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Abstract 

Background and Objective: Iranian borage (Echium amoenum) is a medicinal plant of the 

Boraginaceae family that has long been used in traditional medicine to treat anxiety and 

cardiovascular disorders. This plant contains valuable secondary metabolites such as 

anthocyanins and phenolic compounds with strong antioxidant properties. Due to the limitations 

of conventional propagation and the increasing demand for medicinal compounds, plant tissue 

culture can be an efficient tool for studying physiological responses, callus production, and 

providing a platform for advanced research, such as secondary metabolite production and gene 

engineering studies. Therefore, callus induction and the study of factors affecting it are the 

objectives of this study. 

Materials and Methods: To investigate the effect of hormonal compounds on callus induction 

in Iranian borage, seeds of three ecotypes from Zanjan, Qazvin, and Gilan were used. The seeds 

were first stored at 4°C, and then they were soaked in sterile distilled water at 5°C for 7 days to 

break dormancy. Then the seeds were sown on a substrate consisting of sand, compost and perlite 

that had been previously autoclaved. After approximately 10 to 14 days of germination, the 

seedlings were grown under controlled conditions at 25°C in a greenhouse. After approximately 

60 days of seedling growth, approximately 3 mm leaf explants and approximately 2 mm root 

explants were isolated. The explants were surface-sterilized with 70% ethanol for 30 seconds and 

5% sodium hypochlorite solution for 10 minutes, and then rinsed three times with sterile distilled 

water. The sterilized explants were cultured on MS basal medium, which was adjusted to pH 5.8 

before autoclaving, containing 30 g/L sucrose and 8 g/L agar. A factorial experiment was 

conducted based on a completely randomized design with three replications. The hormones, of 

naphthalene acetic acid (NAA) and benzylaminopurine (BAP) at three concentrations (0, 0.5, and 

1 mg/L), with the explants in two levels (leaf and stem) of three ecotypes. The explants were 

maintained at 25°C in a dark environment, and after eight weeks, traits such as fresh callus weight 

and callus color were evaluated. Data analysis was performed using SPSS version 26 software, 

and means were compared using Tukey's honestly significant difference (HSD) test at the 5% 

probability level. 
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Results:  the result of ANOVA revealed the significant effects of the main factor of NAA, BAP, 

and explant type on callus fresh weight, whereas the main effect of ecotype was not significant. 

There were significant interaction effects of ecotypes by hormones and explant type by hormones, 

indicating the different responses of explant type across hormonal combinations. The highest 

callus fresh weight (2.73 g) was obtained from leaf explants of the Zanjan ecotype grown on MS 

medium supplemented with 1 mg/L NAA and 0.5 mg/L BAP. This value represented more than 

a 21-fold increase compared with the hormone-free control. In general, leaf explants showed a 

greater potential for callus production than root explants. In the absence of NAA, callus fresh 

weight was very low, and in some treatments, no callus formation was observed. The 

concentration of 1 mg/L NAA promoted the highest callus growth, whereas increasing NAA to 

1.5 mg/L and BAP to 1 mg/L reduced callus fresh weight in some treatments. Callus color varied 

from green in hormone-free or low-hormone media to white, creamy, and brown in media 

containing higher concentrations of growth regulators. According to Tukey’s HSD test, the 

superior treatment was grouped among the highest-performing treatments, and its interpretation 

was made based on the revised mean comparison results. 

Conclusion: The combination of 1 mg/L NAA and 0.5 mg/L BAP in leaf explants of the Zanjan 

ecotype was identified as the optimal protocol for callus induction in E. amoenum. NAA played 

a key role in callus formation, and leaf explants showed higher potential than roots. Ecotype 

responses varied significantly, and significant interactions indicate the necessity of protocol 

optimization for each ecotype. 

 

Keywords: Benzylaminopurine (BAP), Callus induction, Tissue culture, Iranian borage, Naphthalene 

acetic acid (NAA) 
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 (Echium amoenum) زبان ایرانی گل گاو اکوتیپزایی سه های مختلف هورمونی بر کالوسسی اثر غلظتبرر
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 چکیده
ای درمان است که در طب سنتی بر Boraginaceae گياهی دارویی از خانواده (Echium amoenum) گل گاو زبان ایرانی و هدف: سابقه

 فنلی ترکيبات و هاآنتوسيانين مانند ارزشمندی ثانویه هایمتابوليت حاوی گياه این. شودمی استفاده عروقی–اضطراب و اختلالات قلبی
عنوان روشی کارآمد بافت بهویی، کشتدار تقاضای افزایش و جنسی تکثير هایمحدودیت به توجه با. است اکسيدانیآنتی خواص با

های فيزیولوژیك، توليد کالوس و فراهم کردن بستر عنوان ابزاری کارآمد برای مطالعه پاسختواند بهکشت بافت گياهی می مطرح است.
رو، القای های ثانویه و مطالعات مهندسی ژنتيك مورد استفاده قرار گيرد. ازاینهای پيشرفته مانند توليد متابوليتلازم برای پژوهش

  .باشدیم قيتحق نیاهداف اثر بر آن از کالوس و بررسی عوامل مؤ
منظور بررسی اثر ترکيبات هورمونی بر القای کالوس در گل گاو زبان ایرانی، بذر سه اکوتيپ زنجان، قزوین و گيلان به ها:مواد و روش

روز در آب  ۷مدت خواب، بهمنظور شکست به بعدگراد نگهداری شدند و درجه سانتی 4ابتدا در دمای  بذرهامورد استفاده قرار گرفت. 
برگ و پرليت به نسبت مساوی که قبلاً روی بستری از ماسه، خاک بذرها. ندگردیدتيمار گراد پيشدرجه سانتی 5مقطر استریل در دمای 

جه در 25شده در دمای های حاصل در شرایط کنترلزنی، گياهچهروز جوانه 14تا  10اتوکلاو شده بود، کشت شدند. پس از حدود 
متر و ریشه ميلی 3های برگ به اندازه حدود ها، ریزنمونهگياهچه رشداز روز  ۶0رشد داده شدند. پس از حدود  در گلخانهگراد و سانتی

