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Abstract 
    Background and objectives: Adventitious root cultures of medicinal plants represent a 

bountiful reservoir of valuable secondary metabolites.  The esteemed medicinal plant Echinacea 

purpurea (L.) Monech is highly sought after for its phytochemical properties, with a traditional 

use of its roots in herbal medicines and dietary supplements as an immune system stimulant for 

treating inflammatory, viral, and respiratory diseases. However, the heterogeneous synthesis of 

bioactive compounds in natural environments and the limitations of conventional plant 

production methods necessitate exploring alternative approaches for obtaining active plant 

substances and organs. Among various in vitro cultivation techniques, the cultivation of 

differentiated tissues, specifically roots, consistently demonstrates the ability to yield higher 

quantities of metabolites than undifferentiated tissues such as callus and suspension cells.   

Methodology: The primary aim of this study was to accurately determine the ideal combination 

of plant explants and plant growth regulators that would facilitate the successful establishment 

of adventitious root suspension cultures. Three distinct plant explants, namely leaf, petiole, and 

root, were carefully evaluated in this study. These explants were subjected to varying 

concentrations (0, 0.5, 1, 1.5, and 2 mg.L-1) of two types of plant growth regulators: indole-3-

butyric acid (IBA) and 1-naphthalene acetic acid (NAA). After six weeks, the number of 

adventitious roots developed by the explants under different concentrations of plant growth 

regulators was measured. The impact of different sucrose concentrations (10, 20, 30, 40, 50, and 

60 grams per liter) in the culture medium was investigated over a four-week cultivation period. 

Various dynamic characteristics of root growth, including fresh weight, dry weight, volume of 

the remaining medium, electrical conductivity, and pH, were closely examined. Furthermore, 

phytochemical properties such as total phenol, total flavonoid, and antioxidant activity were 

assessed. To administer the sucrose treatments, 0.35 grams of adventitious roots were placed 

inside 250 ml Erlenmeyer flasks containing 50 ml of half MS culture medium, 1 mg.L-1IBA, 

and varying concentrations of sucrose, maintaining a pH of 5.8. Measurements were taken from 

three flasks of each treatment weekly. The experiments followed a Completely Randomized 

Factorial Design, with statistical analysis conducted using SPSS software. 
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Results: Leaf explants exhibited superior root formation to root and petiole explants. The 

average number of adventitious roots in leaf explants reached 3.37, while petiole and root 

explants produced only 0.23 and no adventitious roots, respectively. The most effective root 

formation occurred in MS medium with 1 mg.L-1 IBA, resulting in an average of 4 roots per 

explant. Hormone concentrations of 0 and 2 mg.L-1 did not induce root formation. In the fourth 

week of cultivation, the highest fresh weight recorded was 29.8 grams per liter, marking a 

remarkable 3.4-fold increase from the initial inoculation weight. The culture medium's electrical 

conductivity and pH decreased as the cultivation progressed. Cultivation weeks did not 

significantly impact total flavonoid production and related antioxidant activity in adventitious 

roots. However, the cultivation period significantly affected the total phenol content at 57.56 mg 

of gallic acid per gram of dry weight. Altogether, lower sucrose concentrations proved more 

efficient for biomass production, bioactive compound content, and antioxidant activity. The 

highest biomass accumulation and total phenol content occurred at 3% sucrose. In comparison, 

in the fourth week of cultivation, the highest total flavonoid content and the highest free radical 

inhibition percentage were observed at 2% and 1% sucrose, respectively. Notably, a negative 

correlation was observed between the electrical conductivity of the remaining culture medium 

and root biomass in lower sucrose concentrations as the culture duration increased. 

Conclusion: In light of the immense potential harbored by adventitious root suspension cultures 

of E. purpurea as an alternative source for the production of secondary metabolites, particularly 

caffeic acid derivatives, the discoveries made in this research have the potential to advance the 

field of mass production for active root organs, thereby facilitating the synthesis of these 

precious compounds through the implementation of appropriate laboratory bioreactor systems. 

 

Keywords: Purple coneflower (Echinacea purpurea (L.) Monech), sucrose feeding, 

adventitious root culture, biomass, phenolic compounds.  
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 چکیده
 Echinacea purpurea. سرخارگل )هستندباارزش  ثانويه یها تيمتابول غني از منبع ييدارو اهانيگدر  نابجا شهير: سابقه و هدف

(L.) Monechیدر داروها يطور سنت به ها ريشهشود.  ياستفاده م در صنعت داروييطور گسترده  مهم است و به ييدارو اهيگ ک( ي 
. شوند ياستفاده م ي و تنفسيروسيوي، التهاب یها یماريدر درمان ب يمنيا سيستم محرک کيعنوان  به ييغذا یها و مکمل ياهيگ

وجو برای  جست ناهمگني سنتز ترکيبات مؤثره در محيط طبيعي، عملکرد پايين توليد گياه در کنار عوامل ديگر ازجمله علل
های  ای، کشت بافت های درون شيشه های مختلف کشت . در ميان تکنيکهستندرويکردهای جايگزين توليد مواد و اندام مؤثره گياه 

های کشت مايع  های تمايز نيافته مانند کالوس و سلول ها را نسبت به بافت تمايز يافته همانند ريشه، معمولاً مقادير بالاتری از متابوليت
 کنند. سلولي توليد مي

رشد  یها کننده ميتنظانتخاب بهترين ريزنمونه گياهي و شناسايي دقيق مؤثرترين ترکيب از  هيمطالعه، هدف اول نيدر ا :ها مواد و روش
 زيمتما ياهيگ زنمونهيسه ر يابيشامل ارز يبررس ني. اکند لينابجا را تسه شهير مايع  کشت زيآم تياستقرار موفق بتواند بود که هيايگ

کننده  ميتنظ نوع دو از تريدر ل گرم ميلي 2و  5/1، 1، 5/0، 0 مختلف یها غلظت ريثأتحت ت ها اين ريزنمونه. بود شهيبرگ، دمبرگ و ر
ها  ی نابجا در ريزنمونهها ريشهتعداد قرار گرفتند.  (NAAنفتالن استيک اسيد ) -1 و (IBA) دياس کيريبوت - 3-ندوليا ياهيرشد گ

های  در آزمايش مجزای ديگری، اثر غلظتگيری شد.  های رشد گياهي پس از شش هفته اندازه کننده های مختلف از تنظيم غلظتدر 
های ديناميکي رشد )وزن تر و خشک،  گرم در ليتر محيط کشت بر روی ويژگي 60و  50، 40، 30، 20، 10مختلف ساکارز شامل 

اکسيداني( ريشه در طول  ( و فيتوشيميايي )فنول کل، فلاونوئيد کل و فعاليت آنتيpH( و ECحجم محيط باقيمانده، هدايت الکتريکي )
مايرهای  ی نابجا در داخل ارلنها ريشهگرم وزن تر از  35/0اعمال تيمارهای ساکارز، مقدار  برایچهار هفته کشت، بررسي شد. 

