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 دهیچك
 هایریشه و کالوس ثانویه هایمتابولیت میزان بر بافت کشت محیط در اسید سالیسیلیک تاثیر بررسی به یقتحق این در

 با فاکتوریل آزمایش غالب در کالوس تشکیل جهت لپه شد. پرداخته (Echinacea purpurea L) سرخارگل گیاه نابجای

 کشت لیتر( بر گرم میلی 1 و 5/1) اسید استیک نفتالین و توفوردی و لیتر( بر گرم میلی 1 و 5/1) آدنین بنزیل هورمون

 2 و 5/1 ،1 ،2/1 ،1) اسید بوتیریک ایندول و اسید استیک نفتالین حاوی محیط در لپه نیز نابجا ریشه تهیه جهت شدند.

 211 و 111 ،51 ،1 های غلظت در اسیدسالیسیلیک تیمارهای شدند. کشت تصادفی کاملا طرح پایه بر لیتر( بر گرم میلی

 فعالیت فلاونوئید، فنل، کل، کلروفیل میزان شامل ترکیباتی سپس و شد اعمال مایع MS کشت محیط در لیتر بر گرم میلی

 حاوی MS کشت محیط کالوس تولید نظر از تیمار بهترین شد. گیریاندازه اسیدگالیک و اسیدکافئیک اکسیدانی، آنتی

 تولید جهت تیمار بهترین همچنین و توفوردی هورمون لیتر بر گرم میلی یک و آدنین بنزیل هورمون لیتر بر گرم میلی نیم

 بیشترین آمد. بدست اسید بوتیریک ایندول هورمون لیتر بر گرم میلی نیم حاوی MS2/1  کشت محیط از نابجا هایریشه

 هایریشه و کالوس در یکاسیدسالیسیل لیتر بر گرم میلی 211 و 111 تیمار در بترتیب اکسیدانی آنتی فعالیت میزان

 100غلظت در ریشه ریزنمونه در تر وزن گرم در گرم میلی 11/2 با اسیدگالیک مقدار بیشترین شد. مشاهده نابجای

 بر گرم میلی 55/2 با اسیدکافئیک مقدار بالاترین شد. ثبت برداری نمونه سوم روز در اسیدسالیسیلیک لیتر بر گرم میلی

 .شد مشاهده بردارینمونه پنجم روز در سالیسیلیک اسید لیتر در گرم میلی 211 غلظت در ریشه ریزنمونه در تر وزن گرم
 

 ..ثانویه متابولیت سالیسیلیک، اسید نابجا، ریشه سرخارگل،:ها کلیدواژه
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 مقدمه
 دارویی گیاهان جمله از (.Echinacea purpurea L) سرخارگل

 آرایشی غذایی، ،دارویی صنایع در وسیعی کاربرد که است مهمی
 اما باشد نمی ایران بومی اینکه وجود با گیاه این دارد. بهداشتی و

 گیاه این است. شده ایران بومی گیاهان وارد اخیر های سال در
 ای( ستاره )گل میناسانان خانواده به متعلق و چندساله علفی،
 مواد حاوی رویشی پیکر و ریشه از اعم گیاه این پیکر تمام است.

 بوتیل متیل -2 آمیدی، آلکیل ترکیبات قبیل از ارزشمندی هموثر
 و اسید کافئیک مشتقات شامل ویژه به فنلی مواد آمید،

 ترکیبات ،]1[ کامفرول و کوئرسیتین مانند فلاونوئیدهایی
 همچنین و اکینولون اکیناکوزید، اکیناسئین، مانند ساکاریدی پلی

 ظرفیت با اکسیدانی نتیآ فعالیت گیاه این موثره مواد است. اسانس
 فنلی پلی اجزاء به که باشد می دارا را آزاد هارادیکال سازی خنثی

 .]2[ شود می داده نسبت آن
 یپوتنس یتوت تیخاص یوسنتزیب نظر از یاهیگ یها سلول

 اطلاعات تمام کشت، تحت سلول هر که یمعن نیبد دارند،
 تا دارد را ییناتوا نیا جهت نیبد و است دارا را والد اهیگ یکیژنت

 را شود یم افتی ینیوالد اهیگ در که را ییایمیش مواد از یا دامنه
 محیطی هایسیگنال به پاسخ در نابجا های ریشه د.ینما دیتول

 به پاسخ در یا زنده هایتنش مکانیکی، هایآسیب مانند
 تنظیم علاوهبه یابند.می توسعه بافت کشت در ها هورمون

 شوند،می هاریشه این رشد و القا باعث هورمونی و مولکولی
 تشکیل برای رشد کنندهتقویت هورمون مهمترین اکسین

 کاربرد زمینه در متعددی هایپژوهش .]3[ است نابجا های ریشه
 زایی ریشه برای بافت کشت محیط در رشد های کننده تنظیم

 القای برای مثال: برای است. شده انجام سرخارگل های گونه
 و IBA و IAA شامل اکسین هورمون سه از نابجا های ریشه

NAA کشت محیط در MS گیاه هایریزنمونه روی بر 
Echinacea purpurea L. دو هر داد نشان نتایج شد، استفاده 

IAA و IBA ترکیب .]4[ بودند موثر ریشه تشکیل القای برای 
 BAP کم مقدار و میکرومولارNAA (96/2 ) بالای مقادیر

 های ریشه برخی و هاشاخه القای باعث ومولار(میکر 44/0)
 القای شد. MS محیط در سرخارگل برگ هایریزنمونه از نابجا
 روی angustifolia L Echinacea گیاه در نابجا یها ریشه

 ،IAA های اکسین مختلف هایغلظت حاوی MS 2/1 محیط

IBA و NAA گرم میلی 2 که داد نشان مختلف های غلظت در 
 وزن و نابجا های ریشه تکثیر نظر از اکسین بهترین IBA لیتر در
 هایجنین .]1[ بود فلاونوئید و فنل محتوای و خشک و تر

 زایی ریشه منظور استفادهEchinacea purpurea L  سوماتیکی
 کشت IBA و NAA، IAA هایاکسین حاوی محیط روی

