBA   (به عنوان اکسین) درون محــیط کشــت جهــت

هــاي گیــاه رازیانــه، القا و تولید کــالوس از ریزنمونــه
دار و بهتري را نسبت به محــیط کشــت عملکرد معنی

دهــد. داراي فقط اکسین یا فقط سیتوکینین نشان مــی
هــا اســتفاده از مقایسه میانگین داده  حاصلطبق نتایج  

درصد تولید کالوس از  NAAدر ترکیب با   Kinاز 
ــزایش مــی دهــد  ــه را اف ــاه رازیان ــه هــاي گی ریزنمون

در اکثــر   A-1شــکل  همچنین بر اساس).  A-1(شکل
ها و افزایش غلظــت نین موارد کاهش غلظت سیتوکی 

هــاي گیــاه هــا تولیــد کــالوس را در ریزنمونــهاکسین 
 هايبا یافته  این پژوهش نتایج    داد که  رازیانه افزایش 

. افــزایش غلظــت استبسیار مشابه    پژوهشگرانسایر  
NAA   گــرم بــر میلی 2و  1گرم بر لیتر به میلی 5/0از

درون محیط کشت   Kinلیتر در کنار کاهش غلظت  
MS  هــاي گیــاه رازیانــه زایی ریزنمونــهمیزان کالوس
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)F. vulgareدهد () را افزایش میHussian et al., 

ست کــه طبــق نتــایج پــژوهش ا  ). این درحالی2021
-بین تیمار شاهد (محیط کشــت فاقــد تنظــیمحاضر،  

هاي رشد گیاهی) و محیط کشت هــاي داراي کننده
فقط اکسین و اکسین/سیتوکینین از نظر درصد تولید 

هاي ریشه از بافت کالوس به دست آمده از ریزنمونه
ــرایط درون ــه در ش ــاه رازیان ــهگی ــتلاف شیش اي اخ

). بیشترین درصد B-1داري مشاهده شد (شکلمعنی
درصــد) مربــوط   50تولید ریشه از بافت کالوس نیز (

ــت  ــیط کشـ ــه محـ  MS+4 2,4-D+1.0 BAPبـ
، با بررسی تــأثیر Sharma Mandal &  (2020)بود.

ــاه محــیط کشــت ــاززایی گی هــاي مختلــف جهــت ب
بیان کردنــد بهتــرین  Foeniculum vulgareرازیانه 

ت و تیمار هورمونی بــراي تولیــد ریشــه از محیط کش
 1به همــراه    SHبافت کالوس این گیاه محیط کشت  

 BAPگــرم بــر  میلــی  5/0و    NAAگرم بــر لیتــر  میلی
. از نظر درصد )Sharma & Mandal, 2020( است

تولید اندام هوایی از بافت کــالوس گیــاه رازیانــه نیــز 
ــد اســتفاده از  ــا  BAPمشــخص ش ــه ب  Kinدر مقایس

). C-1شــود (شــکلهاي بیشتري تولیــد مــیشاخساره
درصــد)   53/55بیشترین درصد تولید انــدام هــوایی (

 MS+1 2,4-D+5.0 BAPمربوط به محــیط کشــت 
هــاي کننــدهبود. بهترین محیط کشت به همراه تنظــیم

جــا از بافــت هاي نابــهرشد گیاهی جهت تولید شاخه
ــه  ــاه رازیان ــالوس گی در  Foeniculum vulgareک

 SHفرایند باززایی گیاهی مربــوط بــه محــیط کشــت 
 1بــه همــراه  NAAمیلــی گــرم بــر لیتــر  5/0حــاوي 

 ,Sharma & Mandal( اســت BAگرم بر لیتر میلی

هاي گیاهی یک منبع مناسب و ). کشت سلول2020
هاي ثانویه با ارزش در اکثر مهم براي تولید متابولیت

ــت ــان اس . )Espinosa-Leal et al., 2018( گیاه

پتانسی، هر ســلول گیــاهی تمــام براساس فرضیه توتی
توانــد اطلاعات ژنتیکی گیــاه والــد را داراســت و می

