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Anthemis hyalinaهاي هوایی گیاه دارویی بابونه شفاف (باززایی اندام DC.(
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چکیده
هاي پوستی و آکنه مورد استفاده عنوان ضد آلرژي و همچنین درمان خارشهبابونه شفاف یکی از گیاهان دارویی مهم بوده و ب

ابی به تیمار یگیرد. تا کنون گزارشی در ارتباط با کشت درون شیشه این گونه وجود نداشته و این مطالعه با هدف دستقرار می
هاي رشد کنندهدر تحقیق حاضر اثر تنظیمت.هاي هوایی براي نخستین بار انجام شده اسهورمونی بهینه جهت باززایی اندام

هاي هوایی بر القاء کالوس و باززایی اندام)گرم در لیترمیلیصفر، 3 ،1(BAگرم در لیتر) و میلیNAA)5/1 ،5/0 ،1/0 ،0گیاهی 
هاي برگ و جنین نابالغ مورد بررسی قرار گرفته است. این تحقیق بصورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح پایه کاملاً در ریزنمونه

روي صفات 01/0ها را در سطح دار تمام فاکتورهاي اصلی و اثرات متقابل آننتایج اثرات معنیتصادفی با چهار تکرار انجام شد. 
گرم در لیتر میلی1هاي هوایی در ریزنمونه برگ و تیمار هورمونی شترین فراوانی باززایی اندام. بیاندازه گیري شده نشان دادند

BAگرم در لیتر میلی3هاي هوایی مشاهده شد. در ریزنمونه جنین بهترین تیمار هورمونی براي باززایی اندامBA.بود
ي هوایی، ریزنمونه جنینهاکلیدي: بابونه شفاف، القاء کالوس، باززایی اندامهايواژه

قدمهم
Anthemis hyalinaبابونه شفاف ( DC. به خانواده (

گونه 130که شامل 1چتریان تعلق دارد. جنس آنتمیس
دار ناحیه مدیترانه بوده، اما بعضی باشد، یکی از گیاهان گلمی

هاي آن در جنوب غرب آسیا و جنوب آفریقا یافت از گونه
ها گونه وجود دارد که در بین آن39یران حدود شوند. در امی
هاي ). تعدادي از گونه23،28باشند (گونه بومی ایران می15

). 47گیرند (این جنس در طب سنتی مورد استفاده قرار می
بابونه معمولاً براي رفع دل درد و مشکلات دستگاه گوارش 

ورمی گیرد. همچنین داراي اثرات ضد تمورد استفاده قرار می
). 29ها را کاهش دهد (تواند زمان بهبود زخمبوده و می

هاي مختلف جنس مطالعات قبلی اثر ضد میکروبی گونه
عنوان ضد ه). بابونه شفاف ب45کنند (آنتمیس را تأیید می

هاي پوستی و آکنه مورد استفاده آلرژي و براي درمان خارش
.Aاسانس). خواص ضد التهابی و مسکن21،24گیرد (قرار می

Nobilis) گزارشاتی نیز 36در موش نشان داده شده است .(
هاي ضد میکروبی و لارو کشی اسانس در ارتباط با فعالیت

وجود دارد A. melampodinaو A. xylopodaهاي گونه
). ترکیبات اصلی موجود در عصاره بابونه شفاف 45، 11(

). 39باشد () می9/30(% 3) و آلفا پینن4/38(% 2کارواکرول
هاي بابونه ها و گلترکیب شیمیایی اسانس حاصل از برگ

وGC4آوري شده از استان قزوین توسط شفاف جمع
GC-MS5 مورد آنالیز قرار گرفته است. سیس کریسانتمیل

) و 7/1و % 6/11(% 7)، کامفور8/17و % 9/14(% 6استات
بات ترین ترکیترتیب اصلی) به9/16و % 6/3(% 8میرسن

). مطالعات فیتوشیمیایی 41ها بودند (ها و برگاسانس گل
هاي آنتمیس منجر به جداسازي سزکوئی ترپن تعدادي از گونه

.A. اسانس )3،20،42(و فلاوونوئیدها شده است9هالاکتون
nobilis % 19رسد (ها میوزن خشک گل75/1که تا ،(

باشد پائین میشامل میزان بالایی از استرهاي با وزن مولکولی
اي از کل استرهاي موجود در اسانس گیاه را که سهم عمده

