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 چکیده
 پروتکل سازیمنظور بهينهبه .باشدمي بالا یك گونه گياهي با ارزش دارویي (Echinacea purpurea (L.) Moenchسرخارگل )     

در سه  (BAهای رشد شامل بنزیل آدنين )تنظيم کننده ي شاملترکيبتيمار  12 های برگي گياه سرخارگل اززایي بدني ریزنمونهرویان
بدون  یا وهمراه ، گرم در ليتر(ميلي 5/0و  8/0، 1/0در سه سطح ) (NAA، نفتالين استيك اسيد )گرم در ليتر(ميلي 5، 4، 9سطح )

استفاده  MSمحيط کشت در هيدروليزات گرم در ليتر کازئينميلي 50نارگيل و  ليتر در ليتر شيرهميلي 50یك گرم در ليتر زغال فعال، 
تجزیه واریانس قرار گرفتند و مقایسه ميانگين تيمارها به  تکرار مورد سهکاملا تصادفي در آمده در قالب طرح های بدستداده شد.

زا به رنگ سبز های رویانصورت غيرمستقيم اتفاق افتاد. کالوسزایي با توليد کالوس بهرویانروش توکي انجام شد. نتایج نشان داد که 
و  BAدر تيمارهای ترکيب نيز باززایي رویان و درصد(  100ها )زایي کالوسبيشترین رویان تر بودند.تيره، منسجم و با رشد سریع

NAA شيره نارگيل و  فاقدکننده رشد تنظيم هایکه تيمارهمراه با زغال فعال، شيره نارگيل و کازئين هيدروليزات حاصل شد. در حالي
گرم در ليتر ميلي 9ترکيبي عدد( در تيمار  9/49) شاخسارهبيشترین ميزان توليد  .ندتوليد رویان بدني نشد کازئين هيدروليزات موفق به

BA+1/0 گرم در ليتر ميليNAA+1 گرم در ليتر ميلي 50ليتر در ليتر شيره نارگيل+ميلي 50فعال+ گرم در ليتر زغالميلي
 به NAAدیر اندک مقا و BAزایي بدني سرخارگل، استفاده از سطوح بالای رویانبرای طورکلي به هيدروليزات مشاهده شد.کازئين

  گردد.هيدروليزات توصيه مينارگيل و کازئينهمراه شيره
 

  بنزیل آدنين، شيره نارگيل، کازئين هيدروليزات، کالوس، نفتالين استيك اسيد های کلیدی:واژه
 

 مقدمه
 ،) Moench)( L.Echinacea purpurea (سرخارگل     

 گياه این. است دارویي و زینتي ،ساله چند ،علفي گياهي

آن  منشأ و بوده (Asteraceae) آستراسه تيره به متعلق
 (.OmidBeigi, 2010است ) شده گزارش شمالي آمریکای

-دليل دوره گلدهي طولاني و گلارزش زینتي این گياه به

های های بزرگ متشکل از دو نوع گل یعني گلچهآذین
ای است قهوه-های دیسکي ارغوانيشعاعي ارغواني و گلچه

(., 2001et alPerry .)  هایگونهیکي از  عنوانبهسرخارگل 

 و استراليا ،متحده در ایالات Echinacea جنسمهم  دارویي
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 تمام (. 2009et alStanisavljevic ,.رود )مي شماربه اروپا

رویشي  اندام و ریشه از اعم سرخارگل های گياهقسمت
 آلکيل آميدی، ترکيبات قبيل از ارزشمندی مؤثره مواد حاوی

) et Gruenwald است اسانس نيز و ساکاریدیپلي ترکيبات

)., 1999al .قدرت  افزایش گياه این خواص مهمترین از
 که سبب باشدمي زابيماری عوامل مقابل در بدن ایمني سيستم

 درمان و در پيشگيری مؤثر داروی یك عنوانبه گياه این شده

 و آنفولانزا سرماخوردگي،همانند  هایبيمار از بسياری

 (.Li, 1998) شود استفاده هاعفونت

-ميتکثير صورت سنتي از طریق بذر گياه سرخارگل به

بذر بازدهي آن با تکثير  ولي(،  2012et alMaria ,.شود )
کمي دارد و معمولا گياهان توليد شده در سال دوم بذر توليد 