 10درصد به مدت  5ثانيه و محلول هيپوکلریت سدیم  30درصد به مدت  ۷0ها با اتانول . ریزنمونهشدمتر جدا ميلی 2به اندازه حدود 
گرم در  30حاوی  MSشده بر روی محيط کشت پایه های استریل فونی و با آب مقطر استریل شستشو داده شدند. ریزنمونهدقيقه ضدع

 NAA دياس كياست نينفتال غلظتسه ها، محيط کشت با گرم در ليتر آگار کشت داده شدند. برای بررسی اثر هورمون 8ليتر ساکارز و 
صورت شد. آزمایش به هيهگرم در ليتر( تميلی 1و  0 ،0٫5) BAP نیپور نيآم لیبنزسه غلظت  وگرم در ليتر( ميلی 1٫5و  1، 0)

گراد و تاریکی کامل نگهداری شدند و درجه سانتی 25ها در دمای فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار انجام شد. کشت
انجام شد و مقایسه  SPSSافزار ها با استفاده از نرمیابی گردید. تجزیه دادههفته، صفات وزن تر کالوس و رنگ کالوس ارزهشت پس از 
 .انجام گردیددرصد  5در سطح احتمال توکی ها با آزمون ميانگين

و نوع ریزنمونه بر وزن تر کالوس در سطح   NAA،BAP هایهورمون نشان داد که اثر اصلی فاکتوریلینتایج تجزیه واریانس  نتایج:
در متقابل اکوتيپ  هایاثردار بودن برخی دار نشد. با این حال، معنیکه اثر اصلی اکوتيپ معنی دار بود، در حالیدرصد معنی 1احتمال 

است. بيشترین وزن تر  یکسان نبودهها به نوع ریزنمونه و ترکيب هورمونی نشان داد که پاسخ اکوتيپریزنمونه و هورمون در ریزنمونه 
 BAP گرم در ليترميلی 5/0و  NAA گرم در ليترميلی 1ز ریزنمونه برگ اکوتيپ زنجان در محيط کشت حاوی گرم( ا ۷3/2کالوس )

های طورکلی، ریزنمونهبرابر افزایش نشان داد. به 21 )بافت برگ و اکوتيپ زنجان( دست آمد. این مقدار نسبت به شاهد فاقد هورمونبه
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، وزن تر کالوس بسيار پایين بود و در NAA تری برای توليد کالوس نشان دادند. در نبودهای ریشه توان بيشبرگ نسبت به ریزنمونه
 که افزایش غلظت رشد کالوس را ایجاد کرد، در حالیبيشترین  NAA گرم در ليترميلی 1برخی تيمارها کالوس تشکيل نشد. غلظت 

NAA   گرم در ليتر وميلی 5/1به BAP  نيز از سبز  هاکالوسغالب خی تيمارها اثر بازدارنده داشت. رنگ گرم در ليتر در برميلی 1به
های رشد تغيير کنندههای بالاتر تنظيمهای دارای غلظتای در محيطهورمون به سفيد، شيری و قهوه های فاقد هورمون یا کمدر محيط

 یافت. 
های رشد گياهی کنندهشدت تحت تأثير اثر متقابل تنظيمهب E. Amoenum نتایج این پژوهش نشان داد که القای کالوس در گیری:نتیجه

عنوان های برگ اکوتيپ زنجان بهدر ریزنمونه BAP گرم در ليترميلی 5/0و  NAA گرم در ليترميلی 1و نوع ریزنمونه قرار دارد. ترکيب 
دار بودن اثر متقابل نشان داد دار نبود، اما معنییکی از مؤثرترین تيمارها برای القای کالوس شناسایی شد. اگرچه اثر اصلی اکوتيپ معنی

سازی تواند مبنایی مناسب برای بهينهها میتواند وابسته به شرایط کشت باشد. این یافتهای میشيشهها در شرایط درونکه پاسخ اکوتيپ
 .توليد کالوس در گل گاوزبان ایرانی فراهم کندهای نامهشيوه

 

 (NAA)  زایی، کشت بافت، گل گاوزبان ایرانی، نفتالين استيك اسيد، کالوس(BAP) آمينوپورینبنزیل  کلیدی: هایهواژ

 

 مقدمه
های مهم گياهان یکی از خانواده Boraginaceaeخانواده 

 2300جنس و  130رود و شامل بيش از شمار میدانه بهنهان
 et al.Weigend ,؛  et al.Chacón ,2016گونه است )

 نیا یهاجنس نیاز مهمتر یکی Echium(. جنس 0120
 ،یاترانهیآن عمدتاً در مناطق مد یهاخانواده بوده و گونه

پراکنش دارند  قایو شمال آفر یغرب یايآس ،یجنوب یاروپا
(2202 ,et al.  Cinbilgelدر ا .)جنس  نیچهار گونه از ا رانی

 E. amoenum گل گاو زبان ایرانی آنها انيوجود دارد که در م
 گاهیجا یو کاربرد گسترده در طب سنت ییدارو تياهم ليبه دل

 گل گاوزبان ایرانی (. et al.Mehrabani ,0520) دارد یاژهیو
که در مناطق مرطوب دار است و کرک یچندساله، علف یاهيگ

 یکیعنوان و به کندیرشد م رانیا و غرب شمال مرطوبمهيو ن
 یبرا رانیا یدر طب سنت ییدارو اهانيگ نیتراز پرمصرف

 رودیکار مبه یدرمان اضطراب، التهاب، درد و اختلالات تنفس
(2520, et al.Davodi 2025 ؛, et al. Khandanizadeh .)