) اسانس85ترین اجزاي (% دهد. اصلیتشکیل می
A. nobilisهاي اکسید شده و ترپن،10هاي هیدروکربنیترپن

باشد می12و اسید آنجلیک11استرهاي اسید تري گلایسیک
ص دارویی این ). در منابع علمی گزارشاتی در مورد خوا17(

گونه از جمله خواص تسکین دهندگی بدلیل وجود استرها 
)، سزکوئی 1،6(13فلاوونوئیدها)، ضد التهابی ناشی از 22(

)، ضد انقباض و تشنج 14(14ها) و آزولن12ها (ترپن لاکتون
)، فعالیت ضد باکتریایی بدلیل 7(16و لوتئوساید15ناشی از آپین

) و سمیت سلولی بدلیل 35ها (نوجود سزکوئی ترپن لاکتو
اپوکسی - 10و1و مشتقات آن مثل 17حضور نوبیلین

) وجود دارد. تجمع 17(19دهیدرونوبیلین- 3و 18نوبیلین
هاي هوایی گیاه منحصر به بخشA. nobilisاسانس در

در غدد و Chamomilla recutita). اسانس 9،10باشد (می
20هايها و کوماریننیابد. ترپهاي ترشحی تجمع میسلول

که از مهمترین 21مختلف و همچنین اسیدهاي فنولیک
ها باشند، در غدد ترشحی موجود در گلترکیبات دارویی می

). سزکوئی ترپن هیدروکربنی 31،32،33شوند (یافت می
ترکیبی با ویژگی ضد التهابی بالا، در زمان تقطیر ،22چامازولن

شود. همچنین عصارهتولید می23ها از ماتریسینگل
A. nobilis در محصولات آرایشی، شامپوها، رنگ مو، خمیر
).37(گیردها مورد استفاده قرار میها و ژلدندان، کرم

هاي ازدیادي گونهتحقیقاتی در زمینه کشت بافت و ریز
هاي مختلف صورت گرفته نمونهمختلف بابونه با استفاده از ریز
از قطعات برگ و ساقه بعنوان است. در اغلب این مطالعات

ریزنمونه جهت القاء کالوس استفاده شده است. ریچلینگ و 
اي بر روي القاء کالوس در دو واریته بابونه با ) مطالعه30بکر (

گرم میلی45/0تغییر یافته حاوي MSاستفاده از محیط کشت 
) موفق 34انجام دادند. ریچلینگ و همکاران (NAAدر لیتر 
در BK2هاي هوایی واریته کالوس در قطعات اندامبه القاء

گرم در لیتر میلی5تغییر یافته حاوي MSمحیط کشت 
NAA گرم در لیتر میلی5/2وKin شدند. پاسامونتی و

) یک پروتکل موفق را جهت القاء کالوس و ریز25همکاران (
MSازدیادي پنج واریته بابونه را با استفاده از محیط کشت 

گرم در لیتر میلی47/2و NAAگرم در لیتر میلی01/0وي حا
Kin) القاء 1999). کنتزیوس و میخائیلاکیس (25ارائه دادند (

1- Anthemis 2- Carvacrol 3- α-pinene 4- Gas chromatography 5- Gas chromatography mass spectrometry
6- Cis-chrysanthemyl acetate 7- Camphor 8- Myrcene 9- Sesquiterpene lactones
10-Hydrocarbonicterpenes 11- Triglicic acid 12- Angelic acid 13- Flavonoids 14- Azulenes
15-Apins 16- Luteoside 17- Nobilin 18- 1,10-epoxynobilin
19- 3-dehydronobilin 20- Coumarins 21- Phenolic acids 22- Chamazulene 23-Matricine

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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96/4حاوي MSزایی را در محیط کشت کالوس و جنین
Kinگرم در لیتر میلی47/2و NAAگرم در لیتر میلی

نابجا هاي). در مطالعه دیگري تشکیل جوانه15گزارش دادند (
هاي برگ بابونه وحشی هاي هوایی در ریزنمونهو ایجاد اندام

و NAAگرم در لیتر میلی19/0حاوي MSدر محیط کشت 
). 8گزارش شده است (BAگرم در لیترمیلی1تا 23/0