(. بر همين اساس تکثير  2007et alAbbasi ,.کنند )نمي
مانند تقسيم سنتي های تکثير شود. روشرویشي توصيه مي

های توليدی محدود با تعداد اندک قلمهبوته یا قلمه ریشه 
ای موجب تکثير که تکثير درون شيشهدر حاليشوند. مي

در  (. To, 2004 &Wang) گرددميدر سطح انبوه آن  سریع
تواند در صورتي که هر سلول بدني ميزایي بدني رویان

 Joshiگياه جدیدی توليد کند )شرایط مناسب داشته باشد، 

, 2003Kumar &.) سریع و تکثير دليل به بدني زایيرویان 

ریزازدیادی معرفي  برای مناسب روشي زا، توده رویان مداوم
 (. ;2007et alKhosravi Karkonen, 2001 ,.)شده است 

دليل دارا بودن زایي بدني بهریزازدیادی از طریق رویان
نيازی به تغيير محيط کشت و  ،و ریشهساختار دوقطبي ساقه 

لحاظ زایي ندارد و بهاندامبرای های هورموني متفاوت محرک
گران تکثير مورد توجه اصلاحبرای کاهش زمان مورد نياز 

قابليت این تکنولوژی  (. Gupta, 2005 &Jainباشد )مي
 در مقياس صنعتي دارد. انزیادی برای ریزازدیادی گياه

تواند یك منبع تنوع مي ،تشکيلصورت  براین درعلاوه
باشد که در شرایط درون زایي از طریق کالوس سوماکلونال

 Scowcroft,  &Larkinشيشه موجب القای تنوع شود )

با  یهادر اصلاح و توليد لایناز آن  توانمي و( 1981
نکته مهمي که باید در نظر استفاده نمود. خصوصيات برتر 

قابليت گياهي  های مختلفژنوتيپاین است که  ،داشت

-بنابراین انتخاب لاین ،زایي بدني ندارندیکساني در رویان

 با بالاترین کارایي لازم است. یها
Lakshmanan ( 2002و همکاران) وجود ،BA (-6

benzyladenine ) های زایي شاخساره در گونهبرای اندامرا
 MSمحيط کشت استفاده از با آنان . کردندتوصيه سرخارگل 

(Skoog, 1962 &Murashige حاوی ترکيب ) های مختلف
BA کينتين و ،IBA در القای شاخساره از برگ و محيط-

D-2, 4 (dichlorophenoxyacetic  -2,4کشت حاوی 

acid) زایي از هيپوکتيل رویانفق به موE. pallida ندشد .
Zobayed  وSaxena (8009 ) های زایي بافتجنينقابليت

بيشترین ميزان  و ختلف گياه سرخارگل را بررسي کردندم
 MSتوليد رویان از قطعات برگ کشت شده در محيط کشت 

( و pourine minoa nzylBe) BAPميکرومول  5حاوی 
دست بهرا IBA (Indolebutyric acid )ميکرومول  5/8
توليد جنين از هر ریزنمونه  29طي چهار هفته، وردند و در آ

مختلف ( اثر سطوح 8011و همکاران ) Ahmad .کردند
 زایي بدني گياه سرخارگلهای رشدی بر رویانتنظيم کننده

-در محيطرا زایي رویاندرصد بيشترین  و بررسي کردند را

ميکرومولار  5همراه با  5Bحاوی ویتامين  MSکشت 
BAP +5/8  ميکرومولارIBA بدست آوردند. 

Murch ( تفاوت معني8002و همکاران ) در را داری
قطعات حاصل از های بدني توسعه شاخساره یا رویان

مختلف بذرهای از شده  های تکثيرلاین دردمبرگ 
مشاهده  (BAPدر محيط کشت حاوی سيتوکنين ) سرخارگل

برگ  حاصل در  های ریزنمونهکشت  ترتيب همينبه  .کردند
 کنين و القای تاریکيکشت حاوی اکسين و سيتو محيط

 موجب القای شاخساره و رویان بدني شد. 
داری بر پاسخ باززایي طور معنيبهنيز ریزنمونه منشأ 

این تفاوت ممکن است در نتيجه است. تأثيرگذار سرخارگل 
ژنتيکي گياهان والد و  ساختارتفاوت در روش کشت، 

تفاوت  وضعيت ژنتيکي بافت ریزنمونه مورد استفاده باشد.
باززایي به ميزان قابل توجهي به نوع ریزنمونه بازدهي در 

برخي مطالعات  (. 2000et alAnnadana ,.مرتبط است )
 در ها اندامکاربرد هيپوکتيل نسبت به سایر نشان داده که 



 33      1 ، شماره82اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ایران جلد  تحقيقات ژنتيك و نشریه علمي

 et Lakshmana) استمؤثرتر ها در سرخارگل ریزنمونه

., 2004et al., 2002; Chae al .) 