 ضد ،یضدالتهاب ،یدانياکسیآنت هایاثر زين دیجد مطالعات
 اهيگ نیا باتيترک و عصاره یعصب کنندهمحافظت و اضطراب

 .)et al.Jin ; 1920, et al. sghariA ,0202(  دانکرده دیيتأ را
و فشار برداشت  ییدارو یاهيمواد گ یتقاضا برا شیافزا
را در مورد کاهش  ییهاینگران ،یعيطب یهاشگاهیاز رو

 نیا یکيو افت تنوع ژنت ستگاهیز بیتخر ،یعيطب یهاتيجمع

 یهااز روش یريگبهره رو،نیازاکرده است.  جادیگونه ا
 یکردیعنوان روبه یاهيکشت بافت گ ژهیوبه یوتکنولوژيب

 ديتول پلاسم،ژرم حفظ ،یمطالعات سلولبرای  داریپا
 شرفتهيپ یهاپژوهش بستر یسازفراهم و هیثانو یهاتيمتابول

) & Bogdanović است کرده دايپ یاندهیفزا تياهم

)2021, et al. Wang; 2025Ćuković,   . 

 یاکالوس مرحله یشت بافت، القاک یهاكيتکن انيدر م
 م،يرمستقيغ ییباززا ،یکیولوژیزيمطالعات ف یبرا یاتيح

 جادیا و رشد یهاکنندهميتنظ به یسلول یهاپاسخ یبررس
 یالقا .شودیم محسوب یاشهيشدرون یشیآزما یهاستميس

 بيترک زنمونه،یمانند نوع ر یعوامل مختلف ريکالوس تحت تأث
 یهاکنندهميتنظهمتر از آن نوع و نسبت کشت و م طيمح هیپا

 و هانياکس(.  et al.Ikeuchi ,2019) دارد قرار یاهيگ رشد
 ییززدایتما و یسلول ميتقس یالقا در یديکل نقش هانينيتوکيس

 بر یريچشمگ طوربه تواندیم آنها مناسب بيترک و دارند
 یکیمورفولوژ یهایژگیو و رشد زانيم کالوس، یالقا سرعت

 یکی( NAA) دياسكياستنينفتال ان،يم نیا در. بگذارد اثر آن
 نیپورنيآملیبنز و کالوس یالقا یبرا جیرا یهانياکس از
(BAP )ريتکث كیتحر یبرا مهم یهانينيتوکيس از یکی 

 (. et al.Rahman ,1520 ؛et al. Faisal ,1820) است یسلول

رشد  یهاکنندهميمختلف به تنظ یهاپيپاسخ اکوت یبررس
درباره  یاطلاعات ارزشمند تواندیم یاشهيشدرون طیدر شرا
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 یزیربازبرنامه تيو ظرف یدر سطح سلول یاگونهتنوع درون
 ازينشيعنوان پبه تواندیم یدانش نيفراهم کند. چن یسلول

و  هیثانو یهاتيمتابول ديتول ،ییباززا یهاامانهتوسعه س
. رديگبمورد استفاده قرار  كيژنت یمهندس ای ینژادمطالعات به

 مختلف یهاغلظت اثر یبررس پژوهش نیا هدف
 بر( BAP) نیپورنيآملیبنز و( NAA) دياسكياستنينفتال
 پيدر سه اکوت کالوس یرشد یهایژگیو و کالوس یالقا
کشت  طیتحت شرا amoenum .E اهيدر گ رانیا یبوم

 است. یاشهيشدرون
 هاروش و مواد

 هازنمونهیر هیته و بذرها یسازآماده ،یاهیگ مواد

کشت بافت  شگاهیدر آزما 1403پژوهش در سال  نیا
دانشگاه زنجان انجام شد.  نینو یهایپژوهشکده فناور یاهيگ

 پياکوت 3متعلق به  amoenum .E یشامل بذرها هيمواد اول
 نیانتخاب ابود.  زنجان و نیقزو ،لانيگ یهااز استان یبوم
 در کالوس یالقا پاسخ یهاتفاوت یبررس هدف با پياکوت سه

 ییتوانا بر یکيژنت تنوع اثر یابیارز و یاگونهدرون سطح
از  شيپ شدهیآورجمع یبذرها شد. انجام یبافت ییززدایتما

در  هياول یسازپس از پاک ،یشگاهیآغاز مراحل آزما
درجه  4 یقرار داده شده و در دما لیاستر یکاغذ یهاپاکت
 راتييو تغ هينامقوهتا از کاهش شدند  یدارنگه گرادیسانت

  .شود یريناخواسته جلوگ كیولوژیزيف

انجام  یسرماده ماريتشيپ ندیرفع خواب بذرها، فرا یبرا
مقطر مرحله، بذرها به مدت هفت روز در آب  نیشد. در ا

 نیشدند. ا یدارنگه گرادیدرجه سانت 5 یو در دما لیاستر
 یکنواختی شیو افزا یزنجوانه عیدر تسر ینقش مؤثر ماريت

بذرها در بستر کشت  ،یدوره سرماده انیآن داشت. پس از پا
)به نسبت  تيبرگ و پرلاز ماسه، خاک یشامل مخلوط

 یزنجوانهاتوکلاو شده بود، کشت شدند.  ترشي(، که پیمساو
 طیتحت شرا هااهچهيروز ظاهر شد و گ 14تا  10حدود  یط

 بروز از یريجلوگ یبرا. (1 )شکل کردند رشد شدهکنترل
 کشقارچ محلول با یادوره یاريآب ،یقارچ یهایماريب

 ،هااهچهيروز از رشد گ ۶0پس از گذشت  .شد انجام مناسب
 یهازنمونهیر. شدند هيته شهیبافت برگ و ر از هازنمونهیر

 به شهیر یهازنمونهیر و یمتریليم 3 باًیتقر قطعات به برگ
 یتمام. ندگردید ميتقس یمتریليم 2 حدود قطعات

 تا شد انجام ناريلام هود تحت و لیاستر غيت با هایبردارنمونه
 .برسد حداقل به یطيمح یاحتمال یهایآلودگ

 

 
 لانیگ پیاکوت: C ،نیقزو پی: اکوتB ،زنجان پی: اکوتA: یمادر اهیگ نوانعبهمورد استفاده  یهاپی. اکوت1 شکل

C: Gilan ecotype –B: Qazvin ecotype  –Figure 1. Ecotypes used as mother plants: A: Zanjan ecotype  
 

  یدارنگه طیشرا و یهورمون یمارهایت ها،زنمونهیر کشت
 هازنمونهیر ،یزساسترون انجام و هایآلودگ حذف یبرا

