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Abstract 

Background and Objectives: German chamomile is a medicinal plant belonging to the 

Asteraceae family, holding a distinguished place in the pharmaceutical, food, and cosmetic 

industries due to its valuable bioactive compounds, including flavonoids, coumarins, and phenolic 

acids. Conventional propagation methods for this plant are insufficient for the mass production 

of uniform plant material due to genetic heterogeneity, strong dependence on climatic conditions, 

and the risk of disease transmission; therefore, in vitro culture is proposed as a reliable alternative 

approach. Zinc oxide nanoparticles, owing to the key role of zinc in enzymatic activities and 

hormonal regulation in plants, possess high potential for improving tissue regeneration; however, 

sufficient information regarding their effect on German chamomile is lacking. This study was 

conducted to investigate the effect of different concentrations of zinc oxide nanoparticles, alone 

and in combination with benzyladenine (BA), on the in vitro regeneration of this plant. 

Materials and Methods: German chamomile seeds were surface-sterilized with 5% sodium 

hypochlorite for five minutes, followed by 70% ethanol for one minute, and after rinsing with 

sterile water, were cultured on MS medium at pH 5.8. After one month, young leaves 

approximately 5 mm in size were excised as explants and cultured on MS medium containing 2 

mg/L 2,4-D and 3% sucrose for callus induction, in the dark, for one month. To evaluate the effect 

of treatments on regeneration, concentrations of 0, 1, and 2 mg/L benzyladenine (BA) and 0, 10, 

and 20 mg/L zinc oxide nanoparticles were applied separately and in combination, in a factorial 

experiment based on a completely randomized design (CRD) with three replications. 

Regeneration percentage, root length, root number, and shoot length were measured. All analyses 

were performed in R software using the Agricolae package. 

Results: Analysis of variance results showed that the main effects of BA and ZnO nanoparticles 

were significant for most traits studied, and the interaction effect of these two factors was 

observed only on root length. The highest regeneration percentage was obtained in the treatment 

with 1 mg/L BA combined with 20 mg/L ZnO (83.33%), which did not differ significantly from 

the treatment with 2 mg/L BA combined with 20 mg/L ZnO (80.66%), while the lowest 

regeneration percentage was recorded in the control treatment (without BA and without ZnO) at 

33.21%; the notable increase in regeneration in the treatment without BA combined with 20 mg/L 
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ZnO (73%) indicated the independent role of ZnO in improving this trait. The highest mean root 

length was observed in the treatment without BA combined with 20 mg/L ZnO (13.6 cm), and 

root length decreased markedly with increasing BA concentration in the presence of 20 mg/L 

ZnO. In contrast, the highest root number was recorded in the treatment with 2 mg/L BA 

combined with 20 mg/L ZnO, indicating an opposing effect of BA on root length and root number. 

The highest shoot length was obtained in the treatment with 1 mg/L BA combined with 10 mg/L 

ZnO (4.26 cm). Overall, a ZnO concentration of 20 mg/L was the main factor stimulating 

regeneration and rooting, and its combination with 1 mg/L BA provided the best balance between 

high regeneration and root quality, whereas a ZnO concentration of 10 mg/L combined with BA 

was more effective for shoot elongation. 

Conclusion: It was concluded that the combination of 1 mg/L BA and 20 mg/L zinc oxide 

nanoparticles created a suitable balance between regeneration percentage, root number, and shoot 

growth, and could be proposed as a baseline protocol for in vitro regeneration of German 

chamomile. Nevertheless, further optimization and evaluation of the response of different 

genotypes are necessary in future studies. 
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 چکیده:
فعال دليل دارا بودن ترکيبات زیستگياهی دارویی از تيره کاسنيان است که به (.Matricaria chamomilla L) بابونه آلمانی :سابقه و هدف

های بهداشتی دارد. روش-ای در صنایع دارویی، غذایی و آرایشیها و اسيدهای فنولی، جایگاه ویژهفلاونوئيدها، کومارین مانندارزشمند 
ه شرایط اقليمی و خطر انتقال بيماری، برای توليد انبوه مواد گياهی دليل ناهمگنی ژنتيکی، وابستگی شدید بمتداول تکثير این گياه به

دليل نقش به (ZnO) عنوان راهکاری مطمئن مطرح است. نانوذرات اکسيد روی ای بهشيشهرو کشت درونیکنواخت کافی نيستند؛ ازاین
بهبود باززایی بافت دارند، اما اطلاعات کافی درباره بالایی برای  ظرفيتهای آنزیمی و تنظيم هورمونی گياهان، در فعاليت ،کليدی روی

تنهایی و در ترکيب با های مختلف نانوذرات اکسيد روی، بهاثر آنها بر بابونه آلمانی وجود ندارد. این پژوهش با هدف بررسی اثر غلظت
 ای این گياه انجام شد.شيشه(، بر باززایی درونBAآدنين )بنزیل

مدت یك دقيقه ضدعفونی درصد به ۷0اتانول  بعدمدت پنج دقيقه و درصد به 5ی بابونه آلمانی با هيپوکلریت سدیم بذرها ها:مواد و روش
 5های جوان حدود کشت شدند. پس از یك ماه، برگ ۸/5برابر  pHبا  MSروی محيط کشت وشو با آب استریل، و پس از شست

منتقل شدند و درصد ساکارز،  3و  D.2.4گرم بر ليتر ميلی ۲حاوی  MSمحيط  بهوس عنوان ریزنمونه جدا و برای القای کالمتر بهميلی
 یحاو MS طيمح، برای باززایی در هامرحله، کالوس نیاپس از شوند.  ليشکت شدند تا کالوس ینگهداردر تاریکی به مدت یك ماه 

گرم بر ليتر نانوذرات اکسيد روی، ميلی ۲0و  10، 0های غلظت( و BAآدنين )بنزیل هورمونگرم بر ليتر ميلی ۲و  1، 0 یهاغلظت
صفات درصد کشت شدند. ( با سه تکرار CRDصورت جداگانه و ترکيبی، در قالب آزمایش فاکتوریل بر پایه طرح کاملاً تصادفی )به

