
203-214، صفحه 1393تابستان،)30(2، شماره هشتمجلدعلمی ـ پژوهشی اکوفیزیولوژي گیاهان زراعی، نشریه

هاي مختلف بر پاسخ کشت بافتی و هاي رشد گیاهی و جداکشتتنظیم کنندهنقش
Matricaria chamomilla)سوسپانسیون سلولی بابونه آلمانی  L.)

2زاده مصدقپریسا شیخو3، رسول اصغري زکریا*2، ناصر زارع1لیلا کوهی

چکیده 
Matricaria chamomilla)آلمانیبابونه L.)داروسازيمختلفصنایعدردارویی مهم است که یکی از گیاهان

در دانشکده علوم کشاورزي 1391در این تحقیق که در سال . گیردقرار میاستفادهمورد بهداشتی- آرایشیو
هاي برگ و هیپوکوتیل بابونه آلمانی در اي جداکشتشیشهدانشگاه محقق اردبیلی انجام گرفته است، پاسخ درون

آزمایش هاي رشد گیاهی در قالب کنندهو تحت تأثیر نوع و سطوح مختلف تنظیم(B5)رگگامبومحیط کشت
هاي جداکشت. تصادفی مورد بررسی شده و کشت سوسپانسیون سلولی آن انجام گرفتفاکتوریل بر پایه طرح کاملاً

بین ترکیب تنظیم از. هیپوکوتیل و برگ کشت شده بعد از گذشت یک تا دو هفته شروع به تولید کالوس کردند
گرم بر میلی5/0مربوط به جداکشت برگ در محیط حاوي ) گرممیلی1/264(کننده رشدي بیشترین رشد کالوس 

گرم میلی5/1در محیط حاوي ) گرممیلی42/40(بوده و کمترین مقدار آن BAPگرم بر لیتر و یک میلیD-2,4لیتر 
هاي نابجا از تیمارها ریشهتعداديها در ها و کالوسخی از جداکشتبر. با جداکشت برگ مشاهده شدD-2,4بر لیتر 

گرم بر لیتر مربوط به محیط حاوي چهار میلی%) 73/58(زایی در جداکشت برگ بیشترین درصد ریشه. تولید کردند
2,4-D5/1مربوط به محیط حاوي %) 61/48(گرم بر لیتر کینتین و در مورد جداکشت هیپوکوتیل و یک میلی
حاوي B5در جداکشت هیپوکوتیل در محیط %) 22/42(هاي ترد بیشترین درصد کالوس. بودNAAگرم بر لیتر میلی

کشت سوسپانسیون سلولی با انتقال . دست آمدهبBAPگرم بر لیترو سه میلیNAAگرم بر لیتر چهار میلی
و یک D-2,4لیتر گرم بر میلی5/1حاوي مایع MSهاي نرم حاصل از ریزنمونه هیپوکوتیل به محیط کشت کالوس

ها از روز چهارم بعد کشت منحنی رشد سلولی نشان داد که تکثیر سلول. گرم بر لیتر کینتین استقرار یافتمیلی
.شوندها وارد مرحله ایستایی میسپس، رشد سلولی متوقف شده و کشت. یابدادامه می13شروع شده و تا روز 
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مقدمه
Matricaria chamomilla(بابونه آلمانی L.(و

Matricariaمترادف با recutita L. از تیره مرکبان
)Asteraceae(گیاهی دیپلوئید ،)2n=2x=18(است
)Mozaffarian, 1996; Omidbaigi, که داراي )2009

باشد نیز می) 2n=4x=36(هاي تتراپلوئید واریته
)Samatadze et al., ترینمهمازاین گیاه، ). 2001

باشد که در تمام میشدهشناختهداروییگیاهان
این، علاوه بر. هاي معتبر معرفی شده استدارونامه

درداروییگیاهانترینپرمصرفازاین گیاه یکی
درآنازفراوانیمقادیرسالههرکهاستجهان
غذاییصنایعوبهداشتی-آرایشیداروسازي،صنایع

