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و تکثیر درونشاخهبررسی و انتخاب ترکیب هورمونی مناسب جهت باززائی 
اي گیاه ریحانشیشه

3کاظمی تبارو 2غلامعلی رنجبر، 1صادقیانسحر

دهیچک
گونه  گیاهی غنی این . است) Lamiaceae(متعلق به خانواده نعناع )L.Ocimum basilicum(ریحان

ق حاضر یتحق.ري است و در صنعت داروسازي و عطرسازي بسیار با ارزش استهاي معطر ضرواز روغن
ط درونیافته در شرایاه رشدیاز گحاصلیزنمونه برگیحان با استفاده از ریاه ریکشت بافت گروي 

در 1388تکرار در سال 5آزمایش حاضر به صورت طرح کاملاً تصادفی در . متمرکز شده استياشهیش
درجهت القاء کالوس یبرگيهازنمونهیر.کشاورزي و منابع طبیعی ساري اجرا شددانشگاه علوم

D-2,4و ) 1-mgl1 ،0(BAPمختلف يهاهمراه با غلظت) MS(ک و اسکوگ یه موراشیط کشت پایمح

)1 -mgl1 ،5/0 ،0 (منظور باززائی به محیط کشت ها بهپس از آن کالوس.قرار گرفتندMS همراه با
بالاترین . منتقل شدندNAAهورمون mgl2/0-1در ترکیب با ) 1، 3وmgl5- 1(در سطوح BAPهاي مونهور

. بدست آمدmgl2/0NAA- 1در ترکیب باmgl1BAP- 1نگین شاخه در محیط حاويامی

شاخه، هورمون گیاهی باززائی، ی، ریزنمونه برگ)L.Ocimum basilicum(ریحان: هاي کلیديواژه

مقدمه
اه یگ) L.Ocimum basilicum(حانیر

کساله و متعلق به خانواده نعناع یو یعلف
)Lamiaceae (است.

گونه است و 30شامل Ocimumجنس 
مهمترین گونه basilicumان آنها گونه یدر م

اقتصادي بوده است و امروزه به صورت تجاري 

در کشورهاي فرانسه، مجارستان، آمریکا 
، هند، اسپانیا، مصر، پاکستان، )کالیفرنیا(

اندونزي، مراکش و تقریبا در تمام نقاط گرم و 
).9،10،19(شود معتدل کشت و کار می

يمعطر ضروريهااز روغنیغنیاهیگونه گنیا
اریبسيو عطرسازياست و در صنعت داروساز

، یخوراکیاهیحان گیر. ارزش استبا

آموخته کارشناسی ارشد و دانشیار، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريدانش- 3و 1
)a.ranjbar@sanru.ac.ir:  نویسنده مسوول(دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري،،دانشیار-2

10/8/91: تاریخ پذیرش12/6/90: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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. )13،17(ور استآبر و عرقضدانگل، تب
د یتولیش توانائیها، پوست و برگهاشهیر
ت ـیش خاصـیذرهاـب. دــد دارنـیانـیس

دارنديآورو عرقي، ادرارآوریدهندگنیتسک
ار پربرگ، یحان بسیريتجاريهاتهیوار. )17(

خوش يو ارتفاع بلند و بویرنگيهاگليدارا
ازیحان منبع غنیبنفش ريهاتهیوار. هستند
د یاز آنها شاياریها هستند و بسنیانیآنتوس