 های مختلف ساکارز با  به همراه غلظت IBAدر ليتر  گرم ميلي، يک MSليتر نصف محيط کشت  ميلي 50ليتری حاوی  ميلي 250
pH= 5.8  آزمايش مطالعات در قالب گيری استفاده شد.  اندازه برایقرار داده شدند. محتوای سه فلاسک هر تيمار در هر هفته

 قرار گرفتند. SPSSفزار ا وتحليل آماری با استفاده از نرم انجام شدند و مورد تجزيه فاکتوريل به صورت طرح پايه کاملاً تصادفي
ی نابجا در ها ريشهميانگين تعداد  .بودند و دمبرگ شهير یها زنمونهيمؤثرتر از ر بسيار ی برگها زنمونهيدر ر نابجا یها ريشه :نتایج

 طيمحو صفر درصد ريشه نابجا توليد کردند.  5/6های دمبرگ و ريشه به ترتيب  که ريزنمونه بود، در حالي %5/93ريزنمونه برگ 
MS  تريل رد گرم ميلي يک یحاو IBA دو های صفر و غلظت که  حالي درکرد،  جاديا %3/33را با ميانگين  شهيحداکثر تعداد ر 
گرم در ليتر در هفته چهارم  8/29بيشترين وزن تر با ميزان ای توليد نکردند.  از هر دو هورمون استفاده شده ريشه تريدر ل گرم ميلي

محيط کشت کاهش  pHو  ECبرابر وزن تلقيح اوليه بود. با پيشرفت مدت زمان کشت، ميزان  3/4کشت مشاهده شد که اين ميزان 
نداشته  نابجا یها ريشهمرتبط در  يدانياکس يآنت تيفعالفلاونوئيد کل و  ديبر تول يتوجه قابل ريتأث ،کشت افزايش زمانالبته يافت. 
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دار  گاليک اسيد در هر گرم وزن خشک در هفته چهارم تحت تأثير افزايش معني گرم ميلي 6/56، فنول کل با ميزان اين با وجود است.
ترکيبات مؤثره توده و محتوای  های کمتر ساکارز برای توليد زيست طورکلي، نتايج نشان داد که غلظت به مدت زمان کشت قرار گرفت.

توده و محتوای فنول کل، بيشترين مقدار از محتوای فلاونوئيد کل و  بالاترين تجمع زيست. هستنداکسيداني کارآمدتر  و فعاليت آنتي
. گرديدگيری  ساکارز در هفته چهارم کشت اندازه %1های سه، دو و  کارگيری غلظت هترتيب با ب بالاترين درصد مهار راديکال آزاد به

تر ساکارز با افزايش مدت  های پايين در غلظت ها ريشهتوده  محيط کشت باقيمانده و زيست ECکل، همبستگي معکوسي بين ميزان  در
 زمان کشت مشاهده شد.

های ثانويه  متابوليت ديتول یبالقوه برا نيگزيمنبع جا کيعنوان  به E. purpurea نابجا شهير مايع که کشت يياز آنجا: گیری نتیجه
توليد انبوه اندام مؤثره  اتمطالعپژوهش ممکن است به  نياهای  يافته د،نشو يم ييشناسا (Caffeic acidويژه مشتقات کافئيک اسيد ) به

 های بيوراکتور مناسب آزمايشگاهي کمک کند.  ارزش با استفاده از سيستم های خيلي با ريشه و به دنبال آن، اين ترکيب
  

 توده، ترکيبات فنولي. (، تغذيه ساکارز، کشت ريشه نابجا، زيستE. purpurea (L.) Monechسرخارگل )های کلیدی:  واژه
 

 مقدمه
 چندساله از خانواده انياهيگ )سرخارگل( ناسهياکجنس    

Asteraceae يشمال یکايآمر يکه بوم گيرد را دربرمي 
جنس وجود دارد که سه گونه اين گونه در  11. باشد مي

، Echinacea purpurea (L.) Monechشامل  از آنها
Echinacea angustifolia DC.  وEchinacea pallida 

(Nutt.) Nutt.  ييمصارف دارو یدر حال حاضر برا 
 ,.Waidyanatha et alگيرند ) مورد استفاده قرار مي

 .Eی گياه ها ريشهويژه  های هوايي و به . اندام(2020

purpurea کننده تيعنوان تقو به هاآن یها فرآورده و 
 علميهای  پژوهشرا در  یاديتوجه ز ي بدنمنيا سيستم

مدرن  کيفارماکولوژ مطالعات .اند هبه خود جلب کرد
 ضد ،يروسيو ضد یها تياز فعال يبرخ اين گياه، یرو

تومور را  و ضد يدانياکس يآنت ،يالتهاب ضد ،ياييباکتر
 ,.Xu et al؛ Zhang et al., 2001ت )کرده اس دأييت

عصاره  یمحصول حاو 1000از  شي(. امروزه ب2021
 یها مکمل یگذار برچسب گاهيدر پا گياه سرخارگل

 .(Fu et al., 2021) فهرست شده است ييغذا
ويژه افزايش سيستم  گياه به گسترده اثرهای دارويي

های  ايمني بدن، درمان سرماخوردگي، آنفلوآنزا و عفونت
های  دستگاه تنفسي و مجاری ادراری عمدتاً به متابوليت

های  و اندام( ريشه Secondary metabolitesثانويه )
هوايي گياه از قبيل مشتقات کافئيک اسيد ازجمله 

(، اکيناکوزايد Chicoric acidشيکوريک اسيد )
(Echinacosideو ...، آلکيل ) ساکاريدها  آميدها و پلي

(. Xu et al., 2022; Bauer, 1999شود ) نسبت داده مي
توان به  مي ،ات گزارش شده در اين گياهباز ديگر ترکي

و اسانس در  ها، آلکالوئيدهای پيروليزيدين وتئينگليکوپر
ريشه و ترکيبات فنولي شامل فلاونوئيدها، آنتوسيانين و 

های هوايي اشاره کرد  اسيدهای فنولي و اسانس در اندام
(Bauer, 1999) . 