های کنندههای مختلف تنظيمنکه غلظتبا توجه به ای
سرخارگل زایي بدني متفاوتي در رویاناثرهای رشدی 

شيره  شاملهای رشدی کنندهاثر تنظيم تحقيقدر این  دارند،
زایي بدني بر رویان نارگيل، کازئين هيدروليزات و زغال فعال

مورد  سرخارگلهای برگ و القای شاخساره از ریزنمونه
-پروتکل بهينه در زمينه توليد رویان و گرفتبررسي قرار 

 .معرفي شدهای برگي های بدني از ریزنمونه
 

 هامواد و روش
گياه دارویي سرخارگل با استفاده بذرهای آزمایش ابتدا  در این

 ی، سپس به محلول حاوندشو شدوشستسترون از آب مقطر 
سترون  درصد 1/0 وهيج دیکلردرصد +  05/0اسيد سيتریك 

به  تیو در نها گردیدند يضدعفون قهيدقسه مدت منتقل و به
سه دقيقه  مدتمنتقل و بهدرصد  05/0 كیتريس ديمحلول اس

بذرها در  .( 2020et alZamani ,.) ندشد شووشستدر آن 
نصف غلظت پيشنهادی عناصر دارای ) MS 8/1محيط کشت 

گرم در ليتر ساکارز با  90گرم در ليتر آگار و  7ماکرو( حاوی 
pH  دقيقه در  80 به مدتقرار گرفتند. محيط کشت  7/5برابر

برای کشت  شد. سترونگراد درجه سانتي 181اتوکلاو با دمای 
متر و قطر شش سانتي 10های مربایي به ارتفاع از شيشهبذرها 
کشت ر استفاده شد و درون هر شيشه هشت عدد بذر متسانتي

  .شد
 
 زایی بدنیرویان

های برگي با ابعاد ، ریزنمونههابذر پس از دو ماه از کشت
cm 1 × 1 های از دانهالpurpurea E.  حاصل از کشت بذر

 حاوی MSجدا و در محيط کشت در محيط درون شيشه 
1-gL 90 1 ساکارز و-g L 7  آگار باpH 7/5  حاوی

 .ندهای رشدی کشت شدترکيبات متفاوت تنظيم کننده
( و 1-mg L 9 ،4 ،5) BAاثر متقابل سطوح مختلف  همچنين

NAA (1-mg L 1/0 ،8/0  همراه و5/0و ) بدون  یا
 mg شيره نارگيل و L ml 50-1 زغال فعال، g L 1-1ترکيبات 

1-L 50  (1)جدول  شدبررسي )مرک( کازئين هيدروليزات .
-های برگي به کالوس رویانمنظور القای ریزنمونهبهدر ادامه 

به بعد ند و روز در تاریکي قرار گرفت 14مدت ها بهزا، شيشه
 ازپس  .اتاقك رشد با شرایط ذکر شده در بالا انتقال یافتند

ها شروع به تشکيل رویان در بافت هفته ریزنمونه چهار
طعات کالوس جدا های متصل به قرویان کالوس برگ کردند.

 BAگرم در ليتر ميلي 1/0حاوی  MSبه محيط کشت  و
مانند صفاتي پایان در  .ندتوليد گياهچه انتقال داده شدبرای 
ای شدن، قهوه زا، درصدجنين کالوس، درصد کالوس رنگ

در  )گياهچه( شاخسارهميزان توليد  و درصد نکروزه شدن
ها ریزنمونهروز از زمان کشت  20تا  90فاصله زماني 

-5رنگ کالوس بر اساس مقياس هدونيك  گيری شد.اندازه
های با رنگ سفيد نمره که کالوسطوریبه گيری شد.اندازه 1
 را به خود اختصاص دادند 5و سبز پررنگ )تيره( نمره  1
(., 2020et alZamani ).  