,Mann and Staba(شودمیاستفاده 1986; Singh

et al., درودــوجـمهايترکیبترینمهم).2011
وفلاونوئیداسانس،: ازعبارتندبابونههايگل

يحاوبابونههايگلازحاصلاسانس.هاکومارین
استیلنیپلیوترپنوئیديکوئیسسشیمیاییترکیبات

استخراجآبباتقطیریاوهاحلالطریقازکهاست
دراجزاءترینمهمکامازولنوبیسابلول-آلفا. شودمی

بهبابونهاسانسکیفیتوباشندمیبابونهاسانس
داردبستگیترکیبدواینمقادیر بالايوجود

)Franke and Schilcher, 2005(.
بیوتکنولوژي نقش مهمی در تولید، اصلاح و 

یکی . وري محصولات گیاهان دارویی داردافزایش بهره
هاي مهم بیوتکنولوژي، کشت بافت است که از بخش

کاربردهاي متفاوت آن در زمینه گیاهان دارویی از 
دلایل استفاده . هاي مختلف قابل بررسی استجنبه

دست آوردن گیاهان همگن، ها بهمحققان از این روش
زا، ایجاد تغییرات سوماکلونال، حذف عوامل بیماري

هاي ثانویه، نگهداري ذخایر توارثی به تولید متابولیت
گیري بین مدت زمان طولانی، انتقال ژن و دو رگ

,Farsi and Bagheri(باشد اي میگونه 2008.(
هاي گزینش در شرایط موفقیت در بسیاري از تکنیک

ورزي ژنتیکی در اي و اعمال فنون دستشیشهوندر
گیاهان عالی، به وجود یک سیستم مناسب کشت 

هاي گزارشبا این حال، . اي بستگی داردشیشهدرون
کشت بافت بابونه با استفاده از محدودي در مورد 

وجودعنوان منبع جداکشتهاي مختلف گیاه بهبخش
.دارد

Passamonti(و همکاران پاسامونتی et al.,

هاي در آزمایشی روي ریزازدیادي واریته) 1998
Chamomilla recutitaانتخاب شده از بابونه L.

Rauschertهاياز بذر واریتهMinardi وItalia

BK2وLuteaهايو واریته) 2n=2x=18دیپلوئید (

)2n=4x=36 (استفاده استریلهاي براي شروع کشت
زنی بذرها و جوانهطحیضدعفونی سبعد از . کردند

هاي انتخاب شده براي پرآوري به محیط آنها، نوساقه
بهترین محیط محققیناین. منتقل شدندMSکشت

ي مورد استفاده را هاکشت براي پرآوري ژنوتیپ
کینتین گرم بر لیتر میلی5/0حاوي MSمحیط 

از بذرهاي تولید کالوس در حالی که. گزارش کردند
موراشیگ و یط کشتکشت شده روي مح

6/11و NAAمیکرومولار 05/0حاوي MSاسکوگ
گزارش کردندرا نیز کینتین میکرومولار 

)Passamonti et al., 1998( .
Echeverrigaray(و همکاران اچویگري  et al.,

با ) .Anthemis nobilis L(باززایی بابونه رومی) 2000
ي حاوMSمحیط کشت دربرگاستفاده از جداکشت 

را NAAمیکرومولار 1و BAمیکرومولار 5/4-1
روي هاجداکشتکه کرده و گزارش نمودندبررسی 

و BAمیکرومولار از 25/2حاوي MSمحیط کشت 
.هاي نابجا تولید کردندساقهIAAمیکرومولار از 6/0

هاي سلولی کشت سوسپانسیون سلولی، شامل توده
در یع و پراکنده و در حال رشد در محیط کشت ما

یانتقال قطعاتبا ها معمولاًکشتن یا. استحال تکان
محیط کشت مایع کیبه افتهیزنیترد و تماکالوس از 
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شود، که به طور یکنواخت و مداوم تکان داده می
یسلوليهانه کشتیشرفت در زمیپ.شوندیشروع م

از ياد انواع گستردهیتول،ییبات داروید ترکیتوليبرا
دها، یدها، استروئیدها، ترپنوئیمثل آلکالوئییمواد دارو

دها را ینواسیدها، آمیها، فلاونوئکیها، فنولنیساپون
,Farsi and zolala(ممکن ساخته است  ؛ 2011