های ثانويه گياهان  ی متابوليتتجار ديتول یبرا
کشت شده در مزرعه  ياهيمعمولاً از مواد گ ،دارويي

محصولات ممکن است  نيا تيفياما ک شود، ياستفاده م
ها،  قارچ، ها ندهيآلا ،يطيمختلف مح طيشرا ريتحت تأث

 تواند يکه م قرار گيردو حشرات  ها روسيو ها، یباکتر
های  وردهآفر رييتغ عملکرد و ديمنجر به از دست دادن شد

 (.Verpoorte et al., 2002) ودش نظر دارويي مورد
عنوان ماده خام در  عمدتاً به کشت شده های سرخارگل
در نظر گرفته  دارو و ساخت ترکيبات مؤثره استخراج

 دلايلبه  اين گياهکشت  توليد و، اين وجودشوند. با  يم
بذر، سرعت  یآور مشکل در جمع از قبيل یمتعدد
برای  اصلاح ناکارآمد يندافربذر و  نييپا يزن جوانه

بازار را  ازي، نهای مؤثره رد و کيفيت اندامافزايش عملک
  (.Wang et al., 2017) برآورده نکرده است

 یها یفناور ي،اهيگ یها ها و اندام کشت سلول
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ارزشمند  یها تيبدست آوردن متابول یبرا یا دوارکنندهيام
کشت  اهاني. کشت سلول و اندام نسبت به گهستند اهيگ

 چوند، ندار یبالاتر سميشده در مزرعه سرعت متابول
 عير سريشروع رشد سلول و اندام در کشت منجر به تکث

 ی موردوسنتزيچرخه بافزايش تعداد ها و  اندام ،ها سلول
 ياهيکشت سلول/ اندام گ ن،يشود. علاوه بر ا يم نظر

محدود  ييو آب و هوا يکياکولوژ ،يطيمح طيتوسط شرا
رشد  ميزانبا  توانند يها م ها/ اندام و سلول شود ينم

يابند  ريدر کشت تکث اهينسبت به کل گ یبالاتر
(Ramachandra Rao & Ravishankar, 2002) . در

 شهير  شده در مزرعه، توسعه کشت کشت اهانيبا گ سهيمقا
را  يبستر مناسب(، Adventitious root cultureنابجا )

های ثانويه در مقياس  توده و متابوليت زيست ديتول یبرا
اين روش  .(Ali & Abbasi, 2013) کند يفراهم مانبوه 
اندام مؤثره ريشه  ديتول ثباتو  عيرشد سر ليبه دل ،کشت

 Cellي )با کشت سلول سهيدر مقا ثانويه یها تيمتابولو 

culture) باشد  ميبرخوردار  یا ژهيو تياز اهم
(Sivakumar, 2006). به  کشت ريشه نابجا ن،يعلاوه بر ا
 ی توليدی آنها ريشهبودن  منيو ا توليدآساني در  ليدل

 (Hairy root cultureئين )مو شهينسبت به کشت ر
 . (Gaosheng & Jingming, 2012) شود يداده م حيترج

نوع ريزنمونه و مانند  يعوامل مختلفدر اين تکنيک، 
ی نابجاا،  هاا  ريشاه اثر نوع محيط روی القاا  و تکثيار   

سااکارز و نسابت   های رشد گياهي، غلظات   کننده تنظيم
کنتارل شاده    طيدر شرا ها ريشهکشت موفق  یبرا تلقيح

از  يانواع مختلف .(Devi et al., 2021) شوند نهيبه ديبا
از  نابجا یها ريشه یا شهيدرون ش یالقا یبرا ها زنمونهير
مشخص شده است کاه   اند و استفاده شده ييدارو اهانيگ

دار  عناي تواناد همبساتگي م   انتخاب ريزنمونه مناسب مي
های تولياد   مثبتي با الگوی ديناميکي و متابوليکي کشت

 ,.Min et al؛ Gao et al., 2005)شاده داشاته باشاد    

طاور گساترده    سااکارز باه  (. Wu et al., 2011؛ 2007
کشات بافات    یهاا  طيمح شتريدر ب یعنوان منبع انرژ به
  کشات  هاای  ير محايط شود. مشابه سا ياستفاده م ياهيگ

نابجاا   یها ريشهغلظت ساکارز بر رشد  ،ای درون شيشه
 اهيبه گ ياهياز گ بهينه . غلظت ساکارزگذارد يم ريتأث نيز
از منباع   هآنها در جذب و اساتفاد  ييتوانا ليبه دل گريد

بارای   ساکارز نهيغلظت به . بنابراين،کربن متفاوت است
نظار   بستگي به گياه مورد ی نابجاها ريشهالقا  و تکثير 

  .(Liu et al., 2014؛ Baque et al., 2010دارد )
مطالعه، در آزمايش اول، بهترين ريزنمونه گياهي اين در 

کننده رشد گياهي مناسب بر  و مؤثرترين غلظت از تنظيم
و  گرديدی نابجا در محيط کشت جامد بررسي ها ريشهتعداد 

های مختلف ساکارز و  پس از آن در آزمايش دوم، اثر غلظت
ريشه نابجا روی تجمع مايع مدت زمان کشت در کشت 

 نيهدف اتوده و توليد ترکيبات فنولي بررسي شد.  زيست
ی مطالعه بيشتر در کشت مناسب برا طيمح کيارائه  ،مطالعه

آينده به منظور دستيابي به يک فرمولاسيون بهينه نهايي برای 
 اه دارويي سرخارگل دری نابجا از گيها ريشهتوليد انبوه 

  است. روراکتويکشت ب
 

 ها مواد و روش

 القای دانهال
بذر گياه سرخارگل از شرکت پاکان بذر اصفهان تهيه    

دقيقه با آب جاری شسته  20گرديد. بذرها ابتدا به مدت 
ور کردن بذرها در داخل  شدند. در ادامه، پس از غوطه

ثانيه، سه  30حجمي به حجمي به مدت  %70اتانول 
وسيله آب  وشو به دقيقه عمل شست 5مرتبه و هر بار 

. در مرحله نهايي و قبل از انجام گرديدمقطر استريل 
حجمي به  %5کشت، بذرها با محلول هيپوکلريت سديم 

دقيقه ضدعفوني و همانند آنچه که در  10حجمي به مدت 
انجام شد. بذرهای  وشو مرحله قبل گفته شده است، شست
ساکارز،  %3حاوی  MSضدعفوني شده در محيط کشت 

 های رشد گياهي با  کننده آگار و بدون تنظيم 7/0%
pH= 5.8  عدد بذر  5کشت شدند. داخل هر شيشه کشت

ها در داخل دستگاه فيتوترون با  نمونهقرار گرفت و 
گراد به مدت دو  درجه سانتي 24±1/0شرايط دمايي 

دو هفته ديگر در شرايط بعد هفته در شرايط تاريکي و 
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وسيله دو  ساعت )روز/شب( ايجاد شده به 16/8نوری 
  .گرديدندخنک نگهداری  F40لامپ فلورسنت 

 
 انتخاب ریزنمونه

از آنها  (A-1)شکل ها  چهار هفته پس از رشد گياهچه   
مربع و متر  سانتي 5/0ريزنمونه برگ به مساحت 

متر  به اندازه يک سانتييک  های دمبرگ و ريشه هر ريزنمونه
، 0های  جامد حاوی غلظت MSتهيه و در محيط کشت 

در ليتر از منابع اکسيني ايندول  گرم ميلي 2و  5/1، 1، 5/0
( NAAنفتالن استيک اسيد )-( و آلفاIBAبوتيريک اسيد )

يي، زا شهير در چهار تکرار کشت گرديدند. به منظور القای
درجه  24±1/0های کشت شده در دمای  ريزنمونه

برای گراد و در شرايط تاريکي نگهداری شدند.  سانتي
ريشه  مايعانتخاب بهترين ريزنمونه برای استقرار کشت 

ها پس از شش هفته  ی نابجای ريزنمونهها ريشهنابجا، تعداد 
اين قسمت از مطالعه در قالب آزمايش . گرديدگيری  اندازه

 فاکتوريل به صورت طرح پايه کاملاً تصادفي انجام شد.
 