 درصد 33 با NAA اکسین زایی ریشه برای بهینه محیط شدند.
 .]5[ بود زایی هریش

 در یاهیگ فعال باتیترک دیتول از یمختلف هایگزارش امروزه
 است. دسترس در عیوس اسیمق در و یسلول ونیسوسپانس کشت

 بافت در ینمو ندیفرا کی یط عمدتا   اهیگ در ثانویه های متابولیت
 جادیا یطیمح طیشرا از متأثر و یکیژنت شده تیهدا انیجر کی با
 از یبعض یسلول ونیسوسپانس کشت در نیهمچن و گردد یم

 دست یوسنتزیب یرهایمس در مسئول یها ژن یاهیگ یها گونه
 سلول یافتگی سازمان و زیتما زمان در فقط و مانده یباق نخورده

 چون یستیز یها محرک از استفاده با .]9[ شوند یم فعال
 یها عصاره و پاتوژن یها قارچ شده، اتوکلاو یها ومیلیسیم

 راتییتغ و دما مانند یستیز ریغ یها محرک و مختلف ینیپروتئ
 یرهایمس کیتحر باعث یطیمح یها تنش انواع و تهیدیاس

 یها تیمتابول توجه قابل شیافزا و شده کشت یسلولها یکیمتابول
 دیاس مانند ییایمیش مواد یبرخ از نیهمچن .]3[ شد هیثانو
 ها محرک مود.ن استفاده  محرک عنوان به توان یم را کیلیسیسال

 و کرده ریدرگ اهیگ در را یمختلف یکیمتابول یها ستمیس توانند یم
 ییایمیوشیب راتییتغ بروز و ژهیو یها میآنز تیفعال القاء باعث

 قیطر از ها محرک گردد. شده کیتحر یها سلول در یعیوس
 از و شوند یم افتیدر ییپلاسما یغشا در موجود یها رندهیگ

 ها( ژن انی)ب ترجمه و یبردار نسخه گنیگنالیس ستمیس قیطر
 .]9[ دهند یم قرار ریتأث تحت را ها تیمتابول وسنتز،یب در لیدخ

 به که هستند خطری بی طبیعی الیسیتوهای از اسید سالیسیلیک
 القاء طریق از ثانویه های متابولیت تولید محرک ترکیبات عنوان
 رکیباتت از اسید سالیسیلیک .]8[ نمایند می عمل کاذب تنش
 فتوسنتز، تنفس، میزان نمو، و رشد که بوده گیاهان در موجود فنلی

 در را تغییراتی و قرارداده تاثیر تحت را ها یون انتقال و جذب
 ریتأث .]6[ کند می ایجاد کل کلروفیل ساختار و برگ آناتومی

 یدهایالکالوئ تروپان دیتول در کیلیسیسال دیاس یشیافزا
 پوریش اهیگ نیموئ شهیر کشت در نیامیوسیه و نیآسکوپولام
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 اهیگ یها کالوس کشت در دهایالکالوئ ندولیا تجمع فرشته،
 دیاس ییالقا اثر ای و کیلیسیسال دیاس با شده ماریت پروانش

 درکشت نونیآنتراک باتیترک بر جاسمونات لیمت و کیلیسیسال
 .]3[ است شده گزارش روناس اهیگ کالوس
 میزان بر سالیسیلیک تأثیراسید روی کمی مطالعه که آنجا از

 در است، شده انجام سرخارگل دارویی گیاه ثانویه های متابولیت
 شیشه درون شرایط در سالیسیلیک تأثیراسید بررسی به تحقیق این

 سرخارگل گیاه جانبی ریشه ثانویه های متابولیت میزان و رشد بر
 شد. خواهد پرداخته

 
 هاروش و مواد
یل اهچهگی و کشت محیط تهیه  استر
 تهیه اصفهان بذر پاکان سایت طریق از سرخارگل دارویی گیاه بذر

 های ریشه کشت برای استریل های ریزنمونه تهیه جهت گردید.
 شستشو از پس و دقیقه 1 مدت به %30 الکل با را بذر ابتدا نابجا

 5/1 هیپوکلریدسدیم محلول از استفاده با استریل مقطر آب با
 حذف برای پایان در شدند. ضدعفونی دقیقه 20 مدت به درصد

 شدند. شستشو استریل مقطر آب با مرتبه چند شیمیایی مواد
 به اتمسفر 1 فشار و گرادسانتی درجه 121 دمای در کشت محیط
 در شده ضدعفونی بذور شدند. استریل دقیقه 20 مدت

 درصد 3 با MS 2/1 (Murashige and Skoog) کشت محیط
 گیاه هاینمونه کرده رشد گیاه بذر از دند.ش منتقل ساکارز

 استفاده آنها از هایریزنمونه آوردن دست به یبرا و تهیه سرخارگل
 رشد اتاق در شده کشت بذرهای حاوی هایشیشه (.1 )شکل شد

 19 نوری شرایط و گراد سانتی ی درجه 25±2 دمای شرایط با
 3 زا پس شدند. نگهداری روشنایی ساعت 8 و تاریکی ساعت

 نابجا های ریشه جهت ریزنمونه تهیه برای آماده گیاهچه هفته،
 مورد هایگیاهچه از استریل شرایط در ریزنمونه تهیه برای شدند.

 .شد تهیه دمبرگ و برگ لپه، ریزنمونه نظر
 

یشه تولید  لپه از ر
 نظر مورد هایگیاهچه از استریل شرایط در ریزنمونه تهیه برای

 MS کشت محیط در ها ریزنمونه سپس د،ش تهیه لپه ریزنمونه
 و (IBA) اسید بوتریکایندول هایاکسین حاوی جامد 2/1

 ،1 ،2/0 ،0 مختلف های غلظت با (NAA) اسید استیکنفتالین

 در کشت هایشیشه شدند. کشت لیتر بر گرم میلی 2 و 5/1
 شدند. نگهداری تاریکی و گرادسانتی درجه 25 دمایی شرایط

 ریشه طول ریشه، تعداد ریشه، تولید تا روز صفات هفته 4 از پس
 دست به نابجا های ریشه شدند. گیریاندازه زایی ریشه درصد و

 ایندول هورمونی تیمارهای حاوی MS 2/1 کشت محیط از آمده
 شدند. منتقل مایع MS کشت محیط به NAA و اسید بوتریک