هاي مختلف اکسین را بر ) اثر غلظت42صیادي و همکاران (
ف بابونه مورد هاي مختلالقاء کالوس و رشد آن در ریزنمونه

گرم در لیتر میلی1ها دریافتند که تیماربررسی قرار دادند. آن
NAA گرم در لیترمیلی1وKin بهترین تیمار جهت القاء

اند هاي مختلف بابونه بوسیله بذر تکثیر شده. گونهکالوس بود
اما مقدار متابولیت ثانویه تولید شده کم بوده و تولید آن کارامد 

) و نیازمند نیروي انسانی و زمان زیادي است. کشت 2(نیست
عنوان یک روش مطمئن براي تولید هبافت گیاهی اغلب ب

). 18گیرد (هاي ثانویه با ارزش مورد استفاده قرار میمتابولیت
بنابراین مطالعه کشت بافت گیاهی جهت اصلاح نباتات و 

انسیون هاي ثانویه از کشت سوسپتولید و استخراج متابولیت
ضروري است. 

اي بر روي کشت بافت با توجه به اینکه تا کنون مطالعه
Anthemis hyalinaبابونه شفاف ( DC. صورت نگرفته (

هاي ها و غلظتاست، این تحقیق با هدف بررسی اثر ریزنمونه
هاي هوایی هورمونی مختلف بر القاء کالوس و باززایی اندام

انجام شده است. این گونه براي نخستین بار

هامواد و روش
5/1بذور بابونه در محلول هیپوکلریت سدیم %

دقیقه ضدعفونی سطحی شده و سه 15(وزنی/حجمی) بمدت 
مدت ه بار با آب مقطر استریل شستشو داده شد. سپس بذرها ب

پایه و در تاریکی کشت شدند. MSیک هفته در محیط کشت 
pH 8محیط کشت با %تنظیم شد و8/5محیط کشت

حجمی) آگار جامد سازي شد. استریل کردن محیط (وزنی/
. دقیقه صورت گرفت15بمدت C121°کشت در دماي 

انتهاي بذور با اسکالپل برش داده شده و جنین نابالغ با فشار 
بر وسط بذر خارج گردید و قسمت هیپوکوتیل آن و همچنین 

عنوان ریزنمونه ههاي استریل بقطعات برگ حاصل از گیاهچه
NAAهاي رشد گیاهی کنندهمورد استفاده قرار گرفتند. تنظیم

صفر، 3 ،1(BAگرم در لیتر) و میلیصفر، 1/0، 5/0، 5/1(
گرفتند. این تحقیق ) مورد استفاده قرار گرم در لیترمیلی

بصورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با 
هاي استریل دیشها در پتريونهچهار تکرار انجام شد. ریزنم

لیتر محیط کشت قرار داده شده و پس از مهر میلی25حاوي 
ساعت 16و فتوپریود C2±25°و موم با پارافیلم در دماي 

30μروشنایی ( moles m-2 s-1 ساعت تاریکی نگهداري 8) و
ها واکشت شده و در نهایت هفته کالوس4-6شدند. بعد از 
ها القاء کالوس و باززایی رخ داده ایی که در آنهتعداد ریزنمونه

SASافزار ها با استفاده از نرمشمارش گردید. آنالیز داده
ها با استفاده از آزمون چند صورت گرفت. مقایسه میانگین

انجام شد.01/0اي دانکن با احتمال خطاي دامنه

و بحثنتایج
هوایی در ریزنمونه هاي آغاز القاء کالوس و باززایی اندام

روز پس از کشت و در تیمار 48و 12جنین نابالغ بترتیب 
الف و ب). این - 1گرم در لیتر رخ داد (شکل میلی3هورمونی 

روز بعد از کشت ریز90و 15برگ، بترتیب در ریزنمونهوقایع
گرم در لیتر رخ داد (شکل میلی1ها و در تیمار هورمونی نمونه

دار تمام فاکتورهاي دست آمده تأثیر معنیایج بهج و د). نت- 1
روي صفات 01/0ها را در سطح اصلی و اثرات متقابل آن

ها در تیمارهاي گیري شده نشان دادند. اندازه کالوساندازه
طور کلی رشد کالوس در تیمارهاي همختلف، متفاوت بود. ب