Mulabagal et al., بنابراین، این تحقیق به ). 2004
هاي اي جداکشتشیشهمنظور بررسی پاسخ درون

نی تحت تاثیر هیپوکوتیل و قطعات برگی بابونه آلما
هاي گیاهی متفاوت انجام کنندهسطوح مختلف تنظیم

.گرفت
هامواد و روش

در این تحقیق که در دانشکده علوم کشاورزي 
دانشگاه محقق اردبیلی انجام گرفته از رقم مجاري 

Matricaria chamomilla)بابونه آلمانی  L.) استفاده
. شد

ضد عفونی بذور و کشت آنها
آب مقطر، به مدت باپس از شستشو بابونه بذور 

پس از آبکشی .شدندورغوطه% 70ثانیه در الکل 30
دقیقه در 15مدت بهآب مقطر استریل، با

بذور بعدپسس.شدندورغوطه% 1هیپوکلریت سدیم 
اي حاوي محیط ظروف شیشهاز سه بار آبکشی در 

جامد کشت شده و در اتاقک رشد با MSکشت 
8و تناوب نوري لسیوسدرجه س25±2شرایط دماي 

ساعت روشنایی با نور فلورسنت 16ساعت تاریکی و 
.نگهداري شدند

جداکشتتهیه و کشت 
و پاسخ به کشت بافت دو جداکشت هیپوکوتیل

براي.قطعات برگی بابونه مورد ارزیابی قرار گرفت
هاي هیپوکوتیل، قسمت هیپوکوتیل تهیه جداکشت

تاریکی، در شرایط استریل هاي رشد کرده درگیاهچه
جدا شده و با استفاده از اسکالپل تیز و استریل در 

5- 10داخل آب مقطر استریل به قطعاتی با طول 

براي تهیه جداکشت برگ، . متر برش داده شدندمیلی
هاي تازه و خوب رشد کرده تحت شرایط استریل برگ

اي جدا شده و با استفاده از از گیاهان درون شیشه
الپل تیز و در داخل آب مقطر به قطعات کوچک اسک

هاي تهیه شده پس از خشک جداکشت. بریده شدند
هاي شدن با کاغذ صافی استریل، روي محیط کشت

حاوي سطوح مختلف اکسین و سایتوکنین در ظروف 
ها در اتاقک رشد با دماي کشت. پتري کشت شدند

و هر چهار هفته نگهداري لسیوسدرجه س2±25
چهار تا پنج هفته بعد از .شدندزیرکشت یک بار

زایی، زایی، ریشهها، درصد کالوسکشت جداکشت
ها، تولید هاي ترد، وزن تر کالوسدرصد کالوس

هاي تولید هاي نابجا و همچنین رنگ کالوسساقه
.شده ثبت گردید

کشت سوسپانسیون
ترد هايبراي ایجاد کشت سوسپانسیون، کالوس

مایع حاويMSلیتر محیط کشت میلی20و نرم به 
گرم بر لیتر و یک میلیD-2,4لیتر گرم بر میلی5/1

و RPM130کینتین منتقل شده و روي شیکر با دور 
پس از . نگهداري شدندلسیوسدرجه س25±2دماي 

ها هر دو هفته یک استقرار کشت سوسپانسیون، کشت
. بار زیرکشت شدند
ر کشت ها دگیري رشد سلولبراي اندازه

ها از سوسپانسیون و تعیین منحنی رشد سلول
,Settled Cell Volume(حجم سلول ساکنشاخص

SCV(براي این منظور، هر سه روز . دـاستفاده ش
لیتر از محیط کشت حاوي میلی15بار حدود یک

بندي هاي سلولی در فالکون درجهها و تودهسلول
کون دقیقه در حالت س30ریخته شده و به مدت 

هاي سلولی رسوب ها و تودهنگهداري شد تا سلول
در نهایت حجم سلول یادداشت گردید و . کنند

صورت درصد از کل محیط برداشت شده محاسبه به
.گردید
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ه کاملاً یش به صورت فاکتوریل با طرح پایآزما
عوامل مورد .در چهار تکرار انجام گرفتیتصادف

و ) ل و برگهیپوکوتی(شامل نوع جداکشت مطالعه
4یا 5/1، 5/0صفر، (ترکیب تنظیم کننده رشدي 