 
 آمده دستبههای انتقال و سازگاری گیاهچه

زایي پس از حدود از طریق رویاندست آمده های بهگياهچه
گرم در ليتر ميلي 1/0حاوی  MSدو ماه به محيط کشت 

BA  شش هفتهپس از  .ندشد منتقلزایي رشد و ریشهبرای 
ها ها را پر کرد. گياهچهریشه تشکيل و کاملا داخل شيشه

ماس و درصد پيت 70های حاوی گلدان سازگاری بهبرای 
با  ومنتقل سازی اوليه بستر هآمادپس از درصد پرلایت  90

. دضدعفوني شدن 1000در  5/1کش بنوميل با نسبت قارچ
آبياری  برایشدند.  منتقلهای پلاستيکي گلدانبه  هاگياهچه
 هکاپيلاریت به روشآبياری زیرزميني ) ها از روشگلدان

 -استفاده شد که با قرار دادن یك رشته نخ ابریشمي
پلاستيکي درون گلدان و هدایت انتهای نخ درون منبع 

سازگاری بهتر برای  .انجام شدکوچك آب در زیر گلدان 
روی هر گلدان یك ليوان پلاستيکي شفاف قرارداده شد و 

 پس از سازگاری کامل از روی گياه برداشته شد. 
 سهکاملا تصادفي در در قالب طرح ه های بدست آمدداده

تجزیه واریانس قرار گرفتند و مقایسه ميانگين  تکرار مورد
 تيمارها به روش توکي انجام شد.
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 های برگی گیاه سرخارگلزایی بدنی ریزنمونهرویانبرای تیمارهای مورد استفاده  -1جدول 

 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 یمارهات

BA (mg/l) 9 9 9 4 4 4 5 5 5 9 9 9 4 4 4 5 5 5 

NAA (mg/l) 1/0 8/0 5/0 1/0 8/0 5/0 1/0 8/0 5/0 1/0 8/0 5/0 1/0 8/0 5/0 1/0 8/0 5/0 

 زاتيدروليه نيکازئ

(mg/l) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 50 50 50 50 50 50 50 55 

 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 (mg/lفعال )زغال 

 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 50 50 50 50 50 50 50 55 (ml/l) لينارگ رهيش

 

 

 نتایج
اثر تيمارهای مختلف بر رنگ کالوس، کالوس تمایز     

در  شاخسارهتعداد زا، نکروز شدن و زا، اندامنيافته، رویان
ای شدن در سطح سطح احتمال یك درصد بر ميزان قهوه

 (. 8دار بود )جدول احتمال پنج درصد معني
 ( در تيمارهای22/1) )سبز تيره( بيشترین رنگ کالوس

T7 ،T10 ،T11 ،T15  وT17  (.1حاصل شد )شکل 
 هایگروه کالوس سهها بر اساس رنگ و کيفيت به کالوس

-بندی شدند. کالوستقسيم زاندامازا و رویان تمایز نيافته،

تر زا به رنگ سبز تيره، منسجم و با رشد سریعهای رویان
زا نرم، شل و پفکي های اندام. کالوسالف(-2)شکل  بودند

 ج(-2)شکل  به رنگ سبز روشن و دارای رشد کمتر بودند
های سفيد رنگ به سرعت و توليد رویان نکردند. کالوس

 . (و-2)شکل  فتند(ارفتند )تمایز نيای شده و از بين قهوه
کازئين هيدروليزات و شيره نارگيل زغال فعال، استفاده از 

 داریطور معنيکننده رشدی بههمراه با تيمارهای تنظيم
این  فاقدنسبت به تيمارهای ها را زایي کالوسرویان

 افزایش دادبه تنهایي(  NAAو  BAترکيبات )ترکيب 
 100) هازایي کالوسرویان. بيشترین الف(-2)شکل 
 T18و  T10 ،T11 ،T12 ،T17در تيمارهای  درصد(

استفاده از تيمارهای  (.8حاصل شد )شکل  درصد( 7/22)
بدون کاربرد شيره نارگيل و کازئين  NAAو  BAترکيبي 