انجام  Agricolaeبا استفاده از بسته  Rزار افها در نرمگيری شدند. کليه تحليلباززایی، طول ریشه، تعداد ریشه و طول شاخساره اندازه
 .شد

دار بود و اثر متقابل صفات مورد بررسی معنی بيشتربر  ZnOو نانوذرات  BA هورمون نتایج تجزیه واریانس نشان داد اثر اصلی :نتایج
 ۲0همراه با  BAگرم بر ليتر ميلی 1در تيمار درصد(  33/۸3)این دو عامل تنها بر طول ریشه مشاهده شد. بيشترین درصد باززایی 

درصد( تفاوت  66/۸0) ZnOگرم بر ليتر ميلی ۲0همراه با  BAگرم بر ليتر ميلی ۲دست آمد که با تيمار به ZnOگرم بر ليتر ميلی
صد ثبت شد؛ افزایش در ۲1/33( با ZnOو بدون  BAکه کمترین درصد باززایی در تيمار شاهد )بدون  داری نداشت، در حالیمعنی
در بهبود  ZnO نانوذرات دهنده نقش مستقل( نشاندرصد ۷3) ZnOگرم بر ليتر ميلی ۲0همراه با  BAتوجه باززایی در تيمار بدون قابل

با متر( مشاهده شد و سانتی 6/13) ZnOگرم بر ليتر ميلی ۲0همراه با  BAبيشترین ميانگين طول ریشه در تيمار بدون  این صفت بود.
که بيشترین تعداد ریشه  طور محسوسی کاهش یافت. در حالی، طول ریشه بهZnOگرم بر ليتر ميلی ۲0در حضور  BAافزایش غلظت 

 بر طول و تعداد ریشه است. BAثبت شد که بيانگر اثر متضاد  ZnOگرم بر ليتر ميلی ۲0همراه با  BAگرم بر ليتر ميلی ۲در تيمار 
دست آمد. در مجموع، متر( بهسانتی ۲6/4) ZnOگرم بر ليتر ميلی 10همراه با  BAگرم بر ليتر ميلی 1بيشترین طول ساقه نيز در تيمار 
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بهترین تعادل بين  BAگرم بر ليتر ميلی 1زایی بود و ترکيب آن با عامل اصلی تحریك باززایی و ریشه ZnOگرم بر ليتر ميلی ۲0غلظت 
 برای رشد طولی ساقه مؤثرتر بود. BAهمراه با  ZnOگرم بر ليتر ميلی 10که غلظت  لا و کيفيت ریشه را فراهم کرد، در حالیباززایی با

تعادل مناسبی بين درصد باززایی،  ZnOگرم بر ليتر نانوذرات ميلی ۲0و  BAگرم بر ليتر ميلی 1نتایج نشان داد ترکيب : گیرینتیجه
ای بابونه آلمانی پيشنهاد شود. با شيشهپایه برای باززایی درون نامهشيوهعنوان تواند بهکند و میم هوایی ایجاد میتعداد ریشه و رشد اندا

 ضروریست. آیندههای های مختلف در پژوهشسازی بيشتر و بررسی پاسخ ژنوتيپاین حال، بهينه
 

 آدنين، کشت بافتبنزیل بابونه آلمانی، نانوذرات اکسيد روی، باززایی،: های کلیدیواژه

 

 مقدمه
( که از اعضای chamomilla Matricariaبابونه آلمانی )

رود، به شمار می( بهAsteraceaeخانواده بزرگ کاسنيان )
فعال دليل دارا بودن مقدار قابل توجهی از ترکيبات زیست

ها و اسيدهای فنولی، جایگاه فلاونوئيدها، کومارین مانند
 داردبهداشتی -ای در صنایع دارویی، غذایی و آرایشیویژه

(2010., et alSrivastava  در طب سنتی، این گياه به عنوان .)
بخش اکسيدانی، ضدميکروبی و آرامعاملی ضدالتهابی، آنتی

های متداول تکثير این گياه شود. با این حال، روششناخته می
)از طریق بذر یا تکثير رویشی( برای تأمين مواد گياهی 

نيستند. مشکلاتی مانند  یکنواخت مورد نياز صنعت کافی
ناهمگنی ژنتيکی، وابستگی شدید به شرایط اقليمی و خطر 

ها، همواره به عنوان موانعی در مسير توليد این انتقال بيماری
 (. et alRout ,.2000اند )گياه مطرح بوده

ای امکان شيشههای کشت دروندر چنين شرایطی، تکنيك
های سالم فراهم ی تکثير سریع و توليد انبوه کلونمناسبی برا

، چه از طریق in vitroکنند. ریزازدیادی در شرایط می
بسيار حساس یندی افرزایی، زایی و چه از طریق جنيناندام

است که به عوامل مختلفی ازجمله ژنوتيپ گياه، نوع ریزنمونه، 
ما و تعادل هورمونی در محيط کشت و شرایط فيزیکی مانند د

 et alGeorge ; 2016., et alIkeuchi ,.نور وابسته است )

ها، ایجاد (. برای القای کالوس و مدیریت رشد اندام2008
یا  BAPها )مانند ها و سيتوکينينتعادل مناسب ميان اکسين

آید. با این حال، حتی در شمار میاساسی به یکينتين( ضرورت
شرایط بهينه نيز گاهی ميزان باززایی بافت یا تراکم تشکيل 

رسد؛ موضوعی که نياز به ها به سطح مطلوب نمیشاخه

 کند.استفاده از رویکردهای نوین را برجسته می
های اخير، فناوری نانو به عنوان یکی از در سال

م زیستی شده است. رویکردهای نوآورانه وارد عرصه علو
نانوذرات فلزی به دليل ابعاد بسيار کوچك در مقياس نانو و 
نسبت بالای سطح به حجم، توانایی قابل توجهی در 

فيزیولوژیك و بيوشيميایی گياهان یندهای افرتأثيرگذاری بر 
(. در ميان انواع مختلف نانوذرات،  et alRai ,.2012دارند )

( به دليل نقش کليدی عنصر ZnO NPsرات اکسيد روی )نانوذ
های آنزیمی، تنظيم متابوليسم هورمونی و در فعاليت ،روی

ها مورد توجه حفظ پایداری ساختاری غشاها و پروتئين
 et alBroadley ,.2007 ;اند )پژوهشگران قرار گرفته