).13(دانها باشند یاکسیک منبع بالقوه از آنتی
ی و ــري ژنتیکـذیـه تغییرپـدکـهرچن

هاي بیوشیمیایی مشکل اساسی ناهماهنگی
هاي نعناع براي اهداف دارویی استفاده از گونه

ریحان با توجه به اینکه تکثیر).18(است
شود و ث ایجاد تنوع در نسل میبوسیله بذر باع

به دلیل اینکه این گیاه دگرگشن است بنابراین
توان گیاهان یکنواخت براي مصارف نمی

اي یک شیشهکشت درون. صنعتی تولید کرد
هاست و براي راه مؤثر براي تکثیر سریع گونه

بدست آوردن یک نسل یکنواخت ضروري 
ها کدر نتیجه سود استفاده از این تکنی. است

براي بدست آوردن گیاهان عطري و داروئی 
). 17(داري افزایش پیدا کرده است معنیبطور 

کشت بافت گیاهی عبارت است از کشت 
بافت، اندام، (اي اجزاي گیاهی شیشهدرون

، در)ول، پروتوپلاستـــسلکـجنین، ت
. هاي غذائی و تحت شرایط استریلمحیط

لول گیاهی حتی هاي جانوري، سسلولبرخلاف 
در مراحل پیشرفته بلوغ و تمایز، در صورتیکه 
سیستم غشائی و هسته آنها سالم و فعال باشد، 
توانائی تغییر به حالت مریستمی و نمو به گیاه 

بنابراین هر قسمت از یک گیاه . کامل را دارد
ممکن است در شرایط مناسب و ویژه بتواند 

د تولی). 5(یک جنین کامل ایجاد نماید 
هاي منفرد گیاهان کامل از پروتوپلاست، سلول

پذیر است و قطعات کوچکی از بافت گیاه امکان
هاي گیاهی داراي خاصیت زیرا سلول

به این معنی که ). 7(هستند 1پتنسیتوتی
سلول گیاهی در شرایط کشت مناسب و در 

ریزي شده قابلیت تشکیل یک دوره برنامه
یاه تولید شده گ. گیاهان کامل جدید را دارد

باززائی گیاه از . همانند گیاه مادري اولیه است
طریق کشت بافت در حال حاضر یک فرایند 
ضروري و اساسی  در بیوتکنولوژي و اصلاح 

امروزه براي تکثیر . رودنباتات بشمار می
غیرجنسی بسیاري از گیاهان زراعی و باغی  

هائی نظیرریزنمونه.)5(شوداستفاده می
اي بالغ، ریشه، ساقه، دمبرگ و اجزاي هبرگ

توانند با موفقیت براي تولید گیاهچه گل، می
. زائی مورد استفاده قرار گیرندبه روش اندام

،فصل، سن و وضعیت فیزیولوژیکی گیاه والد
ها محیط کشت پایه و ترکیب مناسب هورمون

هاي سلولی زائی از کشتنیز در موفقیت اندام
ترین ها جزو مهمتوکنینسی). 21(اندسهیم
هاي رشد براي باززائی محسوب کنندهتنظیم

)BAP(پورینآمینوبنزیلدر بین آنها. شوندمی
باشد و مؤثرترین سیتوکنین مورد استفاده می

در درجات بعدي قرار دارند 2ipکینتین و 
افزودن هورمون اکسین، روند تکثیر). 21(

اما اگر بخشدهاي جانبی را تسریع نمیساقه
به مقدار کم استفاده شود اثر بازدارنده مقادیر 

هاي جانبی زیاد سیتوکنین بر رشد طولی ساقه
ها را به را خنثی نموده و روند رشد ساقه

زمانی که ). 18(دهد وضعیت عادي برگشت می
ه مورد نیاز است، غلظت پائین سارتکثیر شاخ

1- Totipotancy
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اکسین اغلب در هماهنگی با سطوح بالاي 
).21(کنین سودمند است تویس

اي روي شیشهدر بسیاري از مطالعات درون
از basilicumهاي نعناع، از جمله جـنس  گونه

، سـاقه هاي متعددي مثل قطعات گرهریزنمونه
هـاي جـانبی  هاي جوان و جوانهآذین، گلبرگ

و اسـکالا ). 3،4،14،18،20(استفاده شده است
اعلام کردند که در 2006در سال ویسوکینکا

خـانواده  کشت گیاه مریم گلی یا سالویا که هم
ها را از محیط گیاه ریحان است بیشترین شاخه