در D-2,4یاNAAهاي اکسینگرم بر لیتر از میلی
گرم بر لیتر ازمیلی3یا 1ترکیب با صفر، 

. بودند) کینتینیاBAPهاي سایتوکنین
با استفاده هاشکلها و رسم تحلیل دادهو تجزیه 

مقایسه. ت گرفتصورSPSSوExcelافزارهاياز نرم
اي چند دامنهآزمونازاستفادهبانیزهامیانگین

.گرفتانجام% 5احتمالسطحدردانکن
نتایج و بحث

هاي هیپوکوتیل و برگ کشت شده در جداکشت
بعد از گذشت یک تا دو هفته B5هايمحیط کشت

هاي کشت شروع به تولید کالوس در اکثر محیط
هاي تولید شده با لوسکا). 2و 1هاي شکل(کردند 

هاي هورمونی به کار رفته و نوع توجه به ترکیب
هاي متفاوتی داشتند و برخی به رنگ جداکشت، رنگ

درصد ). F، 2شکل (ارغوانی و داراي آنتوسیانین بودند 
(P≤0.01)داري ها به طور معنیزایی جداکشتکالوس

ي، نوع رشدکنندهمیتنظترکیبتحت تأثیر 
ترکیب تنظیم × ر متقابل جداکشت جداکشت و اث

جداکشت برگ ). 1جدول (کننده رشدي قرار گرفت 
در حالی . در محیط فاقد هورمون کالوس تولید نکرد

زایی جداکشت هیپوکوتیل در همین که، درصد کالوس
). 2جدول (درصد بود 21/60محیط 

هاي برگ در محیط زایی جداکشتدرصد کالوس
19/63به تنهایی، D-2,4تر گرم بر لیمیلی5/1حاوي 

و D-2,4گرم بر لیتر میلی5/1درصد، محیط حاوي 
درصد و محیط 75گرم بر لیتر کینتین، سه میلی

گرم و یک میلیD-2,4گرم بر لیتر حاوي چهار میلی
در بقیه . ودــد بـدرص67/91لیتر کینتین، بر

ها جداکشت%) 100(هاي تیماري همه ترکیب
).2جدول (ن دادند زایی نشاکالوس

(P≤0.01)داريوزن تر کالوس نیز به طور معنی

تحت تأثیر ترکیب تنظیم کننده رشدي و اثر متقابل 
ترکیب تنظیم کننده رشدي قرار گرفت × جداکشت 

1/264(بیشترین وزن تر کالوس ). 1جدول (
مربوط به جداکشت برگ در محیط حاوي ) گرممیلی

گرم بر لیتر و یک میلیD-2,4گرم بر لیتر میلی5/0
BAP در ) گرممیلی42/40(بوده و کمترین مقدار آن

گرم بر لیتر میلی5/1جداکشت برگ در محیط حاوي 
2,4-Dها به زایی کالوسریشه). 3شکل (دست آمد هب

داري تحت تاثیر ترکیب تنظیم کننده طور معنی
ترکیب تنظیم کننده × رشدي و اثر متقابل جداکشت 

که بین دو نوع جداکشت اختلاف در حالی. درشدي بو
زایی وجود نداشت داري از نظر صفت ریشهمعنی

ها نشان داد که مقایسه میانگین داده). 1جدول (
زایی در جداکشت برگ بیشترین درصد ریشه

گرم بر مربوط به محیط حاوي چهار میلی%) 73/58(
د گرم بر لیتر کینتین و در مورو یک میلیD-2,4لیتر 

مربوط به محیط %) 61/48(جداکشت هیپوکوتیل 
). 4شکل (بود NAAگرم بر لیتر میلی5/1حاوي 

زایی زایی در هر دو محیط ذکر شده از نوع ریشهریشه
ها با توجه به ترکیب غیرمستقیم بوده و شکل ریشه

تنظیم کننده رشدي به کار رفته از نظر شکل ظاهري 
ها در محیط شهبراي مثال ری. و رشد متفاوت بود

گرم و یک میلیD-2,4گرم بر لیتر حاوي چهار میلی
).F، 1شکل (بودندبدشکلبر لیتر کینتین ضخیم و 