2008oway, Allدهد (. شواهدی وجود دارد که نشان می
توانند فرآیندهای حياتی در گياهان نانوذرات اکسيد روی می

اکسيدانی های آنتیزنی، رشد رویشی، فعاليت آنزیممانند جوانه
 et alDimkpa ,.بخشند )بو جذب عناصر غذایی را بهبود 

مطالعات گزارش شده است که این  (. همچنين در برخی2017
های توانند القای کالوس و باززایی بافت در گونهذرات می

. به ( et alAlharby ,.2016)مختلف گياهی را تسهيل کنند 
های روی، رسد این اثر از طریق افزایش فراهمی یوننظر می

تنظيم تعادل  های مرتبط با تقسيم سلولی وتحریك آنزیم
(.  et alTripathi ,.2017دهد )هورمونی در گياهان رخ می

ای شيشهباززایی درونهای نامهشيوهسازی در زمينه بهينه
زایی و اند که بازدهی اندام، مطالعات نشان دادهآلمانی بابونه

ادل زایی وابستگی شدیدی به نوع ریزنمونه و تعشاخساره
که طوریهای رشد گياهی در محيط کشت دارد؛ بهکنندهتنظيم

های ساقه دارای گره و کوتيلدون در محيط استفاده از ریزنمونه
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ها، ها و اکسينای از سيتوکينينبا ترکيب بهينه MS کشت پایه
پذیر دستيابی به درصد بالایی از باززایی مستقيم را امکان

بر این اساس، . )2015Asl et al., -Masoumi( سازدمی
تواند به ای و هورمونی بهينه میسازی شرایط تغذیهفراهم

ای و شيشهکننده، کارایی تکثير درونعنوان یك عامل تعيين
طور چشمگيری های مورفوژنتيك این گياه دارویی را بهپاسخ

به  با وجود اهميت پاسخ ویژه این گياه. ارتقا دهد
های رشد، اطلاعات مربوط به تأثير نانوذرات کنندهتنظيم

اکسيد روی بر بهبود باززایی بافت در این گياه همچنان محدود 
های پژوهش با هدف بررسی اثر غلظتاین رو، است. ازاین

مختلف نانوذرات اکسيد روی بر باززایی بافت در شرایط 
 ای طراحی و اجرا شد.شيشهکشت درون

 هاروشمواد و 
های استریل و مناسب برای منظور دستيابی به گياهچهبه

آوری شده )جمع بابونه آلمانی بذرهایای، شيشهکشت درون
ابتدا تحت فرآیند ضدعفونی  استان گيلان( تالشاز شهرستان 

 5به مدت  بذرهابرای این منظور، آنگاه سطحی قرار گرفتند. 
درصد تيمار و پس از  5دقيقه در محلول هيپوکلریت سدیم 

آن یك مرتبه با آب مقطر استریل شستشو داده شدند. در ادامه، 
درصد قرار  ۷0دقيقه در محلول اتانول  1به مدت  بذرها

حذف  برایسازی تکميل شود. سپس گرفتند تا فرآیند سترون
با آب مقطر استریل  کننده، دو بارمانده مواد ضدعفونیباقی

شده در محيط کشت موراشيگ استریل بذرهایشسته شدند. 
 pH با  1962Murashige & Skoog.,((MS)( و اسکوگ

شده کشت گردیدند و در شرایط کنترل ۸/5شده روی تنظيم
درجه  ۲0 ± ۲دمای  در لوکس 4000 با نور نوری قفسه

گراد نگهداری شدند. پس از گذشت یك ماه و استقرار سانتی
هایی با ها ریزنمونههای جوان آنها، از برگکامل گياهچه

های حاصل متر تهيه شد. ریزنمونهميلی 5طول تقریبی 
گرم ميلی ۲حاوی  MS منظور القای کالوس در محيط کشتبه

، )D-2,4( يداستيك اسکلروفنوکسیدی-۲،4بر ليتر هورمون 
ها به کشت شدند. کشت ۸/5برابر  pH سه درصد ساکارز و با

های نگهداری شدند تا کالوس تاریکیمدت یك ماه در شرایط 
های دارای مورد نظر تشکيل شوند. پس از این مدت، کالوس

باززایی انتخاب شده به محيط باززایی  ظرفيترشد مناسب و 
حاوی  MS ها در محيطسمنتقل گردیدند. در این مرحله، کالو

)6-آدنينمختلف هورمون بنزیل هایغلظت

)Benzyladenine ،)BA(   ،گرم ميلی ۲و  1در سه سطح صفر
)با ساختار  ،)ZnO NPs( بر ليتر و نانوذرات اکسيد روی

در ( ARMINANOشرکت  نانومتر ۲5-۲0 و اندازه کروی
گانه صورت جداگرم بر ليتر، بهميلی ۲0و  10سه سطح صفر، 

و ترکيبی کشت شدند تا اثر متقابل این دو عامل بر باززایی 
در این  BAاستفاده از هورمون  بافت مورد بررسی قرار گيرد.

آزمایش به دليل پایداری بالای این هورمون در برابر نور و 
به محيط،  ZnO همچنين برای افزودن نانوذرات .دما بود

انجام اتوکلاو از دقيقه ورتکس شد و قبل  3محلول آن به مدت 
 .گردیدبه محيط اضافه 

فاکتوریل بر پایه طرح کاملاً آزمایش در قالب تحقيق این  
 کالوس( چهار )هر تکرار شامل با سه تکرار  )CRD (تصادفی

 BA های مختلف هورموناجرا شد؛ فاکتور اول شامل غلظت

د. بو ZnO های مختلف نانوذراتشامل غلظت و فاکتور دوم
گيری شده و منظور ارزیابی همزمان پاسخ صفات اندازهبه

جلوگيری از افزایش خطای نوع اول، ابتدا تجزیه واریانس 
 براساس آماره لامبدای ویلکس )MANOVA (چندمتغيره

) Wilks Lambda( بررسی اثر کلی برای BAنانوذرات ، 

 ZnO در ادامه، تجزیه واریانس . ها انجام شدنو اثر متقابل آ
 انجام صورت مجزا برای هر صفت به )ANOVA (دوطرفه
، مفروضات MANOVAو  ANOVA . پيش از انجامگردید