 

 
یل گیاهچه تشکیل و بذر کشت -1 شکل  سرخارگل. استر

 

 
یشه تشکیل -4-4 شکل  سرخارگل. لپه از ر

 
یز از کالوس تهیه  لپه نمونه ر
 و شده کشت MS محیط در لپه نمونه ریز زنی،جوانه از پس

 D ,4 ,2 لیتر(، بر گرممیلی 1 و 5/0) BA هورمونی هایتیمار
 لیتر( بر گرممیلی 1 و 5/0) NAA و لیتر( بر گرممیلی 1 و 5/0)

 انتهای در گرفتند. قرار کامل تاریکی در ها نمونه و گردید اعمال
 درصد نظیر صفاتی ارزیابی اساس بر تیمار بهترین مرحله این

 انتخاب کالوس ظاهری خصوصیات و کالوس وزن زایی،کالوس
 مایع محیط به ها،کالوس میزان افزایش منظور به آن از پس شد.
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 مقدار بر روز سی زمان مدت گذشت از پس تا شده انتقال
 شود. افزوده هاالوسک

 

 
 سرخارگل. لپه از کالوس تشکیل -1-4 شکل

 

 اسید سالیسیلیک تیمار اعمال
 مایع محیط در تیمار بهترین از حاصل های کالوس و ها ریشه

 100 ،50 ،0 های غلظت در سالیسیلیک اسید تیمار و شده کشت
 مایع محیط شد. افزوده کشت محیط به لیتر بر گرم میلی 200 و

 دقیقه در دور 110 با شیکر روی کالوس و نابجا های ریشه حاوی
 داده قرار تاریکی و گراد سانتی درجه 25±2 دمایی شرایط در

 سالیسیلیک تیمار اعمال از بعد روز 5 و 3 زمان مدت در و شدند
 و کل فنل ،کاراتنوئیدها کل، کلروفیل صفات گیری اندازه اسید

 بررسی اسید گالیک و اسید ککافئی اکسیدان،آنتی کل، فلاونوئید
 شدند.

 
یشه درصد و تعداد طول، وزن، گیری اندازه  ر
 از روز 28 از پس هورمونی محیط از آمده دست به های ریشه

 دیجیتالی ترازوی از استفاده با شدند، خارج محیط از کشت
 گیری اندازه متر سانتی حسب بر ریشه طول شدند، وزن 001/0
 دارریشه دار هورمون محیط در که هایی ریزنمونه تعداد شد.

 بیان درصد صورتبه تکرار هر در ها آن میانگین و شمارش شدند،
 شد.

 
 فتوسنتزی یها رنگدانه یر یگ اندازه

 پیشنهادی روش اساس بر کاراتنوئیدها و کل کلروفیل میزان نییتع
 کاراتنوئیدها و کل کلروفیل استخراج منظور به (،1662) بارنس

 نیتوز آزمایش هایلوله در تکرار هر از تر کالوس مگر 5/0 ابتدا
 (DMSO) دیسولفوکس لیمت ید تریل یلیم 10 با و د،یگرد

 قرار گراد یسانت درجه 35 آون در ساعت سه مدت به شد. مخلوط
 چهار مجدد و برداشته تریکرولیم 1 حاصل نمونه از سپس گرفت؛

 دستگاه لهیوس به ها نمونه شد. اضافه آن به DMSO تریل یلیم
 510 و ،480 ،993 ،945 یها موج طول در اسپکتروفتومتر

 قرائت کاراتنوئیدها و کل کلروفیل میزان یریگاندازه جهت نانومتر
 .]10[ شد

 
  فنل محتوای تعیین
 شد استفاده سیوکالتیو فولین روش از کل فنل گیری اندازه جهت

 100 با متانولی عصاره از میکرولیتر 20 منظور بدین .]11[
 و مخلوط مقطر آب لیتر میلی 19/1 و سیوکالتیو فولین میکرولیتر

 سدیم کربنات میکرولیتر 300 استراحت دقیقه 8 الی 5 از پس
 در دقیقه 30 مدت به فوق محلول شد. افزوده آن به مولار یک

 نهایت در گرفت. قرار گراد سانتی درجه 40 بخار حمام و تاریکی
 395 موج طول در ها نمونه تروفتومتریاسپک دستگاه از استفاده با

 اسید کالیبراسیون منحنی از استفاده با شدند. قرائت نانومتر
 حسب بر کل فنول میزان آمده دست به ی معادله و گالیک

 محاسبه کالوس تر عصاره گرم یک در اسیدگالیک گرم میلی
 گردید.

 
 کل فلاونوئید محتوای تعیین

 کلراید آلومینیوم روش از یفلاونوئید محتوای محاسبه برای
 عصاره از لیتر میلی 5/0 ابتدا جهت بدین .]12[ شد استفاده
 آلومینیوم لیتر میلی 1/0 متانول، لیتر میلی 5/1 با شده تهیه متانولی
 و مولار یک پتاسیم استات لیتر میلی 1/0 اتانول، در %10 کلراید

 جای به شاهد نمونه در شد. مخلوط مقطر آب لیتر میلی 8/2
 نیم محلول سپس شد. استفاده خالص متانول از متانولی، عصاره
 موج طول در بلافاصله سپس و شد داده قرار تاریکی در ساعت

 گردید. قرائت اسپکتروفتومتری دستگاه توسط نانومتر 415
 

 اکسیدانیآنتی فعالیت میزان گیری اندازه
 نمونه انولیمت عصاره از لیترمیلی اکسیدانی،یکآنتی محاسبه برای

 لوله به مولارمیلی 1/0 اچپیپیدی معرف لیترمیلی یک همراه به
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 جای به شاهد نمونه برای شد. اضافه لیتریمیلی 20 آزمایش
 های لوله سپس شد. استفاد درصد 80 متانول از متانولی عصاره

 تاریک شرایط در دقیقه 30 مدت به محلول حاوی آزمایش
 دستگاه توسط لازم، زمان دتم طی از پس شد. نگهداری

 گیریاندازه جذب میزان نانومتر 513 موج طول در اسپکترفتومتر
  .]13[ شد

 
 HPLC دستگاه در اسید گالیک و اسید کافئیک گیری اندازه
 متانول از استفاده با گیری عصاره نظر مورد صفات گیری اندازه جهت