ها اثر براساس نتایج تجزیه واریانس داده
× ترکیبات هورمونی، جداکشت و اثر متقابل جداکشت 

ترکیب تنظیم کننده رشدي در مورد صفت درصد 
دار به معنی% 1تمال هاي ترد در سطح احکالوس

هاي تولید شده همه کالوس). 1جدول (دست آمدند 
). D، 1شکل (از جداکشت برگ از نوع متراکم بودند 
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در %) 22/42(هاي ترد بیشترین درصد کالوس
مربوط به محیط ) D، 2شکل (جداکشت هیپوکوتیل 

گرم بر و سه میلیNAAگرم بر لیتر حاوي چهار میلی
هاي ترد حاصل از کالوس). 5شکل(بود BAPلیتر 

5/1حاويMSجداکشت هیپوکوتیل و محیط کشت 
گرم بر لیتر و یک میلیD-2,4گرم بر لیتر میلی

کینتین چند روز پس از انتقال به محیط کشت مایع، 
هاي سلولی رشد خود را سر گرفته و به صورت توده

هاي بررسی منحنی رشد سلول). 6شکل (تکثیر شدند 
نشان ) 7شکل (لمانی در کشت سوسپانسیون بابونه آ

ها حدود چهار روز تکثیر چندانی نداشته داد سلول
ها ولی پس از آن تکثیر سلولی شروع شده و سلول

این مرحله رشدي . وارد مرحله رشدي سریع شدند
روز بعد کشت ادامه داشته و 13ها تا حدود سلول

د ها وارپس از آن رشد سلولی کاهش یافته و کشت
.مرحله ایستایی شدند

يبراقاتیتحقازياریبسدرB5کشتطیمح
قراراستفادهموردونیسوسپانسوکالوسيهاکشت

ازکمترB5طیمحدریمعدنموادغلظت. ردیگیم
هاي اساس نتایج، محیطبر.باشدیمMSطیمح

با کینتین در D-2,4و ترکیب D-2,4حاوي فقط 
یی کمتري را نسبت به زاجداکشت برگ درصد کالوس

در حالی که جداکشت . اندبقیه تیمارها داشته
حاوي هورمون به B5هاي هیپوکوتیل در همه محیط

به عبارت دیگر پاسخ . پاسخ داده بودندالقاء کالوس 
حاويB5زایی جداکشت برگ در محیط کالوس

در ترکیب با کینتین، یابه تنهایی و D-2,4هورمون 
یی جداکشت هیپوکوتیل پایین زانسبت به کالوس

اه ــی گیـزایوســاي که روي کالدر مطالعه. است
Taxus baccata L. بهترین محیط براي شدهانجام ،

حاوي چهار B5ها را محیط زایی و رشد کالوسکالوس
گرم بر لیتر میلی5/0و D-2,4گرم بر لیترمیلی

,.Ashrafi et al(ند اهکینتین بیان کرد 2010 .(

,Molina(مولینا  اي روي گیاه در مطالعه) 2004
Salvia canariensis L. بیان کردند که هورمون

NAA به تنهایی و یا در ترکیب باBAP در القاء
هاي ساقه و دمبرگ در هر دو محیط جداکشتکالوس 
مطالعه در . خیلی موثر بوده استB5و MSکشت 

و به تنهاییNAAحاوي B5محیط کشت حاضر نیز
هاي جداکشتدر القاء کالوس BAPیا در ترکیب با 

.)2جدول (بودندتربرگ و هیپوکوتیل موثر
بهگستردهطوربهکالوسخشکوتروزن

قراريریگاندازهموردهاکالوسرشدازياریمععنوان
در این مطالعه، رشد کالوس در جداکشت . ردیگیم

یا در به تنهایی و BAPهاي حاوي برگ در محیط
نسبت به بقیه تیمارها D-2,4یا NAAترکیب با 

، که برعکس وضعیت )3شکل (دست آمد هبیشتر ب
ها زایی در این محیطمشاهده شده در مورد ریشه

به عبارت دیگر، به منظور دستیابی به ). 4شکل (است 
شود که عملکرد بالاي کالوس در این گیاه توصیه می