9/2و BAمـول  میکـرو 9/8حاوي MSکشت
هــا را از و بیشــترین ریشــهIAAمــولمیکــرو

ــه  ــیط ریشـــ ــاوي  محـــ ــی حـــ 5/0دهـــ
ــرو ــول میک ــد NAAم در ).21(بدســت آوردن

بـر  2005در سـال  باسـو پژوهشی که آندرد و 
ــه    ــطوخودوس ک ــاه اس ــت گی ــت باف روي کش

خـانواده گیـاه ریحـان اسـت انجـام دادنـد،       هم
MSدهی محـیط کشـت   بهترین محیط شاخه

و BAدر لیتـر هورمـون   گـرم میلـی 1حـاوي  
دهی محیط کشت حـاوي  بهترین محیط ریشه

در ایــن . معرفــی شــده اســتNAAهورمــون 
جــانبی هــاي هــاي جوانــهگــزارش از ریزنمونــه

.)1(استفاده شد
ات ب ـیترکیق حاضر بـا هـدف بررس ـ  یتحق
جهـت  MSط کشـت  یمحمناسب در یهورمون

.باززائی گیاه ریحان انجام گردید

هامواد و روش
بذرهاي ریحانابتدا:ضدعفونی بذور

)L.Ocimum basilicum( دقیقه 15حدود
در آب خیسانده شدند که پس از این مدت 

. مانند دور آنها شکل گرفتابیک لایه لع
مدت به% 70سپس در اتاقک استریل با اتانول 

مرتبه با آب 3دقیقه ضدعفونی شده بعد 1
ثانیه شستشو داده 30مقطر و هر بار به مدت 

شدند و در ادامه در محلول کلرید جیوه 
دقیقه قرار گرفتند و سپس 2به مدت % 01/0
دت یک مرتبه با آب مقطر و هر بار به م3

در آخر بذور در محلول . دقیقه شسته شدند
دقیقه قرار 5به مدت % 15هیپوکلریت سدیم 
2بار با آب مقطر و هر بار 3گرفتند و باز هم 

منظور در مرحله آخر به. دقیقه شسته شدند
تهیه گیاهچه استریل، بذور ضدعفونی شده بر 
روي کاغذ صافی استریل قرار گرفتند تا کاملا 

MSسپس در محیط کشت .خشک شوند

ساکاروز، % 3ل شده با یتکم(بدون هورمون 
تول و ینوزیوایمmgl100-1آگار، درصد 7/0

pH8/5 (درب ظروف کشت با . کشت شدند
تحت پارافیلم مسدود شده و به انکوباتور 

ساعت تاریکی 8ساعت روشنائی و 16شرایط 
منتقل گراددرجه سانتی26±2و درجه حرارت

.گردیدند
هاي از گیاهچهجوان يهابرگ:وسکالالقاي 

روزه جدا شده و 12اي شیشهبذري درون
با MSمحیط کشت پایه درزنمونه یعنوان ربه

گرم در لیتر آگار7گرم در لیتر ساکاروز، 30
1-mgl100 هورمون به همراه میواینوزیتول

2,4-D 1(در سه سطح-mgl1 ،5/0 ،0 ( و
BAP 1(در دو سطح-mgl1 ،0 ( کشت شدند

تیمار مختلف را تشکیل 6در مجموع که
کشت قبل از اتوکلاو، با هايمحیطpH.دادند

6یک نرمال روي عدد NaOHاستفاده از 
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هاي کشتمحیطضدعفونی تنظیم گردید و 
گراد سانتیدرجه121توسط اتوکلاو در دماي 

پس از . صورت گرفتkgcm-25/1و در فشار 
درب ظروف با پارافیلم ها،مونهریزنکشت

درجه 25±2مسدود شده و در دماي 
در روز 45به مدت در اتاقک رشد گراد سانتی

. تاریکی قرار گرفتند
کشت سازي محیطمنظور بهینهبه:یباززائ

حاصل از يهاکالوساین آزمایش، باززائی در
شامل یط کشت باززائیبه محها ریزنمونه

در BAPهورمون يحاوMSط کشت یمح
ب بایدر ترک) 3،1وmgl5-1(سطوح 

1-mgl2/0 هورمونNAA بود، منتقل شدند و
ساعت 16يانکوباتور با دوره نوردرسپس 
25±2يدر دمایکیساعت تار8و یروشنائ