موفق به  T8و  T1 ،T2، T3، T4هيدروليزات در تيمارهای 
 T9 (99و  T5در تيمارهای  (.8توليد رویان نشد )شکل 

درصد( رویان بدني  44) T7 و درصدT6 (11 )درصد(، 
 ( 8مشاهده شد )شکل 

ای ها قهوهتيمارهای مورد بررسي کالوس در بيشتر
مشاهده  هاای شدن کالوسدر چهار تيمار قهوه تنها ،نشدند

درصد(  80ها )ای شدن کالوس(. بيشترین قهوه9شد )شکل 
-2شکل و  9مشاهده شد )شکل  T5و  T4در تيمارهای 

های رشدی همراه با شيره کنندهتمام تيمارهای تنظيم در ز(.
 T18جز تيمار نارگيل، زغال فعال و کازئين هيدروليزات، به

ای شدن کالوس توليد نشد گونه قهوهدرصد(، هيچ 11)
جز های حاصل از تيمارهای مختلف بهکالوس  (.9)شکل 

شکل و  4کروزه نشدند )شکل ن T16و  T4در تيمارهای 
ای گونه نشانههای حاصل هيچدر واقع بيشتر کالوس ه(.-2

از یك هيچ در (.4از نکروزگي نشان ندادند )شکل 
به تنهایي  NAAو  BAهای رشدی کنندهتيمارهای تنظيم
که در تمام در حالي (.5)شکل  انجام نشدتوليد شاخساره 

ارگيل و کازئين تيمارهای دارای زغال فعال، شيره ن
، شاخساره تشکيل شد NAAو  BAهيدروليزات همراه با 

ب(. بيشترین ميزان توليد شاخساره -2شکل و  5)شکل 
 (. 5مشاهده شد )شکل  T10عدد( در تيمار  9/49)
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 میزان سازگاری آنهازا و تجزیه واریانس اثر تیمارهای مختلف بر تولید کالوس رویان -2جدول 
 ميانگين  مربعات درجه منابع تغييرات

 آزادی 
 رنگ

 کالوس

 کالوس

 تمایزنيافته

 کالوس

 زارویان

 کالوس

 زااندام

 درصد

 شدنایقهوه

 نکروز

 شدن

 تعداد

 شاخساره

 23/8** 15/8** 75/8* 92/0** 42/14** 24/11** 21/0** 17 تيمار

 67/0 20/0 90/1 19/0 04/8 82/0 12/0 92 آزمایشخطای
 درصد 5و  1دار در سطح احتمال ترتيب دارای اختلاف معني: به*و  **

 

 
 .(دنباشدار در سطح یک درصد میهای دارای حروف مشترک فاقد اختلاف معنیستون)ها اثر تیمارهای مختلف بر رنگ کالوس -1شکل 

 

 
 باشند(.دار در سطح یک درصد میهای دارای حروف مشترک فاقد اختلاف معنیستون)زا های رویاناثر تیمارهای مختلف بر تولید کالوس -2شکل 

 

 
 باشند(.دار در سطح یک درصد میهای دارای حروف مشترک فاقد اختلاف معنی)ستونها ای شدن کالوساثر تیمارهای مختلف بر قهوه -3شکل 
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دار در سطح یک درصد های دارای حروف مشترک فاقد اختلاف معنیستون) هادرصد نکروزه شدن کالوسمقایسه میانگین اثر تیمارهای مختلف بر  -4شکل 

 .(باشندمی

 
 .(دنباشدار در سطح یک درصد میهای دارای حروف مشترک فاقد اختلاف معنیستون)  شاخسارهاثر تیمارهای مختلف بر میزان تولید  -5شکل 

 

 
 نارگیل و شیره فعال، زغال با NAA+BAدست آمده از ترکیب کالوس ریزنمونه برگی به های حاصل ازرویان (الفتولید  -6شکل 
-کالوس قهوه (ه ،زااندام از کالوس باززا شده( گیاه دزا، های اندامکالوسهای باززا شده به گیاهچه، ج( رویانو ب( هیدرولیزات  کازئین

 .( کالوس تمایزنیافتهزو  کالوس سفید و باززا نشده (و ای شده و تمایزنیافته،
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 بحث
زایي زایي و رویانپژوهش نشان داد که انداماین نتایج      