 داده قرار درصد ۷0 الکل محلول در هيثان 30 مدت به ابتدا

 5 میسد تیپوکلريه محلول در قهيدق 10 مدتبه بعد و شدند
 سه هانمونه ،یضدعفون انیپا از پس. دندیگرد ورغوطه درصد

 مواد یایبقا تا شدند داده وشوشست لیاستر مقطر آب با بار

A B C 
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 بلافاصله هازنمونهیر. شود حذف ملکا طوربه کنندهیضدعفون
 کاهش از تا شدند منتقل کشت طيمح به یسازلیاستر از پس
 .گردد یريجلوگ بافت شدنخشك از یناش یمانزنده

 MS طيکالوس، مح یالقا یمورد استفاده برا هیپا طيمح
آگار  تريگرم در ل 8ساکارز و  تريگرم در ل 30بود که به آن 

. دیگرد ميتنظ 8/5 یرواز اتوکلاو  شيپ طيمح pHافزوده شد. 
در اتوکلاو و سرد شدن آن تا  طيمح یسازلیپس از استر

استوک  یهامحلول گراد،یدرجه سانت 50حدود 
پس از  BAP و NAA شامل یاهيگ رشد یهاکنندهميتنظ

 افزوده شدند طيبه مح کرومتريم 22/0 لتريشدن با ف لیاستر
شوند. سطوح  یسازمادهمورد نظر آ یهورمون یمارهايتا ت

 5/1و  1، 0شامل  NAAهورمون  یمورد استفاده برا
 1و  5/0، 0شامل  BAPهورمون  یو برا تريدر ل گرمیليم
 نیممکن ا باتيبود. با استفاده از تمام ترک تريدر ل گرمیليم

 تمام. (1 )جدول شد هيمختلف ته یهورمون ماريت ۹سطوح، 
 و کسانی کشت ظروف در و لیاستر طیشرا تحت هاطيمح

 تفاوت یاحتمال و یطيمح عوامل اثر تا شدند عیتوز استاندارد
 .برسد حداقل به ظروف نيب

 طرح هیپا بر یچهارعامل لیفاکتور طرح قالب در شیآزما
 ی( با سه تکرار انجام شد. فاکتورهاCRD) یتصادف کاملاً

 نیقزو لان،يدر سه سطح )گ یاهيگ پياکوتشامل  یمورد بررس
 5/1و  1، 0در سه سطح ) NAAجان(، غلظت هورمون و زن

، 0در سه سطح ) BAP(، غلظت هورمون تريدر ل گرمیليم
در دو سطح )برگ  زنمونهی( و نوع رتريدر ل گرمیليم 1و  5/0

 و یشیآزما واحد كی عنوانبه شیدیهر پتر( بودند. شهیو ر
 زنمونهیر سه شیدیپتر هر در و شد گرفته نظر در تکرار كی

 عنوانبه شیدیپتر هر زنمونهیر سه نيانگيم. شد داده قرار
. گردید استفاده یآمار هیتجز در یشیآزما واحد آن داده
شده کاملاً کنترل طیظروف کشت در اتاق رشد با شرا یتمام

کامل  یکیتار طیو شرا گرادیدرجه سانت 25ثابت  یشامل دما
داشته  جینتا بر یاثر حداقل یطيشدند تا عوامل مح یدارنگه

 باشند.
و  دیگرد شیپا یصورت هفتگکالوس به یالقا ندیفرا

 ليمانند تورم بافت و آغاز تشک هياول كیمورفولوژ راتييتغ

هفته از زمان کشت،  هشتثبت شد. پس از  یکالوس یهاتوده
شامل وزن تر کالوس و رنگ کالوس  یابیصفات مورد ارز

 یاصل یارهايوان مععندو شاخص به نی. اگردید یريگاندازه
 در نظر گرفته شدند. یهورمون یمارهايبه ت هازنمونهیپاسخ ر

 یآمار لیتحلتجزیه و 
نسخه  SPSS افزارآمده با استفاده از نرمدستبه یهاداده

 مارهايت نيانگيم سهیمقا یبرا .شدندآماری  ليتحلوتجزیه ۲۶
  .درصد استفاده شد 5در سطح احتمال  Tukey آزمون از

 

 هازنمونهیر کشت یبرا شده هیته یهاطیمح. 1 دولج

Table 1. Culture media prepared for explant 

cultivation 
Treatment 

No. 

Medium NAA 

(mg/L) 

BAP 

(mg/L) 

1 MS 0 0 

2 MS 0 0.5 

3 MS 0 1.0 

4 MS 1.0 0 

5 MS 1.0 0.5 

6 MS 1.0 1.0 

7 MS 1.5 0 

8 MS 1.5 0.5 

9 MS 1.5 1.0 

 

 جینتا
 یفاکتورها داری( اثر معن2)جدول  انسیوار هیتجز جینتا

نشان داد.  یرانیمختلف بر وزن تر کالوس را در گل گاوزبان ا
و  NAA، BAP ینبود، اما اثر اصل داریمعن پياکوت یاثر اصل
 هاافتهی نیبودند. ا داریدرصد معن كیدر سطح  زنمونهینوع ر

 هيرشد و نوع بافت اول یهاکنندهميتنظ یاتياز نقش ح حکایت
 در NAA هایهورمون . اثر متقابلدارد ییزاکالوس ندیافردر 

BAP هایاثر نيبود، همچن داریدر سطح پنج درصد معن 
در  زنمونهیر در NAA هورمون و زنمونهیر در پيمتقابل اکوت

 در BAPهورمون بودند. اثر متقابل داریدرصد معن كیسطح 
 پياکوت در زنمونهیر در NAA هورمون متقابلاثر  و زنمونهیر
 یدگيچيدهنده پبودند که نشان داریدر سطح پنج درصد معن زين

است.  ییزاپاسخ کالوس نييعوامل مختلف در تع نيتعامل ب
چهارگانه دو گانه، سه گانه و متقابل ات اثرسایر  انيم نیدر ا
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 .(2)جدول  نبودند داریمعن
 