وس و فاقد سیتوکینین کم بود. بالاترین فراوانی القاء کال
گرم در میلی1هاي هوایی در غلظت متوسط (باززایی اندام

5/0). در غلظت متوسط (1مشاهده شد (جدول BAلیتر) 
، بالاترین فراوانی القاء کالوس بدست NAA) گرم در لیترمیلی

هاي اثر منفی بر باززایی اندامNAAآمد. در هر صورت حضور 
ترتیب ه و برگ بهاي جنین نابالغ نمونههوایی داشت. ریز

هاي هوایی و القاء کالوس داراي بیشترین فراوانی باززایی اندام
). در ارتباط با ریزنمونه جنین نابالغ، بالاترین 1بودند (جدول 

گرم در میلی5/0فراوانی القاء کالوس در محیط کشت حاوي 
مشاهده شد. بهترین BAگرم در لیترمیلی1و NAAلیتر

هاي هوایی در محیط کشت داراي یی اندامپاسخ از جهت باززا
). در ریزنمونه 2مشاهده شد (جدول BAگرم در لیترمیلی1

گرم در میلی5/0برگ بالاترین فراوانی القاء کالوس در تیمار 
بدست آمد. بیشترین BAگرم در لیترمیلی3و NAAلیتر

د رخ داBAگرم در لیترمیلی1هاي هوایی در باززایی اندام
).2(جدول 
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هاي هوایی (د) هاي هوایی (ب) در ریزنمونه جنین بابونه شفاف. القاء کالوس (ج) و باززایی اندامآغاز القاء کالوس (الف) و باززایی اندام-1شکل 
نمونه برگ بابونه شفافدر ریز

Figure 1. Initiation of callus induction (a) and shoot regeneration (b) in embryo explant of Anthemis hyalina DC.
Callus induction (c) and shoot regeneration (d) in leaf explant of Anthemis hyalina DC.

ها القاء کالوس و باززایی رخ داده استهایی که در آنریزنمونهتعداد مقایسه میانگین اثرات فاکتورهاي اصلی بر - 1جدول 
Table 1. Mean comparison of main factors effects on the number of explants with callus induction and regeneration

ریزنمونهگرم در لیتر)(میلیBAگرم در لیتر)(میلیNAAصفات
جنینبرگ01/05/05/1013

d42/2c67/3a63/4b04/4b78/1a75/4a53/4a98/3b40/3کالوس
a58/1b00/0b00/0b00/0c00/0a75/0b44/0b19/0a60/0ززاییبا

دهدنشان می01/0دار را در آزمون چند دامنه اي دانکن با سطح احتمالستون حروف مشابه عدم تفاوت معنیهردر

هاي زایی در بسیاري از گونهمطالعاتی در زمینه اندام
مختلف صورت گرفته هاي نمونهآنتمیس با استفاده از ریز

). تا کنون هیچ گزارشی در مورد باززایی درون شیشه 4است (
Anthemis hyalinaبابونه شفاف ( DC. وجود ندارد. مطالعه (

حاضر اولین مورد در ارتباط با کشت بافت این گونه با استفاده 
باشد. در این تحقیق اثر هاي برگ و جنین مینمونهاز ریز
بر BAو NAAهاي رشد کنندهمهاي مختلف تنظیغلظت

هاي هوایی مورد مطالعه قرار روي القاء کالوس و باززایی اندام
هاي گیاهی و نوع ها به ترکیب هورمونگرفت. پاسخ کشت

ریزنمونه مورد استفاده بستگی دارد. القاء کالوس در اکثر 
تیمارهاي هورمونی مشاهده شد. استفاده همزمان هورمون 

ن اثر بهتري نسبت به استفاده از اکسین تنها اکسین و سیتوکین
NAAبر روي القاء کالوس داشت. از سوي دیگر هورمون 

نقش بازدارنده باززایی را داشت. این نتایج با تعدادي از 
مطالعات قبلی در ارتباط با کشت بافت بابونه مطابقت دارد. 