 ی نابجا و اعمال تیمارهای ساکارزها ریشهکشت 
ريشه نابجا القا  شده از بهترين ريزنمونه  5تا  4تعداد    

 متر وارد سانتي 2تا  1( به اندازه تقريبي B-1)برگ( )شکل 
ليتر  ميلي 50ليتری حاوی  ميلي 250ماير  های ارلن فلاسک

 گرم ميليساکارز و يک  %3شامل  MSنصف محيط کشت 
ها به مدت چهار  شدند. کشت pH= 5.8با  IBAدر ليتر 

گراد و روی شيکر دوار با  درجه سانتي 24هفته در دمای 
دور در دقيقه در شرايط تاريکي نگهداری  100سرعت 
هر چهار هفته در محيط  ها ريشه. عمل واکشت گرديدند

 . پس از واکشت سوم انجام شده کشت مشابه تاز
 های ساکارز، مقدار  اعمال تيماربرای و  (C-1)شکل 

مايرهای  ی نابجا در داخل ارلنها ريشهگرم وزن تر از  35/0
، MSليتر نصف محيط کشت  ميلي 50ليتری حاوی  ميلي 250
های مختلف  به همراه غلظت IBAدر ليتر  گرم ميلييک 

 =pHگرم در ليتر( با  60و  50، 40، 30، 20، 10ساکارز )

قرار داده شد. به منظور بررسي اثر مدت زمان کشت،  5.8

ماير و در  برای هر تيمار ساکارز در هر هفته سه فلاسک ارلن
مجموع برای هر غلظت ساکارز در طول مدت چهار هفته 

همانند  فلاسک در نظر گرفته شد. کشت ريشه نابجا 12
. گرديدآنچه که در بالا به آن اشاره شده است، نگهداری 

گيری  اندازهبرای محتوای سه فلاسک هر تيمار در هر هفته 
، pHوزن تر و خشک، ميزان حجم باقيمانده از محيط کشت، 

ECاکسيداني استفاده  ، فنول کل، فلاونوئيد کل و فعاليت آنتي
آزمايش فاکتوريل به اين قسمت از مطالعه نيز در قالب شد. 

 صورت طرح پايه کاملاً تصادفي انجام شد.
 

 ی نابجاها ریشهفاکتورهای رشد  یریگ اندازه
هر  يدر فاصله زمان ی نابجا،ها ريشه وزن تر نييتع یبرا   

 سهاز  سرخارگل شهير اتيمحتو ،(ای چهار هفته)کشت  هفته
 ( برداشت شدينقطه زمان چهار) يفلاسک در هر نقطه زمان

شسته  آب مقطر استريلطور کامل با  بهسپس  .(D-1)شکل 
 نيقبل از توز لياستر يبا استفاده از کاغذ صاف يآب اضاف و

ها سپس به مدت  . نمونهديرس مقدار ممکن به حداقل وزن تر
وزن  نييتع یبرا گراد يدرجه سانت 45 یساعت در دما 48

حجم محيط کشت . در داخل آون قرار گرفتند خشک ثابت
گيری  وسيله يک استوانه مدرج ثبت شد و اندازه فيلتر شده به

pH  وEC ترتيب توسط يک  محيط کشت باقيمانده به
 .انجام گرديد متر ECمتر و  pHدستگاه 

 

 ی نابجا ها ریشهسازی عصاره  آماده
ی ها ريشهاز پودر  گرم ميلي 20برای تهيه عصاره اتانولي، به    

های مورد  % اضافه شد و نمونه8/99ليتر اتانول  ميلي 20نابجا 
گراد يخچال  درجه سانتي 4نظر به مدت هفت روز در دمای 

قرار گرفتند و در طول اين مدت روزی سه بار ورتکس 
دقيقه و  15های فالکون به مدت  شدند. پس از آن، لوله

دور در دقيقه سانتريفوژ شدند و از قسمت  5000سرعت 
گيری صفات فنول و فلاونوئيد کل و  روشناور آنها برای اندازه

. (Ahmad et al., 2021)اکسيداني استفاده شد  فعاليت آنتي
 های استخراج شده تا زمان آناليز بيشتر در دمای  عصاره

 گراد نگهداری شدند. درجه سانتي 4
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 به برگ زنمونهیر: انتقال B ،از بذر دانهال یالقا: A(؛ Echinacea purpurea) سرخارگل ینابجا یها ریشه کشت استقرار -1 شکل

 عیکشت ما طیمحنابجا در  یها ریشه ریتکث: Cنابجا،  یها ریشه لیتشک و( IBAدر لیتر  گرم میلیحاوی یک  1/2MSیی )زا شهیر طیمح
(1/2MS گرم در لیتر  حاوی یک میلیIBA) و D :نابجا یها ریشه برداشت 

Figure 1. Establishment of adventitious roots culture of Echinacea purpurea; A: seedling induction from seed,  

B: transfer of leaf explant to rooting medium (1/2MS containing 1 mg.L
-1

 IBA) and adventitious roots formation, 

C: propagation of adventitious roots in liquid culture medium (1/2MS containing 1 mg.L
-1

 IBA), and  

D: adventitious roots harvest 

 

 ی محتوای فنول کلابیارز
شده با استفاده از  ماريت نابجا یها ريشهدر  کل فنول یمحتوا   
 یريگ اندازه يجزئ راتييبا تغ( 2019و همکاران ) Andiش رو

ليتر از هر عصاره نمونه با يک  ميلي 2/0طور خلاصه،  بهشد. 
نرمال مخلوط و پس از پنج  2ليتر معرف فولين سيکالتو  ميلي

به آن  %5/7ميکروليتر کربنات سديم  800دقيقه تکان دادن، 
دقيقه تکان داده شد و  5اضافه شد. مخلوط واکنش به مدت 

درجه  40دقيقه در شرايط تاريکي و دمای  30به مدت بعد 
ها در طول موج  گراد قرار گرفت و در نهايت جذب نمونه سانتي
نانومتر بر روی دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد. نمونه  765

نظر بود.  بجز عصاره موردذکرشده شاهد شامل تمامي ترکيبات 
رد های مختلف استاندا برای رسم منحني کاليبراسيون از غلظت

 500و  250، 150، 100، 50، 0تجاری گاليگ اسيد )

بر ليتر( استفاده شد. محتوای فنول کل عصاره ريشه  گرم ميلي
گاليک اسيد در هر گرم وزن خشک ريشه  گرم ميليبرحسب 