روز که گیاهان باززا 30پس از .قرار گرفتند
جهت تولید ریشه خوبی پیدا کردند،شده رشد 

بدون هورمون منتقل MSبه محیط کشت
دهی سریعتر انتهاي ظروف ریشهجهت.شدند

آلومینیومی پوشیده شدند تا کشت با فویل 
. ها فراهم گرددشرایط تاریکی براي رشد ریشه

5در در قالب طرح کاملاً تصادفی آزمایش
در دانشگاه علوم 1388در سال تکرار 

اجرا گردید و کشاورزي و منابع طبیعی ساري 
هاي آزمایشی دادهاي تجزیه و تحلیل بر

آماري افزار آوري از نرممختلف پس از جمع
SPSSها استفاده شد و مقایسه میانگین داده

.انجام گرفتبه وسیله آزمون دانکن

ج و بحثینتا
روز در محیط 2ها بعد از گذشت ریزنمونه

1بعد از . دهی، بتدریج متورم شدندکالوس
.زائی کردندها بطور کامل کالوسهفته ریزنمونه

کشت حاصل از محیطيهاان کالوسین میاز ا
ی و ـبه تنهائmgl1BAP-1اوي  ــح
1-mgl12,4-D به تنهائی که بیشترین وزن را

با سطوح یط کشت باززائیبه محداشتند 
در حدود یک . منتقل شدندیمختلف هورمون

ی، با ماه پس از انتقال کالوس به محیط باززائ
مشاهده شدن نقاط سبز رنگ در کالوس، 
باززائی القا و سپس پریموردیاي برگی تشکیل 

تجزیه نتایج حاصل از 1جدول . )1شکل (شد
BAPسطوح مختلف هورمون تأثیر واریانس 

.دهدنشان میO. basilicumدر باززائی گیاه 
تیمار سطوح مختلفاثر حاصل،نتایج بر اساس 

داد شاخه در سطح بر تعBAPهورمونی 
بیشرین میانگین . دار بودمعنی% 1احتمال 

هايتیمارباززائی شاخه به ترتیب در 
و) mgl1BAP ،)14/4-1هورمونی

1-mgl3BAP)63/3(ساها و . بدست آمد
دهی در گیاههمکاران در مرحله شاخه

Ocimum kilimandscharicum نیز با
از و با استفادهبکارگیري ریزنمونه گره 

1-mgl1BAP، بیشترین میزان باززایی
علت . )16(گزارش کردندرا)05/0±09/6(

ن گزارش با یدر ایدهن شاخهیانگیتفاوت در م
نوع تواند مربوط به تفاوت در یق حاضر میتحق
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. باشدبکارگرفته شده،نوع هورمون و زنمونه یر
دهی را سینگ و سگال نیز محیط بهینه شاخه

محیط حاويOcimum sanctumدر گیاه 
1-mgl1BAPگزارش . )20(معرفی کردند

مبنی بر باسوآندرد و زینقنتی و همکاران و
عنوان بهmgl1BAP-1بیان محیط حاوي

نعنا دهی به ترتیب در بهترین محیط شاخه
خانواده گیاه و گیاه اسطوخودوس که همفلفلی

کندریحان هستند نیز این نتیجه را تأیید می
ز یگر دنیل و همکاران نیدیدر پژوهش.)1،5(

بهترین نتیجه را از تیمار ریحاندر گیاه

ن شاخه یانگیمباmgl1BAP-1هورمونی
ن تفاوت یبا ا. )2جدول (گرفتند23/0±8/23

ن استفاده شده در گزارش یکه هورمون اکس
زنمونه به کار گرفته یو رmgl5/0IAA-1آنها

تواند به اوت مینتایج متفکه )6(شده گره بود
نوع ریزنمونه، نوع هورمون بکار رفته نسبت 