 ویلك ها با آزمون شاپيروآزمون شامل نرمال بودن داده

) Wilk-Shapiro( ها با آزمون لوینو همگنی واریانس  
) Levenes test(  ها با گردید. مقایسه ميانگين دادهارزیابی

درصد  5ای دانکن در سطح احتمال استفاده از آزمون چنددامنه
افزار گيری از نرمهای آماری با بهرهانجام شد. تمامی تجزیه

 شد.انجام  gricolaeA و بسته 4.6.0 نسخه R آماری
 

 نتایج

نتایج تجزیه واریانس چندمتغيره براساس آماره لامبدای 
( نشان داد که هر سه منبع تغيير یعنی اثر هورمون 1کز )جدولویل
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نانوذرات اکسيد روی و اثر متقابل این دو عامل  بنزیل آدنين، اثر
اند. مقدار داری داشتهبر مجموعه صفات باززایی تأثير معنی

به دست آمد  159/0لامبدای ویلکز برای اثر بنزیل آدنين برابر 
دار شد. همين آماره برای معنیکه در سطح احتمال یك درصد 

نشان  015/0 برابرتری نانوذرات اکسيد روی مقدار بسيار پایين
دار بود. اثر متقابل نيز با داد که باز هم در سطح یك درصد معنی

دار گردید. این در سطح پنج درصد معنی 1۷۷/0لامبدای ویلکز 

دهند که نانوذرات اکسيد روی به تنهایی تأثير نشان مینتایج 
. علاوه بر تاس الگوی کلی صفات باززایی داشته بر داریمعنی
بنزیل آدنين و ترکيب آن با نانوذرات نيز نقش قابل توجهی این، 

ادامه تحليل با تجزیه  ،. به همين دليلاندبر مجموعه صفات داشته
ت به صورت جداگانه منطقی به متغيره برای هر صفواریانس تك

 رسيد.نظر می

 

 براساس آماره لامبدای ویلکز برای بررسی اثر ساده و متقابل هورمون بنزیل آدنین )MANOVA (تجزیه واریانس چندمتغیره -۱ لجدو

) BA( و نانوذرات اکسید روی) ZnO(  نیبابونه آلما صفات باززایی مجموعهبر 

the effects of  using the Wilks' Lambda statistic to assessTable 1. Multivariate analysis of variance (MANOVA) 

.chamomilla Matricariaof  BA, ZnO nanoparticles, and their interaction on regeneration traits 

SOV df Wilks λ Approx. F Hypothesis df Error df 

Benzyladenine (BA)  2 0.159 5.67** 8 30 

Zinc Oxide (ZnO) 2 0.015 26.9** 8 30 

BA×ZnO 4 0.177 2.21* 16 46.5 

 .است درصد 5و  1 به ترتيب در سطوح احتمال ویلکز( یلامبدا) F آماره بودن بيانگر معنادار :**و  *
∗, ∗∗, Wilks' Lambda F-values are significant at the P < 0.05 and P < 0.01 probability levels, respectively. 

 

و اثر  متغيره برای هر صفت انجام شدتجزیه واریانس تك
(. اثر بنزیل آدنين بر ۲ متفاوتی ظاهر گردید )جدول دارمعنی

درصد باززایی، طول ریشه و طول اندام هوایی در سطح یك 
داری نداشت. دار بود، ولی بر تعداد ریشه تأثير معنیدرصد معنی

نانوذرات اکسيد روی تقریباً بر همه صفات اثر قوی نشان داد. اما 
درصد باززایی، طول ریشه و تعداد ریشه تحت تأثير این 

سطح یك درصد و طول اندام هوایی در سطح پنج  نانوذرات در
دار قرار گرفت. اثر متقابل بنزیل آدنين و نانوذرات درصد معنی

دار شد و بر سایر اکسيد روی تنها بر صفت طول ریشه معنی
صفات اثر متقابل قابل توجهی مشاهده نگردید. این موضوع نشان 

ب ترین صفت به ترکيدهد که رشد طولی ریشه حساسمی
 همزمان این دو عامل بوده است.

 

 جدول ۲- تجزیه واریانس اثرات ساده و متقابل هورمون بنزیل آدنین و نانوذرات اکسید روی بر ویژگیهای باززایی گیاه بابونه آلمانی

Table 2. Analysis of variance of the main effects and interaction effects of Benzyladenine (BA) hormone and Zinc 

Oxide (ZnO) nanoparticles on the regeneration traits of Matricaria chamomilla. 

SOV df  MS   

  Regeneration Root length Roots number shoot length 

Benzyladenine (BA)  2 502** 18.37** 10.04 5.68** 

Zinc Oxide (ZnO) 2 6162** 100.59** 169.04** 3.03* 

BA×ZnO 4 95.0  15.48** 0.70 0.39 

Error 18 54 1.96 4.41 0.51 
  ** ,*  respectively s,of probability level 5%and  1%significantly at                    .هستندمعنادار  درصد 5و  1ترتيب در سطوح احتمال به :*و  **

 

 

جزئيات ( 3 )جدولها با آزمون دانکن مقایسه ميانگين
بيشتری را روشن کرد. در صفت درصد باززایی، تيمار بدون 

درصد باززایی  33/۲1هورمون و بدون نانوذره )شاهد( تنها 

ترین مقدار در بين همه تيمارها بود. با افزایش داشت که پایين
گرم بر ليتر، درصد ميلی 10اکسيد روی به  غلظت نانوذرات

درصد رسيد و وقتی  33/49باززایی در غياب بنزیل آدنين به 
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گرم بر ليتر افزایش یافت، این ميلی ۲0غلظت نانوذرات به 
دهد که درصد جهش پيدا کرد. این روند نشان می ۷3مقدار به 

نانوذرات اکسيد روی حتی بدون حضور هورمون بنزیل آدنين 
طور چشمگيری تحریك کنند. ادرند فرآیند باززایی را بهق

، استفاده شدگرم بر ليتر وقتی بنزیل آدنين در سطح یك ميلی
گرم بر ليتر نانوذره به ميلی ۲0درصد باززایی در ترکيب با 