یا NAA) نشان دادند که اگر چه 32ریچلینگ و بیدربک (
2,4-Dگیرند، عمولاً براي القاء کالوس مورد استفاده قرار میم

باشد. پاسامونتی افزودن کینتین براي رشد کالوس ضروري می
گرم در میلی6/0(در غلظت BA) سیتوکینین 25و همکاران (

) را براي القاء NAAگرم در لیتر میلی01/0لیتر همراه با 
رار دادند. همچنین کارامد کالوس از بذور بابونه مورد استفاده ق

گرم در میلی5/0) نشان دادند که 30ریچلینگ و بکر (
نمونه دارد. اثر منفی بر تمایز برگ و ساقه از ریزNAAلیتر

BAو NAAهاي نتایج نشان داد که با افزایش غلظت
ها و القاء گرم در لیتر، رشد ریزنمونهمیلی1و5/0بترتیب به 

هاي بالاتر اثر مثبتی نداشته و تکالوس افزایش یافته اما غلظ
حتی باعث کاهش تولید کالوس گردید. این مشاهدات با نتایج 

). در این مطالعه از 31،34مطالعات دیگر نیز تطابق دارد (
هاي هوایی در ریزبراي باززایی اندامBAسیتوکینین 

عنوان ههاي بابونه شفاف استفاده گردید. این هورمون بنمونه
هاي مختلف خانواده ین مؤثر در باززایی گونهیک سیتوکین

احتمالاً پرBA).5،13،27،38چتریان ارزیابی شده است (
ازدیادي ترین سیتوکینین براي ریزکاربردترین و مطمئن

و کارایی آن در ریزازدیادي ) 40،44،46گیاهان است (
Anthemis nobilis با استفاده از کشت جوانه جانبی به اثبات

هاي هوایی از ). در مطالعه حاضر باززایی اندام9ست (رسیده ا
هاي برگ و جنین نابالغ بابونه شفاف ریزنمونه

)Anthemis hyalina DC. مورد بررسی قرار گرفته است (
سازي این گیاه دارویی تواند براي تکثیر و تراریختکه می

هاي مهم مورد استفاده قرار گرفته و امکان تکثیر سریع کلون
هاي خابی و افزایش تولید ترکیبات دارویی را با روشانت

مهندسی ژنتیک فراهم نماید. 
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Table 2. Mean comparison of interactions between explant type and different concentrations of hormones on callus

induction and regeneration of Anthemis hyalina DC.
نمونه باززایی شدهتعداد یانگینم کالوستعداد یانگینم )یتردر لگرمیلی(مNAAغلظت یزنمونهر BAغلظت

)یتردر لگرمیلی(م
c00/0 d00/0 0

جنین

0

c00/0 b25/4 1/0
c00/0 b00/4 5/0
c00/0 d25/1 5/1
c00/0 d00/0 0

برگ
c00/0 d25/1 1/0
c00/0 d00/1 5/0
c00/0 c50/2 5/1
a75/3 b75/3 0

جنین

1

c00/0 b00/4 1/0
c00/0 a00/6 5/0
c00/0 b25/4 5/1
b25/2 b25/4 0

برگ
c00/0 b25/4 1/0
c00/0 a75/6 5/0
c00/0 b75/4 5/1
a50/3 c50/3 0

جنین

3

c00/0 c75/2 1/0
c00/0 c25/2 5/0
c00/0 b75/4 5/1
c00/0 c00/3 0

برگ
c00/0 a50/5 1/0
c00/0 a75/7 5/0
c00/0 a75/6 5/1

.دهدنشان می01/0اي دانکن با سطح احتمالدامنهدار را در آزمون چند ستون حروف مشابه عدم تفاوت معنیدرهر
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Abstract
Anthemis hyalina DC. is one of the most important herbal medicine plants and is used for

anti-allergy and curing skin rashes or acne. To date there is no report for in vitro culture of this
species and the present study was performed for the first time with the aim of obtaining the
optimized treatment for shoot regeneration. In this research the effect of different plant growth
regulators NAA (0, 0.1, 0.5, 1.5 mg L-1) and BA (0, 1, 3 mg L-1) on callus induction and shoot
regeneration in leaf and immature embryo explants was investigated. This experiment has been
carried out as factorial in a completely randomized design with four replications. The results
showed the significant effects of all main factors and interactions on measured traits in 0.01
probability level. The highest frequency of shoot regeneration for leaf explant was observed on
the medium containing 1 mg L-1 BA. In embryo explant the best treatment for shoot
regeneration was 3 mg L-1 BA.

Keywords: Chamomile, Callus induction, Embryo explant, Shoot regeneration
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