، شيره BA ،NAAبدني گياه سرخارگل با استفاده از 
از  .ممکن استهيدروليزات  نارگيل، زغال فعال و کازئين

 :توان بهميمهمترین دستاوردهای این پژوهش 
توسعه  (8در محيط کشت، سترون های استقرار دانهال (1 

های برگي و ای ریزنمونهباززایي درون شيشهبرای پروتکل 
های بدني و باززایي آنها با استفاده از تشکيل رویان (9

و نيز کازئين هيدروليزات، شيره  NAAو  BAترکيب 
 .اشاره نمودنارگيل و زغال فعال 

 انبر باززایي و رشد و نمو گياهمؤثر  عوامل بسياری از
کنش مواد برهمکه طوریبه. ندنيست هنوز کاملا شناخته شده

تواند بر مسير توسعه غذایي، بيوشيميایي و محيطي مي
و  Skoog. (20et al Choffe ,.00) ها اثر بگذاردسلول

Miller (1157 )کردند که مسير مورفوژني  گزارش
ها ها و سيتوکنينعمدتا توسط نسبت اکسينها ریزنمونه

که اکسين  گزارش کردند محققان همچنين، شود.تعيين مي
های گياهي برای القا و سيتوکنين برای باززایي در بافت

 . ( 1964et alSteward ,.)کشت شده لازم است 
بر  NAAو  BAهای مختلف پژوهش، اثر غلظتاین در 
زایي بدني گياه سرخارگل در ریزنمونه برگ مورد رویان

های گياه حاوی تمام مطالعه قرار گرفت. اگرچه همه سلول
وجود آوردن یك گياه کامل اطلاعات ژنتيکي لازم برای به

-های رویانهستند، اما تيمارهای مختلف برای توليد کالوس

علت  .(Pola & Sarada, 2006) یکساني ندارندزا توانایي 
ها های دروني ریزنمونهممکن است به سطح هورمون آن

زا با استعداد های درونمربوط باشد و اینکه سطح هورمون
استویا  هایدر گونه .باشد ها مرتبطزایي ریزنمونهرویان

(Bertoni. Stevia rebaudiana) (., et alRezaei 

( D Dorema ammoniacum.) وشا (،2019
(., 2012et al Ghasemian)  رازیانهو (Foeniculum 

Miller vulgare) (., 1989et alHunault )  گزارش
در مرحله القای کالوس عمدتا زایي بدني ه رویاناند ککرده
حضور مقادیر اندک سيتوکنين تحقيق  ایندر  .دهدميرخ 

BA های بالای اکسين همراه غلظتبهNAA  حداکثر توليد
 زا را به دنبال داشت که با نتایجهای رویانکالوس

Ghasemian ( روی وشا مطابقت 8018و همکاران )
ویژه اکسين و های گياهي بهها به هورمون. سلولداشت

های بدني و ورود به چرخه سيتوکنين برای فعال شدن سلول
 هااکسين رشد، هایکنندهتنظيم بين در سلولي نيازمندند.

 از گذر برای شده استفاده ترکيبات ترینازجمله متداول

شرایط  که هنگامي .هستند رویاني مرحله به مرحله رویشي
برقراری  با احتمالاً کافي، تحریك محضبه و باشد مناسب

انجام  زایيرویان هاریزنمونه در دروني اکسين شيب یك
 دیگر، سوی از (Jimenez & Bangerth, 2001)شود مي

 هانوشاخه مریستم نمو و رشد از اکسين بالای سطوح
 تشکيل از پس باشد، کم اکسين غلظت اگر .کندمي ممانعت

 در بعد انجام و سریع خيلي ساقه مریستم گيریشکل لپه،

-مي انجام زودرس زنيجوانه کشت محيط مناسب شرایط

 (.Pareek, 2005شود )

های بدني مطلب قابل توجه در این پژوهش توليد رویان
زایي غيرمستقيم، منظور از رویان به صورت غيرمستقيم بود.