(mg GA.g-1 DW.محاسبه شد ) 
 

 ارزیابی محتوای فلاونوئید کل 
-Hamrouni گيری فلاونوئيد کل از روش اندازهبرای    

Sellami ( 2013و همکاران)  .با کمي تغييرات استفاده شد
ليتر عصاره ريشه رقيق شده با  ميلي 25/0بدين ترتيب، هر 

ميکروليتر آلومينيوم  75ليتر آب مقطر استريل با  ميلي 25/1
وزني به حجمي مخلوط شد. پس از شش دقيقه،  %5کلريد 

. گرديدکنش اضافه ليتر سود يک نرمال به مخلوط وا ميلي 5/0
نانومتر بر  510ها در طول موج  دقيقه، جذب نمونه 30پس از 

روی دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده شد. نمونه شاهد شامل 
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نظر بود. برای رسم  بجز عصاره موردذکرشده تمامي ترکيبات 
های مختلف استاندارد تجاری  منحني کاليبراسيون از غلظت

بر ليتر(  گرم ميلي 500و  250 ،150، 100، 50، 0کوئرستين )
استفاده شد. محتوای فلاونوئيد کل عصاره ريشه برحسب 

 کوئرستين در هر گرم وزن خشک ريشه  گرم ميلي
(mg quercetin.g-1 DW.محاسبه شد ) 
 

 اکسیدانی  فعالیت آنتی
 های آزاد از روش گيری درصد مهار راديکال برای اندازه   

Hamrouni-Sellami ( با اندکي تغييرات 2013و همکاران )

ليتر عصاره اتانولي  ميلي 5/0طور خلاصه،  استفاده شد. به
 DPPHميکرومولار  200ليتر محلول  ميلي 3/0تهيه شده با 

ليتر آب مقطر استريل مخلوط و توسط متانول به  ميلي 2/2و 
 15ليتر رسيد. مخلوط واکنش به مدت  ميلي 3حجم نهايي 
ايط تاريکي و دمای محيط نگهداری شد. نمونه دقيقه در شر

کنترل شامل تمام اجزای محيط بجز عصاره اتانولي تهيه شده 
نانومتر بر روی  517ها در طول موج  بود. جذب نمونه

اکسيداني  دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده شد و فعاليت آنتي
با استفاده از فرمول  DPPHصورت درصد مهار راديکال  به

 گرديد.به زير محاس
 

 100 × [عدد جذب نمونه(/عدد جذب کنترل –)عدد جذب کنترل ]=  DPPHدرصد بازدارندگي راديکال آزاد 

 وتحلیل آماری تجزیه

 SPSSافزار  با نرم های نرمال شده داده ليوتحل هيتمام تجز   
براساس آزمون  دار يمعن یها انجام شد. تفاوت 29نسخه 

. تمام ندشد سهيمقا P≤05/0دانکن در  یا چند دامنه یآمار
 .ها در سه تکرار انجام شد یريگ اندازه
 

 جینتا

آزمایش اول: بررسی اثر تیمارهای هورمونی بر تعداد    
 E. purpureaهای مختلف گیاه  ی نابجا ریزنمونهها ریشه

واريانس دوطرفه تأثير سطوح مختلف  ليوتحل هيتجز
ی نابجا ها ريشههای اکسيني و ريزنمونه بر تعداد  هورمون

هر دو  کهگياه سرخارگل در محيط کشت جامد نشان داد 
دار آماری  متقابل آنها تأثير معني هایفاکتور به تنهايي و اثر

توليد شده  یی نابجاها ريشهبر تعداد  %1در سطح احتمال 
نشان  3و  2های  (. همانگونه که در شکل1ل داشتند )جدو

طور قابل  به نابجا یها ريشه یالقا زانيمداده شده است، 
 يبستگ و هورمون مورد استفاده زنمونهيبه نوع ر يتوجه

مؤثرتر  بسيار ی برگها زنمونهينابجا در ر یها ريشهداشت. 
ميانگين تعداد  شدند. جاديا و دمبرگ شهير یها زنمونهياز ر
که  بود، در حالي %5/93ی نابجا در ريزنمونه برگ ها ريشه

و صفر درصد  5/6ترتيب  های دمبرگ و ريشه به ريزنمونه
از  حکايت( که اين مقايسه 2ريشه نابجا توليد کردند )شکل 

ی ها ريشهدار ريزنمونه برگ برای توليد  وجود اختلاف معني
 .داردنابجا نسبت به دو ريزنمونه ديگر 

 

 ( Echinacea purpurea) سرخارگل ینابجا یها ریشهبر تعداد  ریزنمونه و اکسینی های هورموناثر  یانسوار یهتجز -1 جدول

 1/2MS جامد کشت محیطدر 

Table 1. ANOVA of auxin hormones and explant effects on number of adventitious roots of Echinacea purpurea 

in 1/2MS solid culture medium 
S.O.V. d.f. M.S. 

Hormone (A) 9 17.03** 

Explant (B) 2 106.03** 

A × B 18 16.54** 

Experimental error 60 3.09 

C.V. (%)  20.47 
**: significant at 1% probability level. 
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 ( Echinacea purpurea) سرخارگل ینابجا یها ریشه تعداد بر ریزنمونه تأثیر میانگین مقایسه -2 شکل

  NAAو  IBA های هورمونهای مختلف از  حاوی غلظت 1/2MS جامد کشت محیط در

Figure 2. Means comparison of explant effects on number of Echinacea purpurea adventitious roots in 1/2MS 

solid culture medium containing different concentrations of IBA and NAA 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 
 یها زنمونهير یرو آنهانابجا و تعداد  یها ريشهظهور 

اضافه  های اکسيني هورمون با توجه به نوع و غلظت مختلف
 .داری نشان داد تفاوت معني NAAو  IBAشامل  طيمح به شده
حداکثر تعداد  IBA تريل رد گرم ميلي يک یحاو MS طيمح
های  غلظت که حالي درکرد،  جاديا %3/33را با ميانگين  شهير

از هر دو هورمون استفاده شده  تريدر ل گرم ميلي 2 صفر و
تواند بر تأثير  ( که اين مورد مي3ای توليد نکردند )شکل  ريشه

زايي اکسيني بر  های ريشه های بالاتر از هورمون معکوس غلظت
که هدف از  يياز آنجای نابجا دلالت داشته باشد. ها ريشهالقای 

بتواند  بود که یا شهير لاينبدست آوردن  مطالعه در اين مرحله
 ديتول ييتوده بالا ستيز ی بيشتر و به دنبال آنها ريشهتعداد 

 يک یحاو یها طيشده در مح  القا یها ريشه نيکند، بنابرا
 نابجا شهير مايعکشت  استقرار یبرا IBA تريدر ل گرم ميلي

 4در شکل  فاکتور دو متقابل هایاثر که همانطور انتخاب شدند.
 زنمونهيو ر IBA تريدر ل گرم ميلي يک بيترک، دهد ينشان م