گرم درصد رسيد. تيمار دو ميلی 33/۸3یعنی  ،بالاترین مقدار

گرم بر ليتر نانوذره نيز ميلی ۲0بر ليتر بنزیل آدنين همراه با 
درصد باززایی ایجاد کرد و این دو تيمار از نظر آماری  66/۸0

 ۲0رسد غلظت در یك گروه قرار گرفتند. بنابراین به نظر می
گرم بر ليتر نانوذرات اکسيد روی در کنار سطوح یك یا ميلی

گرم بر ليتر بنزیل آدنين بهترین نتيجه را از نظر درصد دو ميلی
 یی به همراه داشته است.باززا

 

 
 ۱۰: محیط حاوی b؛ محیط شاهد )بدون نانوذره( :ZnO، aهای مختلف نانوذرات در غلظت آلمانی ی بابونههادهی باززایهریشه -۱ شکل

 نانوذرهگرم بر لیتر میلی ۲۰: محیط حاوی cو  گرم بر لیتر نانوذرهمیلی

regenerants at different concentrations of ZnO nanoparticles: a: control  Chamomile Rooting of -Figure 1

medium (without nanoparticles); b: medium containing 10 mg/L nanoparticles; c: medium containing 20 mg/L 

.nanoparticles 
 

ها نيز الگوی جالبی مشاهده شد. در مورد ميانگين طول ریشه
متر در تيمار سانتی 6/13 برابرها بيشترین ميانگين طول ریشه

گرم بر ليتر نانوذره ثبت گردید. این ميلی ۲0بدون بنزیل آدنين با 
بود. تيمار  داری از همه تيمارهای دیگر بالاترطور معنیمقدار به

گرم بر ليتر ميلی ۲0گرم بر ليتر بنزیل آدنين همراه با یك ميلی
متر طول ریشه نشان داد. جالب اینجاست سانتی 11نانوذره نيز 

، استفاده شدگرم بر ليتر که وقتی بنزیل آدنين در سطح دو ميلی
گرم بر ليتر نانوذره ميلی ۲0ميانگين طول ریشه حتی با حضور 

دهد که غلظت متر کاهش یافت. این موضوع نشان میسانتی 6به 
بالاتر بنزیل آدنين ممکن است تا حدی اثر مثبت نانوذرات بر 
رشد طولی ریشه را تعدیل کند. ميانگين تعداد ریشه روند متفاوتی 

 ترکيبعدد در  3/1۲ برابرداشت. بيشترین ميانگين تعداد ریشه 
گرم بر ليتر ميلی ۲0با  گرم بر ليتر بنزیل آدنين همراهدو ميلی

گرم بر ليتر بنزیل آدنين با نانوذره به دست آمد. تيمار یك ميلی
ریشه توليد کرد. این  6/11همان غلظت نانوذره نيز ميانگين 

دهند که حضور همزمان بنزیل آدنين و نانوذرات اعداد نشان می
طور مؤثری های بالاتر، تعداد ریشه را بهاکسيد روی در غلظت

 دهد.زایش میاف
ميانگين طول اندام هوایی نيز تحت تأثير تيمارها قرار گرفت. 

متر در تيمار یك سانتی ۲6/4 برابربيشترین مقدار این صفت 
گرم بر ليتر نانوذره ميلی 10گرم بر ليتر بنزیل آدنين همراه با ميلی

طورکلی طول اندام مشاهده شد. تيمارهای حاوی بنزیل آدنين به
لاتری نسبت به تيمارهای بدون هورمون نشان دادند. به هوایی با
رسد بنزیل آدنين نقش اصلی را در تحریك رشد طولی نظر می

کند، در حالی که نانوذرات اکسيد روی بيشتر بر ساقه ایفا می
 اند.ای تأثيرگذار بودهصفات ریشه

a b c 
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که نانوذرات داد در مجموع، نتایج این آزمایش نشان 
گرم بر ليتر ميلی ۲0ویژه در غلظت هایی و بهاکسيد روی به تن

طور قابل توجهی درصد باززایی و رشد ریشه را به است قادر
 دياکسنانوذرات  تريگرم بر لميلی ۲0خشد. ترکيب ببهبود ب

گرم بر ليتر، با بنزیل آدنين در سطوح یك یا دو ميلی یرو
نتيجه بهتری از نظر درصد باززایی و ميانگين تعداد ریشه به 

همراه داشته است. با این حال، برای دستيابی به تعادل مناسب 
ها اهميت بين رشد ریشه و اندام هوایی، انتخاب دقيق غلظت

باززایی های شيوهزی ساتواند در بهينهها میدارد. این یافته
و  ای بابونه آلمانی مورد استفاده قرار گيردشيشهدرون
نانوذرات اکسيد روی به عنوان یك  ظرفيتدهنده نشان

 های کشت بافت است.افزودنی مؤثر در محيط
 

طول اندام  وتعداد ریشه ، صد باززایی، طول ریشهصفات درروی  نانوذرات اکسید و بنزیل آدنیناثر متقابل  میانگین مقایسه -۳جدول 

  بابونه آلمانیدر  هوایی
Table 3. Mean of ZnO nanoparticles and Benzyladenine Interaction effects of on regeneration percentage, root 

length, root number, and shoot length in Chamomile 

Benzyladenine 

(mg/l) 

ZnO  

(mg/l) 

Regeneration  

(%) 

Root length 

(cm) 

roots number  

(per plantlet) 

shoot length  

(cm) 

0 0 21.33 e 3.00 e 1.60 f 1.33 c 

0 10 49.33 c 6.60 c 6.30 de 2.73 b 

0 20 73.00 ab 13.60 a 11.00 abc 3.16 ab 

1 0 25.33 de 3.60 de 2.60 ef 3.33 ab 

1 10 71.66 ab 7.30 c 7.60 cd 4.26 a 

1 20 83.33 a 11.00 b 11.60 ab 3.93 ab 

2 0 36.66 d 4.00 de 4.60 def 3.30 ab 

2 10 67.00 b 5.30 cde 8.30 bcd 3.96 ab 

2 20 80.66 a 6.00 cd 12.30 a 3.90 ab 
 .تفاوت معناداری با یکدیگر ندارند >0.05Pای دانکن، در سطح احتمال هایی که در هر ستون دارای حرف یکسان هستند، براساس آزمون چنددامنهنانگيمي