 کالوس تر وزن بر زنمونهیر و پیاکوت رشد، یهاکنندهمیتنظ مختلف یهاغلظت اثر انسیوار هیتجز. 2 جدول

Table 2. Analysis of variance (ANOVA) of the effects of different concentrations of growth regulators, ecotype, 

and explant on callus fresh weight 

Source of Variation DF Mean Square 

Ecotype 2 0.24 

NAA 2 13.05** 

BAP 2 2.79** 

Ecotype × NAA 4 0.37 

Ecotype × BAP 4 0.13 

NAA × BAP 4 0.5* 

Ecotype × NAA × BAP 8 0.26 

Explant 1 9.25** 

Ecotype × Explant 2 2.5** 

NAA × Explant 2 1.36** 

BAP × Explant 2 0.7* 

BAP × Explant × Ecotype 4 0.26 

NAA × Explant × Ecotype 4 0.49* 

NAA × BAP × Explant 4 0.32 

NAA × BAP × Explant × Ecotype 8 0.14 

Error 108 0.17 
 درصد 1و  5دار در سطح احتمال ترتیب معنیبه **و  *

* and **: significant at 5% and 1% probability levels, respectively. 

 

( نشان داد که غلظت 3)جدول تيمارها  نيانگيم سهیمقا
NAA  وBAP بر وزن تر کالوس داشتند. در  یقابل توجه ريتأث

 جادیکالوس ا (،تريدر ل گرمیلي)صفر م NAAبدون  یمارهايت
 آنهاتر  وزنبوجود آمد که  هازنمونهیر یرو یحالت برفک و نشد
طور به NAA تريدر ل گرمیليم كیبود. افزودن  نیيپا اريبس

 كی بيترک کهیطورداد، به شیوزن تر کالوس را افزا یريچشمگ
در  BAP تريدر ل گرمیليم 5/0 و NAA تريدر ل گرمیليم
 ۷3/2وزن تر کالوس ) نیزنجان بالاتر پيکوتبرگ ا زنمونهیر

با شاهد فاقد هورمون در  سهیدر مقا ماريت نیاکرد.  ديگرم( را تول
وزن کالوس  شیبرابر افزا 21 ،زنمونهیر نوع همان و پيهمان اکوت
در  تر،يدر ل گرمیليم 5/1به  NAAغلظت  شیبا افزا .نشان داد

دهنده وجود انکه نش افتیوزن کالوس کاهش  مارهايت یبرخ
طور مشابه، بالاتر است. به یهاو اثر بازدارنده غلظت نهيغلظت به
 نیشتريب ،NAAدر حضور  BAP تريدر ل گرمیليم 5/0غلظت 

 تريل در گرمیليم كی به آن شیافزا و کرد القا را کالوس تر وزن
 .شد مارهايت یبرخ در کالوس وزن کاهش به منجر
 اريبس ییزاکالوس ظرفيت یطورکلبرگ به یهازنمونهیر
. در (2 )شکل داشتند شهیر یهازنمونهینسبت به ر یبالاتر

 كی) یهورمون بيترک نیبرگ با بهتر زنمونهیزنجان، ر پياکوت
 BAP )۷3/2 تريدر ل گرمیليم 5/0 و NAA تريدر ل گرمیليم

 گرم2۶/0تنها  شهیر زنمونهیر که یکرد، در حال ديگرم کالوس تول
داشتند،  یترفيپاسخ ضع شهیر یهازنمونهیاگرچه ر کالوس داد.
در  گرمیليم كیبا  نیقزو پي)مانند اکوت مارهايت یاما در برخ

 کالوس تر وزن زين( BAP تريدر ل گرمیليم كی+  NAA تريل
  .(3)جدول  کردند ديگرم( تول 1۶/1) یتوجه قابل

بود، ن داریمعن پياکوت یاگرچه اثر اصل ها،پياکوت سهیمقا در
 پياکوت متقابل اثر ژهیوبه متقابل، هایاثر یبرخ بودن داریاما معن

 زنمونهیر نوع به با توجه هاپياکوت پاسخ که داد نشان زنمونه،یر ×
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 نیزنجان عموماً بالاتر پي. اکوتاست متفاوت یهورمون بيترک و
در  نیقزو پيکرد. اکوت ديتول مارهايت بيشتروزن تر کالوس را در 

در  گرمیليم NAA (5/1بالاتر  یهاغلظت یحاو یمارهايت
 نیکمتر یطورکلبه لانيگ پينشان داد و اکوت ی( پاسخ خوبتريل

 یکالوس چيشاهد ه ماريکرد و در ت ديوزن تر کالوس را تول
 نداشت.

قرار گرفت.  مارهايت ريتحت تأث زيکالوس ن یفيک یهایژگیو
با غلظت  ای NAAبدون  یمارهايسبزرنگ در ت یهاکالوس

 تيفعال دهندهنشان تواندیم مشاهده شدند که NAA نیيپا
 د،يرنگ کالوس به سف ،NAAغلظت  شی. با افزاباشد یفتوسنتز

معمولاً در  یو برف ديسف یها. کالوسافتی رييتغ یاو قهوه یبرف
 یهاو کالوس NAA تريدر ل گرمیليم كی یحاو یمارهايت

( و تريدر ل گرمیليم 5/1) NAAبالاتر  یهادر غلظت یاقهوه
BAP (مشاهده شدند که ممکن است تريدر ل گرمیليم كی )
باشد.  یفنل باتيتجمع ترک ای ويداتيدهنده استرس اکسنشان

کردند.  ديتول درنگيسف یهاعمدتاً کالوس شهیر یهازنمونهیر
 تريدر ل گرمیليم كی بيترک ،ییزاکالوس یبرا ماريت نیبهتر

 NAA تريدر ل گرمیليم 5/0 و BAP پيبرگ اکوت زنمونهیدر ر 
 ديتول رنگیوزن تر کالوس و کالوس برف نیشتريزنجان بود که ب