کننده رشد  ی تنظيمفاکتورها از سطوح نيعنوان بهتر برگ به
 بيشتر معرفي شدند.مطالعات انجام برای گياهي و ريزنمونه 

 

های مختلف ساکارز و  آزمایش دوم: بررسی اثر غلظت
مدت زمان کشت بر صفات دینامیکی و فیتوشیمیایی کشت 

  E. purpureaریشه نابجا 

واريانس چندگانه دوطرفه تأثير  ليوتحل هيتجز
های مختلف ساکارز و مدت زمان کشت بر صفات  غلظت

ديناميکي و فيتوشيميايي کشت ريشه نابجا گياه سرخارگل 
اثر فاکتور مدت زمان کشت بر تمامي صفات  کهنشان داد 

، حجم محيط باقيمانده، ديناميکي رشد ريشه شامل وزن تر
EC  وpH  دار  % معني5% و وزن خشک در سطح 1در سطح

داری از اين فاکتور بر صفات  بود، در حالي که اثر معني
اکسيداني مشاهده  فيتوشميايي فلاونوئيد کل و فعاليت آنتي

نشد.
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 Echinaceaی نابجای سرخارگل )ها ریشهبر تعداد  NAAو  IBAهای  های مختلف هورمون مقایسه میانگین تأثیر غلظت -3شکل 

purpurea ) 1/2در محیط کشت جامدMS  

Figure 3. Means comparison of different concentrations of IBA and NAA effects on number of Echinacea 

purpurea adventitious roots in 1/2MS solid culture medium 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

، محتوای فنول کل از اثر مدت زمان کشت اين با وجود   
تأثير پذيرفت.  %5داری در سطح احتمال  طور معني به

های مختلف فاکتور ساکارز بر صفات ديناميکي  غلظت
داری در سطح  وزن خشک تأثير معني بجزرشد ريشه 

نشان دادند و در مورد صفات فيتوشيميايي  %1احتمال 
گيری شده اگرچه ميزان فنول کل و فعاليت  اندازه
دار اين فاکتور در سطح  اکسيداني تحت تأثير معني آنتي

داری آن بر صفت  قرار گرفتند، اثر معني %5احتمال 
مشاهده شد. با وجود  %1فلاونوئيد کل در سطح احتمال 

اينکه اثر متقابل دو فاکتور مورد مطالعه ساکارز و مدت 
داری  زمان کشت بر صفات فيتوشيميايي تأثير معني

داری از آن بر صفات ديناميکي  معنياثرهای نداشت، 
وزن خشک در سطح احتمال  بجزمربوط به رشد ريشه 

 (.3و  2های  مشاهده شد )جدول 1%

مدت  دار يمعن ريمطالعه تأث جينتا، 5با توجه به شکل 
گياه  در نابجا شهير  خشک کشت کشت را بر وزن تر و زمان

 شيکشت، افزا زمان مدت شينشان داد. با افزا سرخارگل
مشاهده  نابجا یها ريشهدر وزن تر  و تدريجي قابل توجه

گرم در ليتر در هفته  8/29بيشترين وزن تر با ميزان  شد.
برابر وزن تلقيح  3/4چهارم کشت مشاهده شد که اين ميزان 

، روند افزايشي محتوای وزن تر اين اوليه بود. با وجود
ی نابجا در ميزان وزن خشک آنها مشاهده نشده ها ريشه

گرم  99/3که بيشترين وزن خشک با ميزان  طوری است، به
 یها افتهي ن،يعلاوه بر ا ليتر در هفته دوم کشت ثبت شد.در 

 ميزان کشت را بر مدت زمانتوجه  قابل ريتأث اين پژوهش
EC  و سطوحpH نشان داد.  نابجا  شهير  کشت های محيط
کشت کاهش  زمان شيبا افزا pHو  ECسطوح لي، ک طور به
 .(6ند )شکل افتي
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  یی نابجاها ریشهبر تعداد  ریزنمونه × NAAو  IBAهای  هورمون اثر متقابلمقایسه میانگین  -4شکل 

 1/2MSدر محیط کشت جامد ( Echinacea purpureaسرخارگل )
Figure 4. Means comparison of IBA and NAA × explant interaction on number of Echinacea purpurea 

adventitious roots in 1/2MS solid culture medium 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

  یی نابجاها ریشه یعما کشت یتوشیمیاییو ف ینامیکیاثر ساکارز و مدت زمان کشت بر صفات د واریانس یهتجز -2 جدول

 IBAدر لیتر  گرم میلیحاوی یک  1/2MSدر محیط کشت  (Echinacea purpureaسرخارگل )
Table 2. ANOVA of sucrose and culture duration effects on dynamic and phytochemical characteristics of 

suspension-cultured Echinacea purpurea adventitious roots in 1/2MS containing 1 mg.L
-1

 IBA 
M.S. 

S.O.V. d.f. Adventitious 

roots fresh 

weight 

Adventitious 

roots dry 

weight 

Remaining 

medium 

volume 

Electrical 

conductivity 
pH Total 

phenols 
Total 

flavonoids 
DPPH 

activity 

Culture 

duration (A) 
3 674.22** 19.84* 2.24** 1.78** 0.29** 0.02* 0.01ns 152.66ns 

Sucrose (B) 5 262.60** 6.14ns 8.12** 2.55** 0.31** 0.01* 0.27** 405.50* 
A × B 15 103.28** 7.50ns 5.34** 0.67** 0.07** 0.01ns 0.12ns 198.78ns 

Experimental 

error 
48 32.41 5.57 0.48 0.03 0.00 0.01 0.07 171.10 

C.V. (%)  23.31 29.91 4.37 19.83 4.89 0.16 0.08 23.63 
n.s., *, and **: non-significant, significant at 5, and 1% probability levels, respectively. 
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 ( Echinacea purpurea) سرخارگل ینابجا یها ریشه خشک و تر وزن بر کشت زمان مدت تأثیر میانگین مقایسه -5 شکل

  IBAدر لیتر گرم میلیحاوی یک  1/2MS مایع کشتمحیط  در

Figure 5. Means comparison of culture duration effects on Echinacea purpurea adventitious roots fresh or dry 

weight in 1/2MS suspension culture medium containing 1 mg.L
-1

 IBA 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

 
 ( IBAدر لیتر گرم میلیحاوی یک  1/2MS) مایع کشت محیط pH و EC میزان بر کشت زمان مدت تأثیر میانگین مقایسه -6 شکل

 ( Echinacea purpurea) سرخارگل ینابجا یها ریشه

Figure 6. Means comparison of culture duration effects on EC and pH of Echinacea purpurea adventitious roots 

suspension culture medium (1/2MS containing 1 mg.L
-1

 IBA) 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 
کشت  مدت زمان ی ازدار ياثر معن اين مطالعه اگرچه در

 شهير  کشت يدانياکس يآنت تيکل و فعال ديفلاونوئ یبر محتوا
مشاهده نشده است، بيشترين ميزان فنول کل در هفته  نابجا

 %5گيری شد که در سطح احتمال  چهارم کشت اندازه
های ابتدايي  دار با محتوای فنول کل در هفته اختلاف معني

 (. 7نشان داد )شکل 
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  (Echinacea purpureaسرخارگل ) ینابجا یها ریشه محتوای فنول کل مدت زمان کشت بر ریتأثمیانگین  مقایسه -7 شکل

  IBAدر لیتر گرم میلیحاوی یک  1/2MS مایع کشتمحیط در 

Figure 7. Means comparison of culture duration effects on total phenols content of Echinacea purpurea 

adventitious roots in 1/2MS suspension culture medium containing 1 mg.L
-1

 IBA 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test).  