Means with the same letter in each column are not significantly different (P < 0.05) based on Duncan’s Multiple Range Test 
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دهی : شروع ریشهc، : کالوس گیاه بابونهb، عنوان ریزنمونهگیاهچه استفاده شده به :aدر مراحل مختلف کشت:  آلمانیبابونه  -۲ شکل
 انجام آنالیز مرحلهدر کامل  : گیاهچهfو  هفته ۴: گیاهچه بعد از e، هفته ۳گیاهچه بعد از گذشت  :d، کالوس

Chamomile at different stages of culture: a: explant used as the explant source; b: chamomile plant  -Figure 2

n of rooting in callus; d: seedling after 3 weeks; e: seedling after 4 weeks; f: seedlings at the callus; c: initiatio

.stage analysis 

 

 بحث
تأثير  ZnOنتایج این پژوهش نشان داد که نانوذرات 

ای شيشهتری بر الگوی کلی صفات باززایی درونگسترده
دارند و مقدار لامبدای ویلکز برای  BAبابونه آلمانی نسبت به 

این دار بود که درصد معنی 1در سطح احتمال اثر نانوذرات، 
صورت تنها بهنه ZnOدهد که نانوذرات ع نشان میموضو

مستقل، بلکه احتمالاً از طریق تعامل با مسيرهای هورمونی 
های مورفوژنيك اثرگذار هستند. با این داخل بافت بر پاسخ

در  BAمتغيره، اثر متقابل حال، در تجزیه واریانس تك
دار شد. این تنها بر صفت طول ریشه معنی ZnOنانوذرات 

دهد که متغيره نشان میفاوت بين تحليل چندمتغيره و تكت
نانوذره ممکن است -متقابل پيچيده هورمون هایبرخی از اثر

در سطح همبستگی بين صفات پنهان بمانند و تنها از طریق 
 و همکاران Zafarرویکرد چندمتغيره قابل شناسایی باشند. 

در  ZnOشاهده کردند که نانوذرات مدر خردل سياه  (۲016)
توانند القای ریشه و ظهور ساقه را در های پایين میغلظت

دار تحت تأثير قرار دهند، در حالی های ساقه برگریزنمونه
 صفتی و چندصفتی متفاوت بود.که اثر آنها در سطح تك

 ۷3های قابل توجه این پژوهش، دستيابی به یکی از یافته
گرم بر ميلی ۲0و حاوی  BA تيمار بدون درصد باززایی در

 گرم بر ليترميلی ۲بود که حتی از تيمار  ZnO ليتر نانوذرات

 BA  بدون نانوذره نيز بيشتر بود و بيشترین طول ریشه نيز در
همين تيمار مشاهده شد. این بهبود همزمان درصد باززایی و 

با نقش ای بدون نياز به سيتوکينين خارجی، احتمالاً رشد ریشه
ها و کليدی عنصر روی به عنوان کوفاکتور ضروری در آنزیم

که  )Zinc fingers (های انگشت رویساختار پروتئين
فاکتورهای رونویسی مهم در تنظيم بيان ژن و نمو گياهی 

.  )2008Yilmaz & Mittler, -Ciftci(  هستند، مرتبط است
های مسير ش مهمی در فعاليت آنزیمعلاوه بر این، روی نق

ماده اصلی در بيوسنتز اسيد آمينه تریپتوفان دارد که خود پيش
 رودر میشمابه IAA مانندزا های درونمسير بيوسنتز اکسين

)2010Zhao, (، این، رهاسازی تدریجی یونبنابر Zn  از
ح اکسين داخلی بافت طور غيرمستقيم سطنانوذرات احتمالاً به

 Zafar .زایی شده استرا تعدیل کرده و منجر به تحریك ریشه
گرم بر ميلی 10گزارش کردند که غلظت  (۲016) و همکاران

های سفيد باعث ظهور ساقه و توليد ریشه ZnOليتر نانوذرات 

a b c 

d e f 
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شد  ی خردل سياههاای ضخيم در برگنازک با تارهای ریشه
های توانند از ریزنمونهمی ZnOو پيشنهاد کردند که نانوذرات 

ها شده روی محيط مناسب، ریشه القا کنند که این ریشهکشت
های ثانویه ارزشمند مورد توانند برای توليد متابوليتمی

گرم ميلی ۲0تا  10گيرند. شباهت غلظت مؤثر )باستفاده قرار 
در  ZnOدهد که نانوذرات بر ليتر( بين دو مطالعه نشان می

توانند به عنوان یك القاگر محدوده غلظتی متوسط می
مورفوژنتيك عمل کنند، هرچند شدت این پاسخ ممکن است 

 به نوع گونه و شرایط کشت وابسته باشد.
به محيط کشت اضافه شد، ميانگين طول  BAهنگامی که 

گرم ميلی ۲طور قابل توجهی کاهش یافت و در تيمار ریشه به
گرم بر ليتر نانوذره، طول ریشه ميلی ۲0همراه با  BAبر ليتر 

متر رسيد. این کاهش شدید احتمالاً ناشی از سانتی 6به 
بندی در تخصيص منابع کربوهيدرات به سمت رشد اولویت

غلظت بالای سيتوکينين خارجی و نيز اثر  دليلاندام هوایی به 
های یل شدن سلولطویند افربا  BAمتقابل و منفی هورمون 
ها عموماً اثر سيتوکينين زیرااست؛  Znریشه تحت تأثير یون 

های ریشه دارند. بازدارندگی بر طویل شدن سلول
Dahajipour Heidarabadi نيز گزارش  (۲0۲6) همکاران و

تا  016/0های پایين )در غلظت ZnOکردند که نانوذرات 
 Melissaگرم بر ليتر( طول ریشه را در ميلی 14/0

officinalis برابر( افزایش داد، در  5تا  3طور چشمگيری )به
داد ها نشان زنی کاهش یافت. این یافتهحالی که درصد جوانه
وابسته به گونه و غلظت است و  ZnOکه پاسخ به نانوذرات 