 .(3)شکل  کرد
 

 
 در بافت برگ )شکل سمت چپ( ییزا)شکل سمت راست( و کالوس شهیر بافت در ییزاکالوس. 2 شکل

lus formation in leaf tissue (left)Figure 2. Callus formation in root tissue (right) and cal 
 

 
 ونیداسیاکس لیدلشدن کالوس به یا: قهوهC ،دی: کالوس سفB ،: کالوس سبز رنگAگل گاو زبان:  یهاسکالو رنگ در تنوع. 3 شکل

 یبرفک کالوس: D ،یفنل باتیترک

C: Browning of callus  –B: White callus  –llus Figure 3. Variation in callus color in Iranian borage: A: Green ca

y callusSnowD:  –due to oxidation of phenolic compounds  

A B 

C D 
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 کالوس تر وزن بر زنمونهیر و پیاکوت رشد، یهاکنندهمیتنظ اثر نیانگیم سهی. مقا3 جدول

Table 3. Mean comparison of the effects of growth regulators, ecotype, and explant on callus fresh weight 

NAA 

(mg/L) 

BAP 

(mg/L) 

Explant 

 

Callus fresh 

weight (g) 

Dominant 

callus color 

Callus fresh 

weight (g) 

Dominant 

callus color 

Callus fresh 

weight (g) 

Dominant 

callus color 

   Zanjan Qazvin Gilan 

0 0 Leaf 0.13 b Green 0.06 b Green 0.00 b No callus 

0 0 Root 0.01 b White 0.02 b White 0.00 b No callus 

0 0/5 Leaf 0.67 b Green 0.26 b Green 0.26 b White 

0 0/5 Root 0.02 b White 0.16 b White 0.50 b White 

0 1 Leaf 0.17 b Green 0.30 b Green 0.36 b White 

0 1 Root 0.03 b White 0.20 b Snowy 0.26 b White 

1 0 Leaf 0.69 b Green 0.30 b Snowy 0.76 b White 

1 0 Root 0.07 b White 0.14 b White 0.70 b Snowy 

1 0/5 Leaf 2.73 a Snowy 1.20 b White 1.50 a White 

1 0/5 Root 0.26 b White 0.83 b White 0.83 b White 

1 1 Leaf 1.94 a White 1.53 a Brown 0.76 b White 

1 1 Root 0.20 b White 1.16 b White 0.93 b Brown 

1/5 0 Leaf 1.63 a White 1.60 a Brown 0.83 b White 

1/5 0 Root 0.56 b White 0.80 b White 0.56 b Brown 

1/5 0/5 Leaf 2.16 a Snowy 1.86 a Brown 1.10 b Brown 

1/5 0/5 Root 0.66 b White 1.03 b Brown 0.76 b White 

1/5 1 Leaf 1.43 a White 1.23 b Brown 1.10 b White 

1/5 1 Root 1.06 b White 1.03 b Brown 0.86 b White 
 حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم وجود اختلاف معنیدار در بین میانگینها بر اساس آزمون توکی است

Means followed by different letters differ significantly according to Tukey's HSD test at P≤0.05. 

 

 بحث
 گاو زبان ایرانیدر  ییزامطالعه نشان داد که کالوس نیا جینتا

amoenum .E یاز تعادل هورمون یادهيچيپ عوامل ريتحت تأث، 
 یعامل در القا نیترمهم NAAقرار دارد.  پياکوتو  زنمونهینوع ر

 كیآن در سطح  یکه اثر اصلیطوربهشد،  ییکالوس شناسا
 فيضع اريبس ییزاکالوس ،NAA ابيبود. در غ داریدرصد معن

با  افتهی نینشد. ا ليتشک یاصلاً کالوس لانيگ پيبود و در اکوت
 یبافت ییزدازیتماو  یسلول ميدر تقس هانيشده اکسنقش شناخته

چرخه  یهاژن یسازفعال قیاز طر هانيمطابقت دارد. اکس
نقش  ،یسلول تهيسيمرتبط با پلاست یهاژن انيب ميو تنظ یسلول

(.  et al.Ikeuchi ,2019) کنندیم فایکالوس ا یدر القا یديکل
 Boraginaceaeمختلف خانواده  یهامطالعات مشابه در گونه

 Azizi)اند کرده دیيتأ ییزارا در کالوس هانياکس یاتينقش ح زين

2015, et al..) 

 گرمیليم 1گرم( در غلظت  ۷3/2) کالوس تر وزن نیبالاتر
 5/1غلظت به  شیکه افزا یبه دست آمد، در حال NAA تريدر ل

منجر به کاهش وزن کالوس  مارهايت یدر برخ تريدر ل گرمیليم

 NAA یبرا نهيغلظت به كیدهنده وجود نشان دهیپد نیشد. ا
. مطالعات شودیبازدارنده ظاهر م هایاثراست که فراتر از آن، 

منجر به تجمع  توانندیم نياکس یبالا یهااند که غلظتنشان داده
 Schallerو مهار رشد شوند ) ويداتياسترس اکس شیافزا لن،يات

2015, et al.یبر رو یا(. در مطالعه amoenum .E،  Arastegi  
در  گرمیليم 1گزارش کردند که غلظت  زين (3202و همکاران )

 است. ییزاکالوس یسطح برا نیترنهيبه NAA تريل
درصد  كیدر سطح  زين BAP های()غلظت یاثر اصل اگرچه

 ییبه تنها BAPکمتر بود.  NAAبود، اما اثر آن نسبت به  داریمعن
 ،NAAبا  بيرا القا کند، اما در ترک یمؤثر ییزاکالوس نتوانست

، در برای نمونهداد.  شیافزا یريچشمگ طوربهوزن تر کالوس را 
 گرمیليم 1به  BAP تريدر ل گرمیليم 5/0زنجان، افزودن  پياکوت
گرم  ۷3/2گرم به  ۶۹/0وزن تر کالوس را از  ،NAA تريدر ل
 كيبا مدل کلاس افتهی نی. اشدچهار برابر  باًیداد که تقر شیافزا