 

 

ساکارز بر وزن تر  سطوح مختلف نشان داد که جينتا
 کشت طيمح pHو  EC مانده،يباق طيحجم مح شه،ير

بر وزن خشک  ،اين با وجود. داشتند یدار يمعن ريتأث
همانطور که  .نشان ندادند یدار يمعن ريتأث ی نابجاها ريشه

ی نابجا ها ريشهنشان داده شده است، وزن تر  8در شکل 
گرم ساکارز يک روند افزايشي را  30تا  10از غلظت 
گرم ساکارز  50تا  30دهد و اين روند از غلظت  نشان مي

گرم ساکارز  60در غلظت اينکه کند تا  کاهش پيدا مي
 گرم در ليتر 2/30برابر به حداکثر رشد خود  ها ريشه
 رسند.  مي

( در تريگرم در ل 37/3) شهيحداکثر وزن خشک ر
ه ساکارز مشاهده شد% 3 غلظت شده با ماريت های کشت

که نزديک  pHو بالاترين مقادير  ECاست. کمترين ميزان 
تنظيم شده در محيط کشت ابتدايي بود، همچنين  pHبه 

های کمتر  حجم محيط کشت باقيمانده بيشتر در غلظت
(. اگرچه مقادير صفات 9گيری شد )شکل  زهساکارز اندا

های  فيتوشيميايي کشت ريشه نابجا تيمار شده با غلظت
مختلف ساکارز تفاوت قابل توجهي از خود نشان ندادند، 

گاليک اسيد  گرم ميلي 6/56بالاترين محتوای فنول کل )
 گرم ميلي 1/390در هر گرم وزن خشک(، فلاونوئيد کل )

زن خشک( و فعاليت کوئرستين در هر گرم و
تر  های پايين ترتيب در غلظت %( به6/19اکسيداني ) آنتي

درصد وزني به حجمي ساکارز مشاهده شدند  1و  4، 3
 (.Cو  A ،B -10)شکل 
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 ( Echinacea purpurea) سرخارگل ینابجا یها ریشهتر  وزنبر  های مختلف ساکارزغلظت ریتأثمیانگین  مقایسه -8شکل 

  IBAدر لیتر گرم میلیحاوی یک  1/2MS مایع کشتمحیط در 

Figure 8. Means comparison of sucrose different concentrations effects on Echinacea purpurea adventitious roots 

fresh weight in 1/2MS suspension culture medium containing 1 mg.L
-1

 IBA  

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 
 

 
  pHو  EC حجم محیط باقیمانده، زانیمبر  های مختلف ساکارزغلظت ریتأثمیانگین  مقایسه -9شکل 

  (Echinacea purpurea) سرخارگل ینابجای ها ریشه( IBAدر لیتر گرم میلیحاوی یک  1/2MS) عیما کشت طیمح

Figure 9. Means comparison of sucrose different concentrations effects on remaining medium volume, EC, and 

pH of suspension culture medium (1/2MS containing 1 mg.L
-1

 IBA) of Echinacea purpurea adventitious roots 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 
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نشان داده شده است، اگرچه  3همانگونه که در جدول 
های مختلف ساکارز بر  اثر متقابل مدت زمان کشت و غلظت
 هایاثرداری نداشت،  صفات فيتوشيميايي تأثير معني

بر وزن تر ريشه نابجا، حجم محيط  %1دار آن در سطح  معني
که  طوری به ؛محيط کشت مشاهده شد pHو  ECباقيمانده، 

گرم در ليتر ساکارز در هفته چهارم کشت  60غلظت 
 ،بيشترين وزن تر ريشه نابجا را به خود اختصاص داد

های  های آب و يون بنابراين به علت جذب بيشتر مولکول
 pHو  ECدر محيط از حجم محيط باقيمانده، موجود 

 تری برخوردار بود. پايين

 
  و کل دیفلاونوئ)ب( محتوای ، کل فنول)الف( محتوای  برهای مختلف ساکارز مقایسه میانگین تأثیر غلظت -10 شکل

  1/2MS مایع کشتمحیط در  (Echinacea purpureaسرخارگل ) ینابجا یها ریشه یدانیاکس یآنت تیفعال )ج(

  IBAدر لیتر گرم میلیحاوی یک 

Figure 10. Means comparison of sucrose different concentrations effects on (A) total phenols content, (B) total 

flavonoids content, and (C) antioxidant activity of Echinacea purpurea adventitious roots in 1/2MS suspension 

culture medium containing 1 mg.L
-1

 IBA  

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 
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 pHو  EC حجم محیط باقیمانده، زانیم نابجا،ی ها ریشهوزن تر  بر مدت زمان کشت ×ساکارز اثر متقابل مقایسه میانگین  -3جدول 

 (Echinacea purpurea) سرخارگل ینابجا یها ریشه (IBAدر لیتر گرم میلیحاوی یک  1/2MS) عیماکشت  طیمح

Table 3. Means comparison of sucrose × culture duration interaction on adventitious roots fresh weight, 

remaining medium volume, EC, and pH of suspension culture medium (1/2MS containing 1 mg.L
-1

 IBA) of 

Echinacea purpurea adventitious roots 
Treatment [Week + 

Sucrose (g.L-1)] 

Adventitious roots fresh 

weight (g.L-1) 

Remaining medium 

volume (ml) 