های رشد، الگوی تخصيص ممکن است در حضور هورمون
های هوایی و زمينی تغيير کند، اما این سازوکار رشد بين اندام

 پژوهش آزمون نشده است.این به صورت مستقيم در 
همراه  BAگرم بر ليتر ميلی ۲ميانگين تعداد ریشه در تيمار 

عدد رسيد که بيشترین  3/1۲نانوذره به گرم بر ليتر ميلی ۲0با 
ها در مقدار در بين تمام تيمارها بود. افزایش تعداد ریشه

حضور همزمان سيتوکينين و نانوذره ممکن است ناشی از 
های با اکسين ZnOنانوذرات های خاص تعامل مثبت غلظت

و شروع  )Pericycle(ل کيسیپر زا برای القایدرون
به  BA، در حالی که خود هورمون های جانبی باشدریشه

و  beGharتنهایی اثر چندانی بر این صفت نداشته است. 
گرم بر ليتر ميلی 50نشان دادند که افزودن  (۲0۲4) همکاران

باعث  Eriobotrya japonicaبه محيط کشت  ZnOنانوذرات 
 100افزایش تعداد و طول ساقه شد و درصد القای رشد را به 

تواند می ZnOگزارش کردند که نانوذرات آنان . درصد رساند
تعامل داشته  Kinetinو  BAهای رشد مانند کنندهبا تنظيم

بخشد. این مقایسه تنها در حد بباشد و نتيجه باززایی را بهبود 
های کنندهبا تنظيم ZnOت نشان دادن امکان تعامل نانوذرا
عنوان یك قاعده عمومی در رشد قابل طرح است و نباید به

 ها تلقی شود.همه گونه
 1درصد( در ترکيب  33/۸3بالاترین درصد باززایی )

به  ZnOگرم بر ليتر نانوذرات ميلی ۲0و  BAگرم بر ليتر ميلی
 1دست آمد، در حالی که ميانگين طول ساقه در تيمار 

گرم بر ليتر نانوذره به ميلی 10همراه با  BAگرم بر ليتر ميلی
متر( رسيد. این الگو نشان سانتی ۲6/4حداکثر مقدار خود )

تواند برای هر صفت می ZnOکه غلظت بهينه نانوذرات  داد
( دریافتند که غلظت ۲016) و همکاران Zafarمتفاوت باشد. 

برای القای ریشه و ظهور  ZnOتر نانوذرات گرم بر ليميلی 10
تا  500های بالاتر )ساقه مناسب بود، در حالی که غلظت

زنی و رشد شد. گرم بر ليتر( باعث مهار جوانهميلی 1500
Dahajipour Heidarabadi نيز تأکيد  (۲0۲6) و همکاران

تواند می ZnOوذرات های بسيار پایين نانکردند که غلظت
بهبود  در گياه خردل سياه های ثانویه رارشد و توليد متابوليت

 هایاثرهای بالاتر ممکن است بخشد، در حالی که غلظتب
وابسته -متفاوتی داشته باشند. بر این اساس، پاسخ دوز

پژوهش نيز مشاهده شده است، اما این در  ZnOنانوذرات 
هر گونه باید جداگانه تعيين  دامنه بهينه آن برای هر صفت و

 شود.
بر درصد باززایی،  ZnOاز نظر آماری، اثر نانوذرات 

ميانگين طول ریشه و ميانگين تعداد ریشه در سطح یك درصد 
بر ميانگين تعداد ریشه  BAدار بود، در حالی که اثر معنی
در  ZnOدهد که نانوذرات دار نشد. این تفاوت نشان میمعنی

اند، در ای داشتهتری بر صفات ریشهثير پررنگاین سامانه تأ
بيشتر بر صفات مرتبط با اندام هوایی اثرگذار  BAحالی که 
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بوده است؛ با این حال، این برداشت باید در چارچوب 
ای عنوان نتيجههای همين آزمایش تفسير شود و بهداده

گزارش  (۲0۲4) همکاران و beGharعمومی تلقی نشود. 
طور مستقل و بدون نياز به تغيير به ZnOکردند که نانوذرات 

 Eriobotrya، تعداد و طول ساقه را در BAدر غلظت 

japonica .افزایش داد 
کليدی مطرح در پاسخ گياه به های سازوکاریکی از 

دهی سلولی از طریق القای نانوذرات، تحریك سيستم سيگنال
های روی ت. رهاسازی تدریجی یونشده اسهای کنترلتنش

تواند منجر به و تماس فيزیکی نانوذرات با غشای سلولی می
های فعال القای یك تنش اکسيداتيو ملایم و انفجار موقت گونه

در سلول،  ROSشده ( شود. این افزایش کنترلROSاکسيژن )
رسان ثانویه در شبکه انتقال پيام هورمونی به عنوان یك پيام

های مرتبط با عمل کرده و با تحت تأثير قرار دادن بيان ژن
کند؛ مورفوژنز، مسيرهای تمایز سلولی و باززایی را فعال می

پژوهش مبنی بر بهبود درصد این های روندی که با یافته
گرم بر ليتر ميلی ۲0حاوی  باززایی و طول ریشه در تيمار

)حتی بدون حضور سيتوکينين خارجی(  ZnOنانوذره 
و همکاران  Marslinاین فرضيه، یيد أتهمخوانی دارد. در 

نشان دادند که نانوذرات قادرند از طریق ایجاد چنين  (۲01۷)
ویه را انفجار اکسيداتيوی، مسيرهای بيوسنتزی و متابوليسم ثان

تأکيد  (۲019و همکاران ) Berniبازآرایی کنند. علاوه بر این، 
توانند و تنش ناشی از عناصر فلزی می ROSکردند که 

های ساختاری دیواره سلولی و به دنبال آن پلاستيسيته ویژگی
پلاستيسيته دیواره در یند افررشد سلول را تغيير دهند. این 

تر کننده تمایز سریعتواند تبيينحریك تقسيم سلولی، میکنار ت
 ها در مواجهه با نانوذرات باشد.ریشه

فراتر از یك  ZnOبا این حال، پاسخ گياه به نانوذرات 
ای پاسخ تنشی ساده است و باید در چارچوب نقش تغذیه

روی نيز تفسير شود؛ زیرا نانوذرات اکسيد روی در محيط 
کنند. رهش برای روی عمل مینبع آهستهکشت به عنوان یك م

نشان  Broadley (۲00۷)و  Alloway (۲00۸)طور که همان
ها و دادند، روی نقشی حياتی در پایداری غشا، سنتز پروتئين

های کليدی گياه دارد. آزادسازی تدریجی این فعاليت آنزیم

از نانوذرات، جریان متابوليکی سلول را به سمت عنصر 
دهد. این پدیده ها سوق میسازی مصرف کربوهيدراتبهينه

و همکاران  Dimkpaهای ای مشابه با یافتهبهبود تغذیه
است که در آن استفاده از نانوذرات اکسيد روی منجر  (۲01۷)

ذی در دانه و بهبود بنيه به بارگذاری کارآمدتر مواد مغ
 فيزیولوژیك گياه شد.