ایجاد رویان و بعد تشکيل کالوس روی ریزنمونه و 
ابتدا کالوس  (. 1986et alSharp ,.شاخساره از آن است )

های برگ سرخارگل تشکيل شد و برخي از ریزنمونه یرو
ر نتيجه د وجود آمد.زا بهنرویاهای شاخساره از کالوسبعد 

-ها و بافت گياه )ریزنمونه( بهارتباط آوندی ميان شاخساره

در  .شدنيافته مشاهده  صورت پراکنده در توده کالوس تمایز
های زیر اپيدرم تمایز نيافته و توليد ها سلولسایر بخش

نتایج  .انجام شدهای اپيدرمي های بدني در سلولرویان
( مطابقت 8000)و همکاران  Choffe گزارش حاصل با

طي مطالعات هيستولوژیك و مورفولوژیك آنان  داشت.
های که یك لایه کالوس ابتدا روی ریزنمونهنشان دادند 

ها از روی کالوس تشکيل شد و باززایي شاخساره دمبرگ
ارتباط آوندی شاخساره با بافت البته  .انجام گردید

 هده بود.های تمایزنيافته قابل مشاریزنمونه تنها در کالوس
پيدا  های زیراپيدرم تمایزهای دمبرگ، سلولدر سایر بخش

نکردند و کالوس تشکيل ندادند و رویان بدني تنها روی 
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نکته قابل توجه اینکه  های اپيدرمي تشکيل شد.سلول
تيره،  زا در این پژوهش به رنگ سبزهای رویانکالوس

و  Peyvandi کهدر حالي ،بودند ترمنسجم و با رشد سریع
زا در زیتون کالوس رویانکه کردند بيان  (8010همکاران )

دار و گره ارسفيد متمایل به زرد، با ساختبه رنگ متراکم، 
  . استکند رشد 

 در برگ ریزنمونه از های بدنيرویان پژوهش این در

 کازئين افزودن مثبت اثر حاصل شد. گياه دارویي سرخارگل

رویان بدني در  تمایز برای کشت محيط به يزاتهيدرول
 کازئين افزودن با کهطوریبه شد، مشخص سرخارگل

را  رویان بدني توليد افزایش در کشت، محيط به يزاتهيدرول
همکاران  و Mauro هاییافته با مطابق که در پي داشت

روی انگور و ( 8019و همکاران ) Mahmoodو ( 1122)
Rezaei ( روی گياه استویا8011و همکاران ) .بود Mauro 

های ( رویان بدني را تنها در محيط1122همکاران ) و
و  Mahmood دست آوردند.حاوی کازئين هيدروليزات به

-بيشترین ميزان رویان که گزارش کردند (8019همکاران )

 850با  "دانه سفيدبي"و  "یاقوتي" انگورزایي در ارقام 
 "شاهرودی"گرم در ليتر کازئين هيدروليزات و در رقم ميلي

و همکاران  Rezaeiگرم در ليتر حاصل شد. ميلي 500با 
گرم ميلي 50( نيز بيشترین رویان بدني را در تيمار 8011)

وجود کازئين  دست آوردند.در ليتر کازئين هيدروليزات به
 یطوربه ،داد نشانمثبتي تأثير زایي هيدروليزات بر رویان

های رشد گياهي، کنندهدر کنار استفاده از تنظيم که
طور تيمارهای حاوی کازئين هيدروليزات و شيره نارگيل به

زایي ترکيبات رویان های فاقد اینداری نسبت به محيطمعني
در کازئين هيدروليزات اسيدهای آمينه  بالاتری نشان دادند.

پرولين، آلانين، سرین زایي مانند گلوتامين، لازم برای رویان
و گليسين وجود دارد. اسيدهای آمينه پرولين و سرین از 

های داخلي باعث افزایش طریق افزایش ميزان هورمون
ها شده و به این وسيله تشکيل های ميتوزی سلولفعاليت

 یابدزا افزایش ميهای سلولي پيش رویانتوده
(., 1984et alNutironchi .) توسط  که هایيبررسي طي

Sanjabi (8012 ،) های بدني اوليه بررسي القای رویانبرای

( روی Ulmus glabraاز جدا کشت برگ نارون ملج )
های مختلف و اکسين حاوی سيتوکنين MSمحيط کشت 

D-2,4   گرم بر ليتر کازئين ميلي 800به همراه غلظت ثابت
هيدروليزات انجام شد، وجود کازئين هيدروليزات در 