Skoog  وMiller (1۹5۷) به  نيمطابقت دارد که نسبت اکس
در کشت بافت  یسرنوشت سلول کنندهنييرا عامل تع نينيتوکيس
در سطح پنج درصد  BAPو  NAA داری. اثر متقابل معنداندیم

به سطح  توجه با NAAبه غلظت  ییزاکه پاسخ کالوسداد نشان 
BAP نگيگناليس یرهايمس قیتعامل از طر نیمتفاوت است. ا 
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و  نيدهنده به اکسپاسخ یهاژن انيمتقابل ب ميمشترک و تنظ
(. مطالعات  et al.Moubayidin ,2009) شودانجام می نينيتوکيس
 ميتنظ قیاز طر نينيتوکيو س نياند که اکسنشان داده رياخ

 صورتبه ،type ARR-Bو  ARFمانند  یسیرونو یفاکتورها
) et Schaller کنندینظارت م یسلول زیو تما ميهماهنگ بر تقس

)De Rybel, 2019Wybouw & ; , 2015al. 
 بود تريدر ل گرمیليم 5/0مطالعه  نیدر ا BAP نهيبه غلظت

منجر به کاهش وزن کالوس  تريدر ل گرمیليم 1آن به  شیو افزا
 یهابازدارنده غلظت هایاثر ليممکن است به دل دهیپد نیشد. ا

زودرس باشد.  زیتما یالقا ای یسلول ميبر تقس نينيتوکيس یبالا
Kieber  وSchaller (2018) یهاگزارش کردند که غلظت 

 یرهايمس یسازمنجر به فعال توانندیم نينيتوکيس یبالا
 استرس و مهار رشد شوند. نگيگناليس

 ظرفيت نيب داریمعن تفاوت مطالعه، نیا مهم یهاافتهی از یکی
 كی سطح در که بود شهیر و برگ یهازنمونهیر ییزاکالوس
 وزن مارهايت یتمام در برگ یهازنمونهیر. شد داریمعن درصد

 ديتول شهیر یهازنمونهیر به نسبت یشتريب رايبس کالوس تر
 تيوضع در تفاوت ليدل به تواندیم تفاوت نیا. کردند

 یسلول ميتقس ليپتانس و زادرون یهورمون یمحتوا ،یکیولوژیزيف
 یهاسلول معمولاً برگ یهابافت. باشد شهیر و برگ یهابافت

 رندبرخوردا یبالاتر تهيسيپلاست از و دارند یشتريب یستمیمر
(2016, et al.Ikeuchi اثر متقابل معن .)زنمونهیو ر پياکوت داری 

برگ و  یهازنمونهیکه پاسخ رداد درصد نشان  كیدر سطح 
از  یناش تواندیتفاوت م نیمتفاوت است. ا پيدر سه اکوت شهیر

 بهمرتبط با پاسخ  یهاژن انيدر ب هاپياکوت نيب یکيتنوع ژنت
 یکياند که تنوع ژنترشد باشد. مطالعات نشان داده یهاکنندهميتنظ

منجر به تفاوت  تواندیم PINو  ARFخانواده  یهاژن انيدر ب
 (. et al.Salehin ,2015شود ) نيها به اکسدر پاسخ بافت

درصد و  كیدر سطح  زنمونهیو ر NAA داریمتقابل معن اثر
PBA که پاسخ  داددر سطح پنج درصد نشان  زنمونهیو ر
 یهاکنندهميمختلف تنظ یهابه غلظت شهیبرگ و ر یهازنمونهیر

اند که نشان داده یبا مطالعات قبل افتهی نیرشد متفاوت است. ا
 یهابه هورمون یمتفاوت تيحساس یاهيمختلف گ یهابافت

 برای(.  et al.Ikeuchi ,2019دارند، مطابقت دارد ) یخارج

 که شد داده نشان ،Arabidopsis یبر رو یا، در مطالعهنمونه
 نياکس به دهندهپاسخ یهاژن انيب نظر از شهیر و برگ یهابافت

 (. et al.Xu ,2018) دارند یتوجه قابل یهاتفاوت
 نبود، داریمعن انسیوار هیتجز در پياکوت یاصل اثر اگرچه

 به پاسخ در هاپياکوت که داد نشان هانيانگيم سهیمقا اما
 نیبالاتر زنجان پياکوت. دارند ییهاتفاوت مختلف یمارهايت

 نیکمتر لانيگ پياکوت که یحال در کرد، ديتول را کالوس تر وزن
 یکيژنت تنوع از یناش توانندیم هاتفاوت نیا. داد نشان را پاسخ

 ،یهورمون نگيگناليس با مرتبط یهاژن در هاپياکوت نيب
کالوس  ليباشد. عدم تشک (استرس) تنش به پاسخ و سميمتابول

 دهدیشاهد نشان م ماريدر ت اهيگ نیا در فيضع یهاکالوس و
رشد  یهاکنندهميبه حضور تنظ ییزاکالوس یبرا اهيگ نیکه ا

سطوح  ليدل بهممکن است  نیدارد. ا یشتريب یوابستگ یخارج
 یهاکمتر به هورمون تيحساس ایزا درون یهاهورمون ترنیيپا

اند که تنوع باشد. مطالعات نشان داده پياکوت نیزا در ادرون
 تواندیم یهورمون نگيگناليو س وسنتزيب یهاژن انيدر ب یکيژنت

در پاسخ به کشت بافت شود  یقابل توجه یهامنجر به تفاوت
(2015Fehér, .) 