در بین ). 3شکل (ود استفاده شBAPسایتوکینیناز 
تنظیم کننده رشدي مورد استفاده، در هايترکیب
به تنهایی و یا در ترکیب با BAPهاي حاوي محیط
NAA 2,4و یا-Dزایی در هیچ کدام از ریشه

شکل (هاي برگ و هیپوکوتیل مشاهده نشد جداکشت
به تنهایی و یا در NAAهاي حاوي ولی در محیط). 4

هر دو جداکشت برگ و ترکیب با کینتین از
با توجه به نتایج . زایی مشاهده شدهیپوکوتیل ریشه

گرم بر لیتر حاوي چهار میلیB5هاي حاصل، محیط
2,4-Dگرم بر لیتر کینتین، محیط حاوي و یک میلی

و محیط فاقد هورمون NAAگرم بر لیتر میلی5/1
باشند زایی میهاي مناسبی براي ریشهمحیط) شاهد(
). 4شکل (

ها براي تقسیم و نینیها و سایتوکاکسین
ها هم در کشت سلولی و زایی سلولهمچنین ریخت

G1ها از مرحله ویژه در انتقال سلولدر گیاه کامل و به
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. ضروري هستندMبه G2و از مرحله Sبه 
هاي متعددي در گیاهان مختلف نشان داده که گزارش
ر القاي کالوس ترین فاکتور دها به عنوان مهماکسین

ها این نقش را تسهیل عمل کرده و سایتوکنین
ها با تحریک اسیدي شدن دیواره اکسین. نمایندمی

پذیريسلولی منجر به افزایش انبساط
)extensibility(از طرف دیگر، اکسین . شوندآن می

هاي رمز کننده mRNAباعث القاء رونویسی 
. دشونهاي مرتبط با رشد سلولی میپروتئین
هاي ها نیز از طریق تنظیم تولید پروتئیننینیسایتوک

طور مستقیم چرخه هاي دوك، بهدرگیر در رشته
,Stals and Inze(دهندسلولی را تحت تاثیر قرار می

2001; Richard et al., 2002; Silveria et al.,
2004(  .

يهاکالوسگروهدوبهعمدهطوربههاکالوس
.شوندیممیتقسترديهاکالوسوفشردهایمتراکم

هاي ترد براي استقرار کشت وجود کالوس
با . سوسپانسیون از اهمیت زیادي برخوردار هستند

وکوتیل در اکثر ـایج، جداکشت هیپـتوجه به نت
که در آنها از ترکیب دو هورمون B5هاي محیط

استفاده شده است، براي به نینیسایتوکاکسین و 
باشد هاي ترد مناسب میدست آوردن کالوس

). 4شکل(

هاي هاي ارزیابی رشد در کشتاز روش
و حجم سلول ) SCV(سوسپانسیون سلول گیاهی، 

,Street(باشد می) PCV(بندي شده بسته 1977.(
Hren(هرن و همکاران  et al., يامطالعهدر) 2006

Taxus x mediaیسلولونسیسوسپانکشتيرو

Rehd کهنشان دادندPCVقابلیروشعنوانبه
يجابهسلولرشديریگاندازهيبراعیسرونانیاطم
علاوه بر این، در .باشدیمسلولتروخشکوزن

و SCVکشت سوسپانسیون سلولی خشخاش ایرانی، 
PCV با تراکم سلولی ) 97/0(همبستگی بسیار بالایی

نشان داده است ) لیترتعداد سلول در میلی(
)Farjaminezhad, 2011 .(

هاي بابونه آلمانی در چهارروز عدم تکثیر سلول
ها به اول بعد از زیر کشت ناشی از سازگار شدن سلول

که اگر شرایط رشد براي طوري به. محیط جدید است
تواند تا چند سلول مناسب و بهینه نباشد این دوره می

کاهش تکثیر سلولی و در . هفته هم دوام داشته باشد
روز پس از کشت نیز 13آن حدود نهایت توقف

و ايتغذیهاصرــبه دلیل تخلیه عنممکن است 
و هاي رشد موجود در محیط کشت کنندهتنظیم

هاي ثانویه توسط همچنین تولید و ترشح متابولیت
کشت ها و در نتیجه تجمع این مواد در محیطسلول
Ryu(باشد et al., 1990; Silveira et al., 2004;