 برای درصد 80 متانول سی سی 10 در نمونه از گرم یک نسبت به 80
 حمام در دقیقه 20 مدت به سپس شد. ور غوطه ساعت 24 مدت

 قرار کیلوهرتز 40 بسامد با (Ultrasonic cleaner) التراسونیک
 در ها نمونه درنهایت شدند. شیک ساعت دو بمدت آن از پس و گرفته

 فاز و شده سانتریوفیوژ دقیقه 10 بمدت دقیقه در دور 10000 دور
 مورد اسید گالیک و اسید کافئیک صفات گیری اندازه جهت رویی

 اسید گالیک و اسید کافئیک مقدار تعیین درنهایت .گرفت قرار استفاده
 HPLC دستگاه از استفاده با و (2000) کیتس و هو روش اساس بر

 اندازه جهت استفاده مورد ستون .]14[ شد انجام KANUER مدل
 دو شامل نیز متحرک فاز و بوده C18 ستون نظر مورد ترکیب دو گیری
 اسید سی سی 5/0 نسبت به استیک اسید و آب اول حلال که حلال

 استونیتریل شامل دوم حلال و دیونیزه آب سی سی 200 در استیک
 ستون دمای و دقیقه در سی سی 8/0 متحرک فاز تزریق سرعت بود.
 بود. مگاپاسکال 140-130 ستون فشار و گراد سانتی درجه 38

 

 ها داده لیحلت و هیتجز 
 کاملا طرح قالب در فاکتوریل آزمایش صورت به آزمایش این

 افزارآماری نرم طریق از ها، داده شد. انجام تکرار سه در تصادفی

SAS هاداده میانگین مقایسه و گرفتند قرار تحلیل و تجزیه مورد 
 رسم گرفت. انجام درصد پنج سطح در دانکن روش طریق از

 شد. انجام اکسل افزار نرم ازطریق نمودارها
 
 بحث و نتایج

 سرخارگل زاییکالوس
 بنزیل مختلف سطوح تأثیر که داد نشان واریانس تجزیه نتایج
 در این نبود. داری معنی کالوس تر وزن و زایی کالوس بر آدنین
 در توفوردی و اسید استیک نفتالین سطوح بین که است حالی
 مورد صفات نظر زا دار معنی اختلاف درصد یک احتمال سطح

 درصد بر آدنین بنزیل بر اکسین متقابل اثر داشت. وجود بررسی
 کالوس تر وزن بر اما نداد نشان داری معنی اختلاف زایی کالوس

  (.1 )جدول داد نشان دار معنی تفاوت درصد یک سطح در
مقایسه میانگین اثر متقابل بنزیل آدنین، نفتالین استیک اسید 

کالوس زایی نشان داد که صددرصد کالوس  و توفوردی بر درصد
گرم در لیتر بنزیل  و یک میلی 5/0زایی مربوط به هر دو سطح 

گرم در لیتر نفتالین استیک اسید به دست آمد.  میلی 5/0آدنین با 
درصد در تیمار  99/39زایی با میانگین  کمترین درصد کالوس

در لیتر  گرم میلی 5/0گرم در لیتر بنزیل آدنین با  میلی 5/0
گرم در لیتر بنزیل آدنین با  توفوردی و همچنین در تیمار یک میلی

یک میلی گرم در لیتر نفتالین استیک اسید مشاهده شد. بالاترین 
گرم در  میلی 5/0گرم در تیمار  30/1وزن تر کالوس با میانگین 

گرم در لیتر توفوردی مشاهده شد.  لیتر بنزیل آدنین با یک میلی
 5/0گرم در تیمار  50/0تر کالوس با میانگین  کمترین وزن

گرم در لیتر نفتالین  گرم در لیتر بنزیل آدنین با یک میلی میلی
 (.2استیک اسید به دست آمد )جدول 

 
یانس تجزیه –1 جدول  سرخارگل. زایی کالوس بر اکسین و BAP تأثیر وار

 کالوس تر وزن زاییکالوس درصد آزادی درجه تغییرات منبع
BAP 1 ns99/19 ns04/0 

Auxin 3 ** 88/588 ** 16/0 
BAP * Auxin 3 ns 33/23 ** 24/0 

 012/0 99/19 19 خطا
CV% 

 
31/4 39/12 

 

 دار. معنی اختلاف عدم ns (.P<0.01) احتمال سطح در بودن دار یمعن **
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 گل.سرخار  زایی کالوس بر اکسین و BAP تأثیر متقابل اثرات میانگین مقایسه – 2 جدول
BAP گرم( )میلی Auxin گرم( کالوس تر وزن زاییکالوس درصد گرم( )میلی( 

5/0 

2,4-D  5/0 d 99/39 b 10/1 
2,4-D 1 bc 99/89 a 30/1 

NAA 5/0 a 100 d 33/0 
NAA 1 cd 80 e 50/0 

1 

2,4-D 5/0 bcd 33/83 cd 89/0 
2,4-D 1 b 60 cd 80/0 

NAA 5/0 a 100 de 99/0 
NAA 1 d 99/39 bc 65/0 

 ندارند. دانکن آزمون اساس بر داریمعنی اختلاف ستون هر در مشترک حروف دارای اعداد
 

یشه  سرخارگل های لپه از زایی ر
 هایاکسین مختلف سطوح تاثیر واریانس تجزیه از حاصل نتایج

 های لپه زایی ریشه بر اسید استیک نفتالین و اسید بوتریک ایندول
 سطح در داری معنی تفاوت که است آن از یحاک سرخارگل

 زایی، ریشه درصد لحاظ از تیمارها سطوح بین درصد یک احتمال
 )جدول دارد وجود زایی ریشه تا روز و ریشه طول ریشه، تعداد

3.)  
مقایسه میانگین تأثیر سطوح مختلف ایندول بوتریک اسید و 

ارگل نشان های سرخ نفتالین استیک اسید بر درصد ریشه زایی لپه
گرم در  و یک میلی 5/0زایی در تیمار  دهد که صد درصد ریشه می