يگره دارايهازنمونهیراز آنجا که ،داده شود
گر ینسبت به ديشتریبیستمیمريهاسلول

یجه بهتر باززائیها هستند و در نتقسمت
. )2(شوندیم

حاصل از يهااز کالوسن تعداد شاخه حاصلیانگیبر مBAPاثر هورمون انس یه واریتجز- 1جدول
ریحانریزنمونه برگی در گیاه

ن مربعاتیانگیم يدرجه آزاد رییمنابع تغ

**911/0 2 ماریت

**040/0 12 یشیآزمايخطا

14 کل

.%1دار در سطح احتمال یمعن: **

ن تعداد شاخهیانگیبر مBAPن اثر هورمون ینگایسه میمقا- 2جدول
ن تعداد شاخهیانگیم ماریت

140/4 a 1 mgl-1

292/3 c 3 mgl-1

630/3 b 5 mgl-1
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ک یکه مختلفی گزارش کردندن یمحقق
نیتوکنیس/نینسبت اکسن یبيقویهمبستگ
با یل اندام هوائیط کشت و تشکیدر مح

يهاپیلف در ژنوتمختيهازنمونهیاستفاده از ر
). 18،20، 12، 11(مختلف وجود دارد 
يط القایرشد در محيهاتعادل هورمون

. مورفوژنز دارديبر رویک اثر کنترلیشاخه
نقش یخارجيهاهورمونسطوح مختلف

دا ید و شدنل شاخه داریدر تشکیار مهمیبس
حدود ). 15(هستندرگذار یمورفوژنز تأثيرو
هاي باززا واکشت، شاخسارهس از هفته پدو

بدون هورمون قرار MSکشت شده در محیط
دار ریشههاهساراز شاخ% 100حدود وگرفتند
هاي گلدانها به روز نمونه45پس از . شدند

هاي کاغذي گلدانسپس . منتقل شدندکاغذي
حامل گیاه باززائی شده در محفظه 

ر که دهانه آن با پلاستیک منفذداايشیشه
پس از رشد . پوشانده شده بود، قرار گرفت

کافی گیاه و سازگاري آن به محیط قبلی، 
ها به محیط حاوي خاك زراعی همراه گیاهچه

با مقداري خاك برگ اتوکلاو شده، انتقال یافت 
).2شکل (

گیري اندام شکل-dیل ساقه و ادامه رشد و تشک-cها، رشد برگ-bهاي اولیه از کالوس، تولید برگ-a- 1شکل
هوایی کامل

ab

cd
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گیاه انتقال یافته به خاك اتوکلاو شده-bپات و گیاه رشدیافته در جیفی- a- 2شکل
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Consideration and Selection of Suitable Hormonal Composition for in
vitro Shoot Regeneration and Propagation of Ocimum basilicum L.

Sahar Sadeghian1, Gholam Ali Ranjbar2 and Seyed Kamal Kazemitabar3

Abastract
Ocimum basilicum L. (sweet basil), from Lamiaceae family, is rich in aromatic

essential oils and valuable in industry for its pharmaceutical, aromatic properties. The
present study has focused on tissue culture of O. basilicum using leaf explants from in
vitro germinated plants.  The current study has been fulfilled based on completely
randomized design with 5 replications using MS (Murashige and Skoog) medium with
different concentrations of BAP (0, 1 mgl-1) and 2,4-D (0,0.5,1mgl-1). After callus
formation the calluses were transferred on new MS media with (1, 3 & 5 mgl-1) BAP in
combination with 0.2 mgl-1 NAA, for regeneration. The highest average number of
shoots occurred in the medium containing 1 mgl-1 BAP and 0.2 mg-1 NAA.  The
presence of NAA inhibited root formation, when combined with different
concentrations of BAP.

Keywords: Ocimum basilicum L., Leaf explants, Shoot regeneration, Phytohormone
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