Godoy-Hernández and Vázquez-Flota, 2006(.
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که براي تهیه MSهاي حاصل از بذر کشت شده در محیط کشت پایه گیاهچه) A: زایی جداکشت برگ بابونه آلمانیکالوس- 1شکل 
زایی جداکشت کالوس) Dو Cفاقد هورمون؛ B5زایی مستقیم در جداکشت برگ در محیطریشه) B. جداکشت برگ استفاده شدند

هاي نابجا تولید شده از بافت کالوسریشه) Fو Eهاي رشد گیاهی؛ ندههاي حاوي تنظیم کنبرگ در محیط

Figure 1- Callus induction from leaf explant of German Chamomile. A) Seedlings from seeds
grown on MS basal medium for Preparation of leaf explant. B) Direct rooting of leaf explant on

hormone-free B5 medium. C, D) callus induction of leaf explants on media containing plant growth
regulators. E, F) Adventitious roots from callus tissue

-و ریشهزایی کالوس) Bهاي رشد کرده در تاریکی هیپوکوتیل گیاهچه) Aزایی جداکشت هیپوکوتیل بابونه آلمانی کالوس- 2شکل 

زایی مستقیم جداکشت ریشه) Eزایی جداکشت هیپوکوتیل کالوس)Dو Cفاقد هورمون B5هاي هیپوکوتیل در محیطزایی جداکشت
هاي بنفش حاوي آنتوسیانینکالوس) Fهیپوکوتیل 

Figure 2- Callus induction from hypocotyl explant of German Chamomile. A) Hypocotyl of
seedlings grown in the dark. B) Callus induction and rooting of hypocotyl explants on hormone-free
B5 medium. D) Callus induction of hypocotyl explaant. E) Direct rooting of hypocotyl explants. F)

Purple callus containing anthocyanin
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اي بابونه آلمانیشیشههاي رشد گیاهی بر پاسخ درون تجزیه واریانس تاثیر ریزنمونه و تنظیم کننده- 1جدول 

Table 1- Variance analysis of the effects of explant and plant growth regulators on in vitro response
of German chamomile

میانگین مربعات
MS

هاي ترددرصد کالوس
percentage of friable

callus

زاییدرصد ریشه
percentage of

rooting

زاییدرصد کالوس
Percentage of

callus induction

وزن تر کالوس
Callus fresh

weight

درجه آزادي
df

منابع تغییر
SOV

Hormonesترکیب هورمونی12**30885.98**3033.55**41.34**343.65

5604.38 **1.24 ns2614.12**2705.35 ns1ریزنمونه Explant

343.65**4.35**727.92**8553.99**12
ترکیب هورمونی× ریزنمونه 

Hormones×Explant

Errorخطا13.030.9839.84697.5678

CVضریب تغییرات49.1741.906.8721.60 (%)

ns1دار در سطح احتمال معنی**، %5دار در سطح احتمال غیر معنی%
ns: non significant, significant at the %5 and **: significant at the 1% probability level

هاي حاوي ترکیبB5هاي برگ و هیپوکوتیل بابونه آلمانی در محیط کشت زایی جداکشتمقایسه میانگین درصد کالوس- 2جدول 
%5مختلف تنظیم کننده رشد گیاهی بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال 

Table 2- Mean comparison of percentage of callus induction from leaf and hypocotyl explants of
German chamomile on B5 medium containing different combinations of plant growth regulators by

Duncan's tests at 5% probability level

زاییدرصد کالوس
Percentage of callus induction 2,4-D

(mg/lit)

NAA

(mg/lit)

Kinetin

(mg/lit)