زایی با  لیتر ایندول بوتریک اسید ثبت گردید. کمترین ریشه
میلی گرم در لیتر نفتالین استیک  5/1درصد با کاربرد  99/21

(. مقایسه میانگین تأثیر سطوح 4اسید به دست آمد )جدول 
و نفتالین استیک اسید بر تعداد مختلف ایندول بوتریک اسید 

ریشه نشان می دهد که بالاترین تعداد ریشه حاصل از باززایی 
گرم در لیتر  و یک میلی 5/0های سرخارگل مربوط به سطح  لپه

عدد  33/5و  99/5ایندول بوتریک اسید به ترتیب با میانگین 

 باشد. نتایج نشان داد که کمترین تعداد ریشه حاصل از باززایی می
 باشد. ها مربوط به تیمارهای نفتالین استیک اسید می لپه

مقایسه میانگین اثر ایندول بوتریک اسید و نفتالین استیک 
های سرخارگل نشان می  اسید بر طول ریشه باززایی شده از لپه

 99/10دهد که بیشترین طول ریشه در تیمار شاهد با میانگین 
نفتالین استیک اسید به بدون استفاده از ایندول بوتریک اسید و 

 5/1و  5/0دست آمده است. به لحاظ آماری تیمارهای سطح 
متر( و سطح  سانتی 33/5گرم در لیتر ایندول بوتریک اسید ) میلی

متر( از  سانتی 9میلی گرم در لیتر نفتالین استیک اسید ) 2/0
های سرخارگل تفاوت معنی  لحاظ طول ریشه باززایی شده از لپه

داشت. مقایسه میانگین تأثیر سطوح مختلف ایندول داری وجود ن
دهی  بوتریک اسید و نفتالین استیک اسید بر تعداد روز تا ریشه

دهد که بالاترین تعداد روز مربوط به  های سرخارگل نشان می لپه
میلی گرم در لیتر ایندول بوتریک اسید به ترتیب  5/0و  2/0سطح 

ترین روز تا  ان داد که سریعروز می باشد. نتایج نش 13با میانگین 
روز  12تا  11ها با میانگین  ریشه دهی حاصل از باززایی لپه

 (.4مربوط به تیمارهای ایندول بوتریک اسید می باشد )جدول 
 

 

یانس تجزیه -3 جدول یشه بر اکسین تأثیر وار  سرخارگل. های لپه زایی ر
یشه درصد آزادی درجه تغییرات منبع یشه تعداد زاییر یشه ولط ر یشه تا روز ر  زایی ر

 33/13 ** 61/23 ** 96/11 ** 9/2183 ** 8 اکسین
 22/0 13/0 14/0 85/29 18 خطا

CV% 
 

93/3 30/14 24/6 91/3 
 

 P<0.01 احتمال سطح در بودن دار یمعن **
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یشه بر اکسین تأثیر میانگین مقایسه –4 جدول  سرخارگل. های لپه زایی ر
Auxin یشه درصد (لیتر بر گرم )میلی یشه تعداد زاییر یشه طول ر یشه تا روز متر( )سانتی ر  زایی ر

0 c 00/99 d 00/1 a 99/10 b 99/12 
IBA 2/0 a 33/63 c 18/2 c 33/4 bc 00/12 
IBA 5/0 a 100 a 99/5 b 33/5 cd 33/11 

IBA 1 a 100 ab 33/5 d 19/3 d 00/11 
IBA 5/1 b 99/39 b 83/4 b 33/5 cd 33/11 
NAA 2/0 d 99/59 cd 99/1 b 00/9 a 33/13 
NAA 5/0 de 00/50 d 00/1 d 00/3 a 00/13 

NAA 1 e 99/49 d 33/1 e 99/1 b 33/12 
NAA 5/1 f 99/21 d 33/1 e 33/1 b 33/12 

 ندارند. دانکن آزمون اساس بر داریمعنی اختلاف ستون هر در مشترک حروف دارای اعداد
 

 بر اکسین های هورمون که دهد می نشان پژوهش این نتایج
 طول و ریشه تعداد زایی، ریشه روزتا زایی، ریشه درصد صفات

 در IBA اکسین اثر بین این در داد. نشان را داریمعنی تأثیر ریشه
 بیشترین کهطوریبه بود. بیشتر NAA اکسین به نسبت صفات
 ننشا IBA لیتر در گرم میلی 1 و 5/0 سطوح را زایی ریشه درصد
 روز تعداد صفت در تیمار موثرترین تیمارها، این همچنین دادند.

 زمینه در اکسین موثرترین IBA بودند. ریشه تعداد و زایی ریشه تا
 همچنین و بافت داخل در IBA کند حرکت است. بوده زایی ریشه

 باشد اکسین این تأثیر اصلی دلیل تواند  می آن هنگام دیر تخریب
 بر مبنی محققان دیگر های پژوهش با اضرح تحقیق نتایج .]15[

 .]19و 13[ دارد مطابقت زایی، ریشه در IBA اکسین بیشتر تأثیر
 

 
یشه کشت :5-4 شکل  مایع محیط در سرخارگل ر

 

 
یشه تشکیل :4-4 شکل  سرخارگل. لپه از ر

 

 سرخارگل ای شیشه درون بیوشیمیایی خصوصیات
 اسید ریزنمونه، اثر که داد نشان واریانس تجزیه از حاصل نتایج

 درون فیتوشیمیایی خصوصیات بر برداری نمونه روز و سالیسیلیک
 تیمارها متقابل و اصلی اثر که دهدمی نشان سرخارگل ای شیشه

 کل، کلروفیل صفات بر درصد یک احتمال سطح در
 کافئیک و اسید گالیک کل، فلاونوئید کل، فنل اکسیدان، آنتی
 سالیسیلیک اسید ریزنمونه، گانه سه تقابلم اثر بود. دار معنی اسید

 اصلی اثر همچنین و کاراتنوئیدها میزان بر برداری نمونه روز و
 سرخارگل اکسیدانی آنتی میزان بر برداری نمونه روز و ریزنمونه

  (.5 )جدول نبود دار معنی
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یانس تجزیه –5 جدول یزنمونه، نوع تأثیر وار  درون شرایط در سرخارگل فیتوشیمیایی خصوصیات بر داریبر  نمونه روز و سالیسیلیک اسید ر
 ای. شیشه