با  کهداشت رویان اثر مثبتي  ایي و ميانگين تعدادزرویان
و همکاران  Rezaeiپژوهش و نيز این نتایج حاصل از 

های آلي ( روی استویا مطابقت داشت. اسيدآمينه8011)
توانند جایگزیني مناسب موجود در کازئين هيدروليزات مي

همچنين جذب  برای آمونيوم معدني و مکمل نيترات باشند.
طریق یك منبع آلي مثل کازئين هيدروليزات  نيتروژن از
 et Thomتر از منابع غيرآلي است )تر و سریعبسيار آسان

., 1981al.) 
 دارای نارگيله شيرویژه به آندوسپرمي هایفراورده

 دارای طبيعي محصولات این .هستند سيتوکينيني هایفعاليت

 شيميایي پيچيده ترکيبات از طيفي و شده احيا نيتروژني منبع

باشند مي زایياندام و رشد تحریك به قادر که هستند
(Arvin, 2000 .)است داده نشان نارگيل هشير تجزیه اخيرا 

از  بعضي که دارد وجود آن در متفاوتي اليگوساکاریدهای که
 White) باشندمي رشدی کننده تنظيم هایفعاليت دارای آنها

., 1989et al.) است، اتوکاتاليزور هابافت شدن ایقهوه 

 نتيجه در و شده جراحت موجب فنلي سمي هایتراوش

 ایقهوه و در نهایت ترکيبات فنلي تراوش افزایش باعث

 هایکشت در (. 2004et alBagheri ,.) گرددمي بافت شدن

 با شدن ایقهوه شروع (Pinus sylvestris) کاج کالوس

 بوده همراه توليد کاهش و نشاسته و پروتئين سنتز افزایش

 سنتز گردید، شدیدتر شدن ایقهوه که آن از پس .است

گردد مي آغاز بافت تخریب و یافته کاهش ينپروتئ
(., 1990et alLindfors .) هایبافت شدن ایقهوهسویي  از 

 از حاصل هایکينون تجمع به کشت محيط در چوبي گياهان

 شده داده نسبت اکسيداز فنلپلي آنزیمي سيستم فعاليت

 مایکوباکتریایي آلودگي از ناشي تواندمي موضوع این است،

 (. 2006et alSadeghi ,.) باشد نيز
زایي بدني گياه رویان برایپژوهش این با توجه به نتایج 

، BAاستفاده از سطوح بالای  ،دارویي زینتي سرخارگل
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همراه زغال فعال، شيره نارگيل و به NAAمقادیر اندک 
اميد است نتایج حاصل  شود.زات توصيه ميکازئين هيدرولي

تکثير انبوه گياه، مطالعات ژنتيکي و برای از این پژوهش 
بيوتکنولوژی و نيز توليد بذر مصنوعي مورد استفاده محققان 

 قرار گيرد.
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Abstract 

     Purple coneflower (Echinacea purpurea (L.) Moench) is a plant species with high medical 

value. To optimize the somatic embryogenesis protocol for leaf explants of purple coneflower, 

18 combined treatments including growth regulators including benzyladenine (BA) at three 

levels (3, 4 and 5 mg/l), naphtaleneacetic acid (NAA) at three levels (0.1, 0.2 and 0.5 mg/l) with 

or without 1 g/l activated charchoal, 50 ml/l coconut milk and 50 mg/l casein hydrolysate were 

used in MS culture medium. Data analyzed usng completely randomized design with three 

replications and the means of the treatments were compared using Tukey method. The results 

showed that embryogenesis occurred indirectly with callus formation. Embryogenic calli were 

dark green, coherent, and showed faster growth. The highest embryogenesis of calli (100 %) as 

well as embryo regeneration was obtained in the combination of BA and NAA with activated 

charcoal, coconut milk and casein hydrolysate treatments. Whereas, the treatments of plant 

growth regulators without coconut milk and casein hydrolysate failed to produce somatic 

embryos. The maximum number of shoot production (43.3 shoots) was observed in the 

combined treatment of 3 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA + 1 mg/l activated charcoal + 50 ml/l 

coconut milk + 50 mg/l casein hydrolysate. In general, application of high levels of BA and 

small amounts of NAA along with coconut milk and casein hydrolyzate was recommended for 

the embryogenesis of purple coneflower. 
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