BAP

(mg/lit)برگ
Leaf

هیپوکوتیل
Hypocotyle

00000d60.21b

00.510100a100a

01.510100a100a

0430100a100a

01.501100a100a

0403100a100a

1.503075b100a

401091.67a100a

0.5001100a100a

01.500100a100a

0001100a100a

0003100a100a

1.500063.19c100a

.  دهدنشان میرا اي دانکن آزمون چنددامنهبا درصد5دار در سطح احتمال ستونا اختلاف معنیهر حروف متفاوت در 
Different letters in each column indicate significant differences at the 5% using Duncan test.
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هاي حاوي ترکیبB5هاي برگ و هیپوکوتیل بابونه آلمانی در محیط کشت تر کالوس جداکشتمقایسه میانگین وزن- 3شکل 
دار بین ؛ حروف یکسان بیانگر عدم اختلاف معنی%5مختلف تنظیم کننده رشد گیاهی بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال 

ستدرصد ا5احتمال ها در سطحمیانگین
Figure 3- Mean comparison of callus fresh weight from leaf and hypocotyl explants of German
chamomile on B5 medium containing different plant growth regulators by Duncan's tests at 5%

probability level

هاي مختلف تنظیم کننده ترکیبحاويB5کشتدر محیطهاي بابونه آلمانی جداکشتزایی درصد ریشهمقایسه میانگین -4شکل
%5رشد گیاهی بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال 

Figure 4- Mean comparison of percentage rooting from explants of German chamomile on B5
medium containing different plant growth regulators by Duncan's tests at 5% probability level
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حاوي B5هاي برگ و هیپوکوتیل بابونه آلمانی در محیط کشت هاي ترد حاصل از ریزنمونهمقایسه میانگین درصد کالوس-5شکل 
%5هاي مختلف تنظیم کننده رشد گیاهی بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال ترکیب

Figure 5- Mean comparison of percentage of friable calli from leaf and hypocotyl explants of
German chamomile on B5 medium containing different plant growth regulators by Duncan's tests at

5% probability level

.Mهاي سلولی کشت سوسپانسیون توده) A: هاي بابونه آلمانی در کشت سوسپانسیونرشد سلول- 6شکل  chamomilla L.B (
یسلولتراکمشیافزااثربرکشتطیمحرنگرییتغ

Figure 6- German chamomile cell growth in suspension culture: A) Masses cell suspension culture
of M. chamomilla L. B) Discoloration caused by high cell density
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و یک میلی گرم D-2,4میلی گرم بر لیتر 5/1حاوي MSمنحنی رشد کشت سوسپانسیون بابونه آلمانی در محیط کشت - 7شکل 
بر لیتر کینتین

Figure 7- Suspension culture growth curve of German Chamomile on MS medium supplemented
with 1.5 mg/l 2,4-D and 1 mg/l Kin
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Abstract

German chamomile (Matricaria chamomilla L.) is one of the most important medicinal
plants that its essential oils used in different medicinal industries. In this study which was
carried out in 2013 growing season at the Faculty of Agricultural Sciences of the University
of Mohaghegh Ardabili, the in vitro response of leaf and hypocotyl explants of German
Chamomile in B5 medium supplemented with different levels of plant growth regulators
including 2,4-D, naphthalene acetic acid (NAA), kinetin and 6-benzylaminopurine (BAP)
were investigated in a factorial experiment based on completely randomized design (CRD). In
addition, cell suspension cultures were established and characterized. Hypocotyl and leaf
explants exhibited cell proliferation and produced callus within 1-2 weeks. The highest fresh
weight of the callus (264.1 mg) was produced by leaf explants in the medium supplemented
with 0.5 mg/l 2,4-D and 1 mg/l BAP. However, the leaf explants cultured on medium
containing 1.5 mg/l 2,4-D showed the lowest cell proliferation and callus yield (40.42 mg).
The highest percentage of root induction from leaf explants (58.73%) was observed on the
medium containing 4 mg/l 2,4-D and 1 mg/l Kin, and from hypocotyl explants (48.61%) was
observed on medium supplemented with 1.5 mg/l NAA. The 42.22% of calli derived from
hypocotyl explants on B5 medium supplemented with 4 mg/l NAA and 3 mg/l BAP, were
friable. Cell suspension cultures of German chamomile were established by transferring of
hypocotyl-derived friable calli into the MS medium supplemented with 1.5 mg/l 2,4-D and 1
mg/l kinetin. The growth curve of cell proliferations started 4 days after culture and continued
to grow until day 13th, where the cells entered stationary phase.
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