 اسید کافئیک اسید گالیک کل فلاونوئید کل فنل اکسیدان آنتی کارتنوئیدها کل کلروفیل آزادی درجه تغییرات منبع
 ns01/0 ** 52/13 ** 58/13 ** 15/4 ** 33/5 1/2210** 33/0 ** 1 ریزنمونه

 SA 3 **03/0 **2/242 ** 6/391 ** 84/1 ** 35/3 ** 49/0 ** 49/0 سالیسیلیک اسید
 ns001/0 * 20/1 ** 03/3 ns001/0 * 03/3 1/2054 ** 008/0 * 1 روز
 SA 3 ** 04/0 ** 6/539 ** 01/125 * 29/1 ** 13/3 ** 31/0 ** 12/1 * ریزنمونه
 ns005/0 ** 28/1 06/9 ** 00/2 ** 3/123 ** 0/1323 ** 01/0 ** 1 روز * ریزنمونه

 SA 3 * 009/0 ** 6/836 ** 3/83 ** 32/2 ** 54/1 ** 41/0 * 44/0 * روز
 SA 3 ** 011/0 ns83/18 ** 05/545 ** 93/4 ** 48/1 ** 38/0 ** 24/0 روز* * ریزنمونه

 024/0 009/0 024/0 22/0 54/8 59/28 002/0 32 خطا
CV% 

 
33/20 64/6 46/23 83/16 63/14 93/10 06/13 

 

 دار. معنی اختلاف عدم ns P<0.05 و P<0.01 احتمال سطح در بودن دار یمعن ترتیب به * و **
 

 و سالیسیلیک اسید ریزنمونه، متقابل اثرات میانگین مقایسه
 دهدمی نشان سرخارگل فیتوشیمیایی خواص برداریبر نمونه روز
 رمگ در گرم میلی 36/0 و 49/0 با کل کلروفیل مقدار بیشترین که

 اسید لیتر در گرم میلی 100 غلظت در ریشه ریزنمونه در تر وزن
 است. آمده دست به 5 و 3 روز برداری نمونه در سالیسیلیک

 99/61 و 99/65 ،66 با کارتنوئید مقدار بیشترین همچنین
 در ترتیب به ریشه ریزنمونه در تر وزن گرم در گرم میلی

 سالیسیلیک اسید ترلی در گرم میلی صفر و 100 ،200 های غلظت
 (.9 )جدول است شده حاصل برداری نمونه سوم روز در

 پلاستید در که هستند کربنی 40 هایتتراترپن هاکارتنویید
 از شوند.می یافت گیاهان غیرفتوسنتزی و فتوسنتزی های بافت

 توانندمی هاکارتنویید اکسیدانی،آنتی هایویژگی لحاظ
 محصولات با واکنش -1 طریق چهار از را هافتوسیستم

 -2 ای،زنجیره هایواکنش به دادن پایان برای لیپید پراکسیداسیون
 -3 گرما، صورت به انرژی انتشار و سینگل اکسیژن جذب

 از ممانعت جهت شده برانگیخته کلروفیل هایمولکول با واکنش
 شده برانگیخته مازاد انرژی پراکندن -4 و سینگل اکسیژن تشکیل

 حاضر، پژوهش در نمایند. محافظت زآنتوفیل، یخهچر طریق از
 شاهد به نسبت کارتنوئید غلظت افزایش موجب هاتیمار یهمه

 و اکسیداتیو یصدمه برابر در فتوسیستم بیشتر حفاظت که شدند
 .]18[ داشت پی در را نوری هایتنش

 و سالیسیلیک اسید ریزنمونه، متقابل اثرات میانگین مقایسه
 نشان سرخارگل اکسیدانی آنتی ظرفیت بر رداریب نمونه روز

 43/68 و 03/66 با اکسیدانی آنتی درصد بالاترین دهد می
 لیتر در گرم میلی 200 با کالوس ریزنمونه در ترتیب به درصد

 با ریشه ریزنمونه و برداری نمونه سوم روز در سالیسیلیک اسید
 برداری مونهن سوم روز در سالیسیلیک اسید لیتر در گرم میلی صفر

 تیمار که است آن از حاکی تیمارها نتایج است. آمده دست به
 میلی 39/2 میانگین با سالیسیلیک اسید لیتر در گرم میلی 100
 لیتر در گرم میلی 200 تیمار و کل فنل مقدار بیشترین گرم بر گرم

 مقدار بیشترین گرم بر گرم میلی 49/1 میانگین با سالیسیلیک اسید
 کل فلاونوئید و فنل ریشه ریزنمونه داشت. را کل فلاونوئید

 در برداری نمونه اما کرد ثبت کالوس ریزنمونه به نسبت بیشتری
 ها(.فنل9 )جدول داد نشان را فلاونوئید و فنل بالاترین سوم روز

 که هستند طبیعی ترکیبات ترینمتنوع و ترینگسترده از یکی
 به هاآن ویژگی این دارند. ار آزاد رادیکال زدودن و پالایش توانایی
 این فنلی گروه و آروماتیک هایحلقه حضور ها،آن ساختار

 حلقه به متصل آزاد هیدروکسیل گروه باشد.می مرتبط هامتابولیت
 همین به هستند. دارا را آزاد هایرادیکال زدودن توان آروماتیک

 یسلول هایساختار و داده کاهش را اکسیداتیو هایآسیب خاطر،
 بررسی در .]16[کنندمی حفظ آزاد هایرادیکال منفی اثرات از را

 اهیگ در یفنل مواد و یسمیمتابول یهامیآنز بر جاسموناتلیمت اثر
 تیمار که داشتند بیان ایشیشه درون شرایط در آگاستاکه ییدارو
-نیآلانلیفن یهامیآنز فعالیت افزایش سبب جاسموناتمتیل
 یهاماریت نیا وجود با گردید. گازیراتکوآلکوما-4 و ازیولیآمون

 از بعد کل فنل مقدار بر یداریاثرمعن چیه جاسموناتلیمت
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 یهاماریت با سهیمقا در ماریت از ساعت 24 و 12 ،8 گذشت
 اسید .]16[ نداشتند شده ادی یهازمان از كی هر شاهد