دامنه وسیعی از مواد بیوشیمیایی کــه در گیــاه کامــل 
. نــوع و )Fehér, 2019( کنــدشود را تولید یافت می

ــه  مقــدار اکســین یــا ســیتوکنین، یــا نســبت اکســین ب
هــاي ثانویــه را سیتوکنین، تشکیل و تجمــع متابولیــت

دهــد هــاي گیــاهی کشــت شــده تغییــر مــیدر ســلول
)Hussain et al., 2021.(  اســتفاده ازBAP ،2ip  و

هــاي ثانویــه در زآتین تأثیر مناسبی بر سطح متابولیت
ــایش  ــیاري از آزم ــايبس ــین  ه ــت. همچن ــته اس داش

اسید، اسید و آبسیزیکمشخص شده است جیبرلیک
-هــاي درونتولید آنتوسیانین را در برخی از کشــت

در  ).Hu et al., 2018( دنســازشیشــه متوقــف مــی
کننــده رشــد تنظــیم شــدبســیاري از مــوارد مشــاهده 

-هــاي ثانویــه مــیمانع تولید متابولیت  D-2,4گیاهی  
و یا جایگزینی آن با   D-2,4شود. براي مثال، حذف  

NAA    یاIAA  افــزایش تولیــد آنتوســیانین در   ســبب
، نیکوتین در کشــت carota  Daucusکشت تعلیقی  

، شــیکونین در کشــت Nicotiana tabacumتعلیقی 
ــی  ــی  Portulaca grandifloraتعلیقـ ــودمـ  شـ

)Srivastava, 2018(تحریک توسط این  . با وجود ،
2,4-D  در بیوســـنتز کارتنوئیـــد در کشـــت تعلیقـــی

Daucus carota  ــد آنتوســیانین در کشــت و تولی
 گــزارش شــده اســت Oxolis linearisکــالوس 

)(Nartop, 2018; Ozsan et al., 2018 .
ها بسته بــه نــوع متابولیــت و گونــه گیــاهی سیتوکنین 

تولیــد  Kinاثــرات متفــاوتی دارنــد. بــراي مثــال، 
ــت ــیانین را در کش  tetrasperma Salix  آنتوس

Roxb ولی مانع تولیــد آن در کشــت  کردهحریک ت
 ,Shahid & Anis( شــودمی Populusسلول جنس 

2018(. 
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 کلی  گیرينتیجه
یافته   به  توجه  حاضر،با  پژوهش  از   استفاده هاي 

امکان  یکدیگر  با  ترکیب  در  اکسین  و  سیتوکینین 
هاي  و تولید کالوس با وزن تر بالا در ریزنمونه  ء القا

کند. این در  را فراهم می )  F. vulgareگیاه رازیانه (
به  ا   حالی اکسین  و  سیتوکینین  از  استفاده  که  ست 

میزان   بر  مناسبی  تأثیر  کشت  محیط  درون  تنهایی 
ندارد. کالوس  نتایج   تولید  نشان  همچنین  حاصل 

به عنوان سیتوکینین در غلظت    Kinاستفاده از    دادند
و  میلی  1/0 لیتر  بر  در    NAAگرم  اکسین  عنوان  به 

برمیلی  4و    2هاي  غلظت و    گرم  مثبت  تأثیر  لیتر 

کالوس معنی وزن  و  کالوس  تولید  درصد  بر  داري 
ریزنمونه از  (حاصل  رازیانه  گیاه  )  F. vulgareهاي 

تولید   درصد  بیشترین  پژوهش  این  در  است.  داشته 
ریشه و اندام هوایی از بافت کالوس حاصل زمانی به  

  BAP(به عنوان اکسین) و    D-2,4دست آمد که از  
طبق   همچنین  شد.  استفاده  سیتوکینین)  عنوان  (به 

شد    حاضر،  پژوهش   هايیافته  میزان  بین  مشخص 
آنزیم پراکسیداز فعالیت  تجمع    ،هاي  کاتالاز، 

آنتوسیانین   و  پرولین، فلاونوئید  -تنظیم   واسیدآمینه 
داري  هاي رشد گیاهی مختلف، اختلاف معنیکننده 

 .  وجود دارد
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