در  پيو اکوت زنمونهیر ،NAA داریمعن سه جانبه متقابل اثر
 شهیبرگ و ر یهازنمونهیکه پاسخ رداد  سطح پنج درصد نشان

 نیمتفاوت است. ا پيدر سه اکوت NAAمختلف  یهابه غلظت
و  نوع بافت ،پياکوت نيب دهيچيدهنده تعامل پنشان یدگيچيپ

 رياست. مطالعات اخ ییزاسخ کالوسپا نييدر تع یهورمون طيمح
نشان  یکيپتومیو ترانسکر یکيژنوم یکردهایبا استفاده از رو

 یادهيچيپ یهاتحت کنترل شبکه ییزااند که پاسخ به کالوسداده
خاص -پيخاص و ژنوت-بافت صورتبهها قرار دارد که از ژن

 (. et al.Xu ; 2019, et al.Ikeuchi ,2018) شوندیم انيب
 یمختلف اطلاعات مهم یمارهايرنگ کالوس در ت راتييتغ

. دهدیبافت ارائه م یکيو متابول یکیولوژیزيف تيدرباره وضع
 یحاو ای NAAفاقد  یمارهايسبز رنگ که در ت یهاکالوس
دهنده حفظ مشاهده شدند، نشان NAA نیيپا یهاغلظت

 هاکالوس نیا. باشد یفتوسنتز تيفعال دیشاها و ستکلروپلا
 حفظ را خود زیتما هنوز که برگ یميپارانش یهاسلول از معمولاً

 یها(. کالوس et al.Ikeuchi ,2016) رنديگیم منشأ اند،کرده
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 NAA تريدر ل گرمیليم 1 یحاو یمارهايکه در ت یو برف ديسف
 دست از و هاسلول کامل ییززدایتما دهندهنشان شدند، مشاهده

 یهاسلول از معمولاً هاکالوس نوع نیا. هستند ليکلروف دادن
 مراحل یبرا و شوندیم ليتشک بالا ميتقس ليپتانس با یستمیمر
(. مطالعات  ,2015Fehér) هستند ترمناسب اهيگ ییباززا یبعد

 یهااز ژن یبالاتر انيمعمولاً ب ديسف یهاند که کالوسانشان داده
 et Ikeuchiدارند ) CLVو  WUSمانند  یپتانسیمرتبط با پلور

2016, al..) 
 یهاغلظت یحاو یمارهايرنگ که در ت یاقهوه یهاکالوس

در  گرمیليم BAP (1( و تريدر ل گرمیليم 5/1) NAA یبالا
و احتمالاً  یفنل ونيداسيدهنده اکس( مشاهده شدند، نشانتريل

 آنها ونيداسيو اکس یفنل باتيهستند. تجمع ترک ويداتياسترس اکس
منجر به  تواندیم دازيو پراکس دازياکس فنلیپل یهامیتوسط آنز

 دهیپد نیشود. ا یمرگ سلول تیشدن بافت و در نها یاقهوه
نامتعادل  یهاغلظت ای یطيمح یهامعمولاً در پاسخ به استرس

بر  یا(. در مطالعه et al.Azizi ,2015) دهدیرخ م یهورمون
 که شد گزارش ،Boraginaceaeخانواده  ییدارو یهاگونه یرو

 دارند یکمتر ییباززا ليپتانس معمولاً رنگ یاقهوه یهاکالوس
(2015, .et alAzizi .) 

و  amoenum .E یبر رو یمطالعه با مطالعات قبل نیا جینتا
 (3202و همکاران ) Arastegiمرتبط مطابقت دارد.  یهاگونه

 5/0و  NAA تريدر ل گرمیليم 1 بيگزارش کردند که ترک
 .Eدر  ییزاکالوس یبرا ماريت نیبهتر BAP تريدر ل گرمیليم

numamoe  مطالعه کاملاً مطابقت دارد.  نیا یهاافتهیاست، که با
 یبرگ پاسخ بهتر یهازنمونهینشان دادند که ر انآن ن،يهمچن

دارد.  یما همخوان جیدارند، که با نتا شهیر یهازنمونهینسبت به ر
و همکاران  Echium vulgare، Azizi یبر رو یادر مطالعه

 2از  شي)ب NAA یبالا یهانشان دادند که غلظت (2015)
 یاقهوه شی( منجر به کاهش وزن کالوس و افزاتريدر ل گرمیليم

 گرمیليم 5/1که با مشاهدات ما در غلظت  شود،یشدن بافت م
گزارش کردند که تنوع  نيهمچن انآنمطابقت دارد.  NAA تريدر ل
بر  یقابل توجه ريتأث تواندیمختلف م یهاپياکوت نيب یکيژنت

 داشته باشد. ییزاپاسخ کالوس
کارآمد  یهانامههشيوتوسعه  یبرا یاهیمطالعه پا نیا جینتا

. کندیفراهم مرا  E. amoenumدر  اهيگ ییکشت بافت و باززا
 هیثانو یهاتيمتابول ديتول یبرا توانندیم دشدهيتول یهاکالوس

استفاده شوند  هانيانيو آنتوس دياس كينیمانند رزمار ییدارو
(3202, et al. Arastegiهمچن .)توانندیها مکالوس نیا ن،ي 

 یهااهچهيانبوه گ ديتول اه،يگ ییباززا یبرا هيمواد اول عنوانبه
 یپي. تنوع اکوتندگردپلاسم استفاده و حفاظت ژرم کنواختی

 پيانتخاب اکوت که دهدیمطالعه نشان م نیشده در ا مشاهده
کشت بافت داشته  ییبر کارا یقابل توجه ريتأث تواندیمناسب م

 انتخاب ،ییزاکالوس ليپتانس نیزنجان با بالاتر پيباشد. اکوت

 ندهیاست. مطالعات آ ندهیآ یکیوتکنولوژيمطالعات ب یبرا یمناسب
مرتبط با پاسخ  یمولکول یمارکرها ییشناسا یبر رو توانندیم

 متمرکز شوند. پياکوت نیدر ا ییزاکالوس یبالا
 ندهیآ مطالعات ،ییزاکالوس نامهشيوه شتريب یسازنهيبه یبرا

و  D-4-2، TDZ مانند رشد یهاکنندهميتنظ ریسا اثر توانندیم
مانند  یکیزياثر عوامل ف یبررس ن،يکنند. همچن یرا بررس نينتيک

 ییزاکالوس ییبه بهبود کارا تواندیکشت م طيمح pHنور، دما و 
ژن،  انيب زيمانند آنال یمولکول یکردهایکمك کند. استفاده از رو

از  یترقيدرک عم تواندیم کسيو متابولوم یهورمون لیپروفا
فراهم را  amoenum .Eدر  ییزاکالوس یمولکول یهاسازوکار

کند.
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