 با اسید واقع در دارد. اختصاصی سیگنالینگ مسیر سالیسیلیک
 فنیل مسیر فعالسازی سبب آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم بر یرتأث

 .]20[ شوند می فنلی ترکیبات تولید افزایش و پروپانوئیدی
 سالیسیلیک اسید افزودن که دهند¬می نشان مطالعات از بسیاری
 های اکسیژن تولید سبب غشا های گیرنده به اتصال با خارجی

 این مستقیم تاثیر با .]21[ شود می کینازها پروتئین و NO فعال،
 بیوسنتز در دخیل های آنزیم و ها ژن رونویسی بر تغییرات

 شوند. می ترکیبات این تولید افزایش سبب ثانویه های متابولیت
 عمل دفاعی عامل عنوان به مستقیم طور به خود ترکیبات این

 ثانویه های متابولیت تولید مسیرهای فعالسازی با بلکه کنند نمی
 زنده غیر و زنده های استرس برابر در گیاه از فاظتح سبب

 آلانینفنیل آنزیم فعالیت تغییرات گزارشی در .]18[ شوند می
 اسید و جاسموناتمتیل تأثیر تحت فرنگیکنگر آمونیالیاز

 بیشترین که است شده بیان ایشیشه درون شرایط در سالیسیلک
 جاسموناتتیلم مولارمیکر 100 در فلانویید و کل فنل میزان

 ترکیبات تجمع نیز سالیسیلک اسید افزایش با است. شده مشاهده
 .]22[ یافت افزایش پروپانوئیدی فنیل

 و سالیسیلیک اسید ریزنمونه، متقابل اثراتمیانگین مقایسه
 دهدمی نشان سرخارگل فیتوشیمیایی خواص برداریبر نمونه روز
 تر وزن گرم در گرم میلی 11/2 با اسید گالیک مقدار بیشترین که
 اسید لیتر در گرم میلی 100 غلظت در ریشه ریزنمونه در

 بالاترین است. شده ثبت برداری نمونه سوم روز در سالیسیلیک
 ریزنمونه در تر وزن گرم در گرم میلی 58/2 با اسید کافئیک مقدار
 روز در سالیسیلیک اسید لیتر در گرم میلی 200 غلظت در ریشه
 (.9 )جدول است شده گیری اندازه داریبر نمونه پنجم

 از استفاده ثانویه، هایمتابولیت تولید برای متداول هایراه از
 به توانمی هاآن در که باشدمی بافت کشت بر مبتنی هاییتکنیک
 محیط سازیبهینه ها،سازپیش افزودن الیسیتورها، از استفاده
 دفاعی هایاسخپ القای طریق از هاالیسیتور کرد. اقدام کشت
 .]23[ گردندمی ثانویه هایمتابولیت انباشت و بیوسنتز باعث
 فنلی ماهیت با طبیعی رسانپیام مولکول یک سالیسیلیک اسید

 است. متقابل اثر دارای اکسیژن آزاد هایرادیکال با که باشد می
 پراکسید تجمع سالیسیلیک اسید با تیمار که است شده گزارش

 همچنین .]24[ است گردیده سبب ابیدوپسیسآر در را هیدروژن
 نقش دارای اکسیدانیآنتی های واکنش القای در سالیسیلیک اسید

 تأخیر به و هالیپید پراکسیداسیون از ممانعت راه از و است مهمی
 هایپژوهش .]3[ شوندمی گیاهان حفاظت سبب پیری انداختن
 کشت محیط در رشد های کننده تنظیم کاربرد زمینه در متعددی

 برای است. شده انجام سرخارگل هایگونه زایی ریشه برای بافت
 شامل اکسین هورمون سه از نابجا های ریشه القای برای مثال:

 اسید استیک نفتالین و اسید بوتریک ایندول اسید، استیک ایندول
 استفاده سرخارگل هایریزنمونه روی بر MS کشت محیط در

 بوتریک ایندول و اسید استیک ایندول دو هر داد نشان نتایج شد،
 اسید سالیسیلیک .]4[ بودند موثر ریشه تشکیل القای برای اسید

 از گیاه دفاعی های آنزیم سنتز سبب طبیعی ایلیسیتور یک عنوان به
 تجمع و افزایش همچنین شود. می لیپواکسیژناز و گلوکوناز قبیل

 گیاه بافت کشت در اکسیدانی آنتی فعالیت افزایش فنلی، ترکیبات
 لوتئین، کاروتن، کل، کارتنوئید سطح افزایش و ]25[ گلی مریم

 ]8[ گشنیز گیاه در اسید کلروژینک و کل فنل کل، کلروفیل
 پروکسیداز و آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم فعالیتگلوکاناز، تحریک

 در نابجا های ریشه القای است. شده گزارش ]3[ گیلاس در
 مختلف هایغلظت حاوی MS 2/1 محیط روی سرخارگل

 در اسید استیک نفتالین و اسید بوتریک ایندول ،IAA های اکسین
 ایندول لیتر در گرم میلی 2 که داد نشان مختلف های غلظت

 وزن و نابجا های ریشه تکثیر نظر از اکسین بهترین اسید بوتریک
 .] 1[ بود فلاونوئید و فنل محتوای و خشک و تر
 

 ینتیجه گیری کل
توان با استفاده از  های نابجا بسیاری از گیاهان را می ریشه

های رشد گیاهی افزایش داد.  کننده های معینی از تنظیم غلظت
های اکسین بر صفات  دهد که هورمون نتایج این پژوهش نشان می

زایی، تعداد ریشه و طول ریشه تاثیر  زایی، روزتا ریشه درصد ریشه
ثرایندول بوتریک اسید در صفات نسبت معنی داری را نشان داد. ا

زایی را  به نفتالین استیک اسید بیشتر بود. بیشترین درصد ریشه
گرم در لیتر ایندول بوتریک اسید نشان داد،  میلی 1و  5/0سطوح 

 1و  2زایی تیمارهای  موثرترین تیمار در صفت تعداد روز تا ریشه
 5/1و  5/0ماهای گرم در لیتر ایندول بوتریک اسید که با تی میلی
  1و  5/0های  گرم در لیتر اختلافی را نشان ندادند. غلظتمیلی
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یزنمونه، متقابل اثرات میانگین مقایسه –6 جدول  درون شرایط در سرخارگل فیتوشیمیایی خصوصیات بر برداری نمونه روز و سالیسیلیک اسید ر
 ای. شیشه