 های مورفوژنيك در مطالعاتای واکنشتحليل مقایسه
 دهد که تعادل ميان تحریك اکسيداتيو ملایممختلف نشان می

ای روی، پاسخ نهایی ریزنمونه را در کشت بافت مين تغذیهأو ت
 (۲016و همکاران ) yarblhA، نمونهکند. برای تعيين می

توانند القای کالوس و می ZnOگزارش کردند که نانوذرات 
فرنگی را حتی تحت شرایط بازدارنده تنش باززایی گوجه

دهنده توانایی نانوذره نشان موضوعشوری تسهيل کنند؛ این 
های دفاعی و سازگاری سلول است. در در تقویت سيستم

های مورفوژنيك و خشرایط عدم تنش محيطی نيز، پاس
افزایی نانوذره با همثير أتمتابوليکی به شدت تحت 

گيرند. های داخلی یا اعمال شرایط محيطی قرار میهورمون
 در کشت کالوس (۲01۸و همکاران ) Javedنمونه،  برای

در کالوس  (۲0۲1) و همکاران hzadeShو  Stevia استویا
Silybum marianum  نشان دادند که ترکيب نانوذرات فلزی

 ظرفيتهای نوری مختلف، های فيزیکی مانند رژیمبا محرک
های های ثانویه )مانند سيليمارین( و شاخصتوليد متابوليت

دهد. این سازگاری و داری تغيير میطور معنیرشد را به
پذیری مسيرهای طافپذیری بالا، ناشی از انعتحریك

های بيوسنتزی در مواجهه با نانوذرات سنتزشده به روش
 (۲0۲3) و همکاران umorrTaکه حتی طوریمختلف است؛ به

های سنتزشده با روش ZnOدریافتند استفاده از نانوذرات 
زیستی به دليل سازگاری زیستی بالاتر و سميت کمتر، کارایی 

 Caesalpiniaای مسيرهای ثانویه را در کالوسالق

pulcherrima بخشد.بهبود می  Zafar (۲016) و همکاران 
تا  500های بالا )در غلظت ZnOنشان دادند که نانوذرات 

 خردل سياه زنی و رشد گياهچهگرم بر ليتر( جوانهميلی 1500
گرم ميلی ۲0تا  1های پایين )را مهار کرد، در حالی که غلظت

 Dahajipourبر ليتر( القای ریشه و ساقه را بهبود بخشيد. 
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Heidarabadi  نيز مشاهده کردند که  (۲0۲6)و همکاران
رشد و توليد متابوليت  ZnOهای بسيار پایين نانوذرات غلظت
این افزایش داد. این الگوها در  ssa officinalisMeliرا در 

گرم بر ليتر برای طول ميلی 10پژوهش نيز دیده شد: غلظت 
گرم بر ليتر برای درصد باززایی و ميلی ۲0ساقه و غلظت 

 (۲0۲1) و همکاران Kurczyńskaتر بود. تعداد ریشه مناسب
نيز تأکيد کردند که  (۲0۲1) همکارانو  Montejo-Riveroو 

به غلظت، نقش محرک یا  با توجهتوانند نانوذرات می
 بازدارنده داشته باشند.

از نظر کاربردی در اصلاح و ژنتيك گياهی، توسعه این 
تواند زایی میای باززایی و ریشهمرحلهکارآمد تك نامهشيوه

های برتر و حفظ نقش مهمی در تکثير سریع کلونال ژنوتيپ
های ناخواسته پایداری همسانی ژنتيکی بدون خطر جهش

کند. همچنين، استقرار  ایفاهای بالای هورمون ناشی از غلظت
نياز اساسی برای انتقال ژن و مهندسی چنين سيستمی پيش

نتيك، توليد گياهان عاری از ویروس و نگهداری ذخایر ژ
 ای است.شيشههای ژن درونتوارثی بابونه آلمانی در بانك

هایی روبرو بوده با این حال، این پژوهش با محدودیت

 آلمانی است؛ ازجمله استفاده از تنها یك ژنوتيپ خاص بابونه
یت مواجه ها را با محدودپذیری نتایج به سایر تودهکه تعميم

های کند. همچنين عدم ارزیابی پایداری ژنتيکی گياهچهمی
باززاشده با نشانگرهای مولکولی، عدم سنجش غلظت و 

های گياهی، عدم جذب واقعی عنصر روی در بافت
های بيوشيميایی حساس )مانند فعاليت گيری شاخصاندازه
اکسيدان در پاسخ به تنش اکسيداتيو ملایم های آنتیآنزیم

ناشی از نانوذره( و عدم پيگيری رفتار، بقا و صفات 
ای از ها پس از انتقال به شرایط گلخانهفيزیولوژیکی گياهچه

 روند. شمار میهای این تحقيق بهدیگر محدودیت

گرم ميلی ۲0و  BAگرم بر ليتر ميلی 1ترکيب  ،در مجموع
تعادل مناسبی بين درصد باززایی، تعداد  ZnO NPsبر ليتر 

پایه  نامهشيوهعنوان یشه و رشد اندام هوایی ایجاد کرد و بهر
ای بابونه آلمانی پيشنهاد شد. با این شيشهبرای باززایی درون

های مختلف سازی بيشتر و بررسی پاسخ ژنوتيپحال، بهينه
 ضروریست.  آیندههای در پژوهش
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