یزنمونه  ر
 اسید

 سالیسیلیک
 روز

 کلروفیل
 تر( وزن گرم بر گرم )میلی کل

 کارتنوئید
 تر( وزن گرم بر گرم )میلی

 اکسیدان آنتی
 )درصد(

 کل فنل
 گرم )میلی

 وزن گرم بر
 تر(

 فلاونوئید
 کل
 گرم )میلی

 وزن گرم بر
 تر(

 گالیک
 اسید

 گرم )میلی
 وزن گرم بر

 تر(

 کافئیک
 اسید

 گرم )میلی
 وزن گرم بر

 تر(

 کالوس

 صفر
3 gh 10/0 cd 99/42 cf59/86 fi 53/1 ef 42/0 f 42/0 f 35/0 
5 ef 16/0 de 00/34 fg 69/84 ghi 43/1 def 52/0 ef 90/0 ef 32/0 

50 
3 gh 10/0 f 33/23 h 50/39 def 39/2 f 32/0 ef 51/0 ef 93/0 
5 eh 15/0 c 00/49 bcd00/63 dg 10/2 def 51/0 ef 55/0 c 21/1 

100 
3 ef 16/0 cd 99/41 abc29/64 cde 53/2 def 55/0 ef 90/0 ef 55/0 
5 h 03/0 f 33/22 i 99/30 i 63/0 f 30/0 ef 52/0 ef 52/0 

200 
3 fgh 13/0 ef 99/29 a 43/68 d-g 10/2 def 53/0 g 0 g 0 
5 fgh 14/0 f 99/21 ab 03/63 hi 19/1 f 32/0 g 0 g 0 

 ریشه

 صفر
3 de 24/0 a 99/61 efg 03/85 cd80/2 b 33/3 d 83/0 ef 99/0 
5 fgh 11/0 b 00/93 cde39/61 ei 99/1 c 10/1 e 93/0 b 22/2 

50 
3 cd 30/0 b 99/91 def 93/88 cde53/2 c 29/1 c 09/1 de 82/0 
5 de 23/0 b 99/90 g 20/83 bc29/3 def 43/0 c 15/1 b 63/1 

100 
3 a 49/0 a 99/65 hi 89/31 def49/2 de 93/0 a 11/2 ef 30/0 
5 ab 36/0 b 99/58 cde49/60 a13/5 d 35/0 c 09/1 ef 58/0 

200 
3 bc 33/0 a 0/66 efg 30/89 b63/3 a 33/4 ef 51/0 cd 10/1 
5 ab 36/0 b 33/93 ad 80/63 eh03/2 c 33/1 b 91/1 a 58/2 

 

 ارند.ند دانکن آزمون اساس بر داریمعنی اختلاف ستون هر در مشترک حروف دارای اعداد
 

گرم در لیتر ایندول بوتریک اسید موثرترین تیمار بر صفت  میلی
های استفاده شده  تعداد ریشه در سرخارگل بود. در بین اکسین

گرم در لیتر نفتالین استیک اسید موثرترین تیمار  میلی 2/0غلظت 
 سانتی متر بود. 9برای طول ریشه با میانگین 

 ای شیشه درون سطح در سالیسیلیک اسید از استفاده
 تحریک را سرخارگل ثانویه های متابولیت تجمع و تولید توانست

 سنتز مسیر در دخیل هایآنزیم فعالیت بر تأثیر با هامحرک کند.
 اسید تیمار شدند. هافنل افزایش سبب پروپانوییدی فنیل

 با داد. افزایش شاهد به نسبت را فلاونوئید و فنل میزان سالیسیلیک
 برای آن کاربرد سالیسیلیک اسید به آسان ترسیدس به توجه

 توصیه بیشتر اسید کافئیک و اسید گالیک بالاتر غلظت به رسیدن
 نه ها متابولیت تولید افزایش که است این مهم نکته اما گردد.می
 نمونه زمان و بافت نوع به بلکه ایلیسیتور، غلظت تاثیر تحت تنها

 حد از بیش سالیسیلیک داسی افزایش دارد. بستگی نیز برداری
 طریق از بلکه ندارد، بر در را متابولیت افزایش تنها نه معمول

 بیان کاهش تاثیر تحت قوی احتمال به که آنزیم فعالیت کاهش
 کند. می متوقف یا و کم را متابولیت تولید است. مربوطه ژن

 زمان و بافت نوع ،سالیسیلیک اسید غلظت سازی بهینه با این بنابر
 گیاه ژنتیکی ساختار در دستکاری بدون توان می برداری هنمون

 داد. افزایش را نظر مورد ثانویه متابولیت میزان
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Abstract 
This research was conducted the effect of salicylic acid on secondary metabolite of Echinacea 

purpurea L. callus and adventitious root in tissue culture medium. Cotyledon was cultured 

based in factorial experiment in different BA concentration (0.5 and 1 mg/l) with 2,4-D and 

NAA (0.5 and 1 mg/l). For adventitious root production, cotyledon was cultured in medium 

contain NAA and IBA (0, 0.2, 1, 1.5, 2 mg/l) based on complete randomize design. Salicylic 

acid was applied at concentrations of 0, 50, 100 and 200 mg/l in liquid MS medium, and then 

fresh weight, phenol content, flavonoids and antioxidant activities were measured. The best 

treatment for callus production was MS medium contain 0.5 mg/l BA and 1 mg/l 2,4-D and 

best treatment for adventitious root was obtained in 1/2 MS medium contains 0.5 mg/l IBA. 

The highest antioxidant activity was observed in 100 and 200 mg/l of salicylic acid in callus 

and adventitious root respectively. The highest Gallic acid content with 2.11 mg/g root fresh 

weight was recorded in 100 mg/l 3 days after inoculation. Also the best medium for Cafeic 

acid content was observed in 200 mg/g root fresh weight 5 days after inoculation. 
 

Keywords: Echinacea, adventitious root, Salicylic acid, secondary metabolite. 

 