Electrical conductivity 

(mS.cm-1) 

pH 

First week + 10 12.62 d-h 40 c-e 4.04 c 5.83 b-e 

First week + 20 16.41 c-h 40 c-e 3.84 cd 5.85 b-d 

First week + 30 14.94 c-h 42 b 4.04 c 5.93 b 

First week + 40 9.04 gh 39 d-g 3.98 c 5.57 f-h 

First week + 50 8.22 h 38.5 e-h 5.40 a 5.69 e-g 

First week + 60 10.00 e-h 39 d-g 5.14 ab 5.76 c-e 

Second week + 10 16.28 c-h 39.5 c-f 3.41 ef 5.82 b-e 

Second week + 20 23.60 c-e 38 f-h 3.12 f 5.81 b-e 

Second week + 30 26.00 b-d 39 d-g 3.34 ef 5.83 b-e 

Second week + 40 8.75 gh 40.5 b-d 3.93 c 5.86 b-d 

Second week + 50 12.84 d-h 39.5 c-f 4.93 b 5.45 hi 

Second week + 60 23.86 cd 38.5 e-h 5.15 ab 5.69 e-g 

Third week + 10 22.13 c-g 45 a 3.88 cd 5.25 kl 

Third week + 20 24.51 b-d 41 bc 3.42 ef 5.43 h-j 

Third week + 30 26.88 bc 38.5 e-h 4.00 c 5.91 bc 

Third week + 40 9.63 f-h 38.5 e-h 3.91 c 5.25 kl 

Third week + 50 13.66 c-h 37.5 gh 4.98 b 5.38 i-k 

Third week + 60 37.63 ab 37.5 gh 3.37 ef 5.37 i-k 

Fourth week + 10 23.24 c-f 39 d-g 3.52 de 5.71 d-f 

Fourth week + 20 20.98 c-h 40.5 b-d 3.53 de 5.74 de 

Fourth week + 30 25.61 b-d 39 d-g 3.34 ef 6.32 a 

Fourth week + 40 37.52 ab 38.5 e-h 3.28 ef 5.19 l 

Fourth week + 50 22.22 c-g 39 d-g 4.89 b 5.55 gh 

Fourth week + 60 49.32 a 37 h 2.22 g 5.29 j-l 
In each column, means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

 بحث
 یبرا ي و صنعتيشگاهيآزما طيدر شراکشت ريشه نابجا     
ثبات  ليبه دل ياهيگ ييايميمواد ش توده و زيست ديتول
 ترکيبات مؤثره پايدار ديو تول عيبالاتر، رشد سر يکيژنت

. اند شده يبررس ي و ريشه موئينسلول های نسبت به کشت
های ثانويه در  و به دنبال آن متابوليت ها ريشه ديقبل از تول

 زنمونه،ينوع ري از قبيل مختلف یفاکتورها تر، مقياس بزرگ
 ،ساکارز، های رشد گياهي کننده تنظيم، محيط کشتقدرت 

 شوند. نهيبه ديبا نسبت تلقيح، نوع و غلظت محرک
 یها ريشهاستفاده از  دهيکه از ا اند همنتشر شد ييها گزارش

 ياهيگ یها تيمتابول ی توليدبرا داريپا يعنوان روش به نابجا
 Panax گياه از آنها يکيکنند.  يم تيحما یبا ارزش تجار

ginseng  یبرا تيبا موفق نابجا یها ريشهاست که در آن 
 يصنعت اسيدر مق (Ginsenosides) ها سنوزيد جين ديتول

 .(Devi et al., 2021) ( استفاده شده استتريل 10000)
در اين پژوهش در قدم نخست اثر تيمارهای  ،ربدين منظو

های مختلف گياه  ی نابجا ريزنمونهها ريشههورموني بر تعداد 
E. purpurea  به منظور دستيابي به بهترين ترکيب از غلظت

اثر و پس از آن  گرديدهورمون مناسب و ريزنمونه بررسي 
های مختلف ساکارز و مدت زمان کشت بر صفات  غلظت

ريشه نابجا  مايعايي کشت يديناميکي و صفات فيتوشيم
 ارزيابي شد.

 در نظر گرفتن هر دو عامل تيبر اهم نتايج آزمايش اول
و اثر متقابل آنها هنگام  کننده رشد گياهي و ريزنمونه تنظيم

ی نابجا به منظور استقرار کشت ها ريشهی توليد ساز نهيبه
. بيشترين تعداد کند يم ديتأک ياهيگونه گ نيدر ا شهير مايع

در ليتر  گرم ميليريشه نابجا پس از استفاده از غلظت يک 
IBA .و ريزنمونه برگي اتفاق افتاد 
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از  ای درون شيشه طيتوان در شرا يرا م نابجا یها ريشه
ساقه، دمبرگ و  شه،يمختلف ازجمله برگ، ر یها زنمونهير

از  Panax ginseng ینابجا یها ريشهکرد.   کالوس القا
شده  جاديا هيکالوس اول توليدپس از  شهير یها زنمونهير

حال،  ني(. با اKim et al., 2003؛ Yu et al., 2000) است
برگ نسبت به  یها زنمونهي، رPanax vietnamensisدر 

 ريو تکث  از القا یلاتربا ميزان شه،يدمبرگ و ر یها زنمونهير
 Tam et؛ Trinh et al., 2012) دادندرا نشان  نابجا شهير

al., 2015عنوان  چه به شهيو ر ليپوکوتيه یها زنمونهي(. ر
 گياه ینابجا یها ريشه یدر القا ها مؤثرترين ريزنمونه

Glycine max گزارش شدند (Kim, 2017گزارش .) یها 
 یمنبع برا نيبرگ بهتر یها زنمونهيد که رنده يمتعدد نشان م

در  يستيز فعال باتيترک ديو تول نابجا یها ريشه یالقا
 ,.E. purpurea (Hahn et al مختلف ازجمله یها گونه

2008)، Hypericum perforatum (Cui et al., 2010)، 
Morinda citrifolia (Baque et al., 2010)، Withania 

somnifera (Praveen & Murthy, 2014) و Castilleja 

tenuiflora (Gómez-Aguirre et al., 2012) هستند .
 يهورمون باتيترک ريکه تأث گريد يدر پژوهش ن،يبر ا علاوه

سرخارگل  اهيگ در نابجا شهير ديرا بر تول زنمونهيو نوع ر
 شهير زانيم نيشترياست، مشخص شد که ب کرده يبررس

 ,.Murthy et al) است بوده يبرگ زنمونهينابجا مربوط به ر

 سرخارگلد که بافت برگ نده ينشان م . اين نتايج(2014
باشد که باعث  يخاص طيشرا ايعوامل  یممکن است حاو
 شود. يم نابجا شهير افزايش تشکيل

 های گونهاز  نابجا یها ريشه یالقا یها معمولاً برا نياکس
که به صورت  ييها هورمون .کنند يماستفاده  ييمهم دارو

های گياهي در محيط درون  به گياه و يا ريزنمونه زا برون
 یرهايو مس زيتما ندياتوانند فر يشوند م يداده مای  شيشه

مختلفي از القای  های گزارش کنند. کيرا تحر ييالقا
های رشد گياهي با منبع  کننده تنظيمی نابجا توسط ها ريشه

 Withania somnifera (Praveenمانند اکسيني در گياهاني 

& Murthy, 2014)، Periploca sepium (Yin et al., 

2013)، Prunella vulgaris (Fazal et al., 2014)، 

Plumbago indica (Jaisi et al., 2013)، Hypericum 

perforatum (Gaid et al., 2016) وOldenlandia 

umbellata (Krishnan & Siril, 2018 ) وجود دارد. با اين
 گياهي مورد استفاده رشد یها کننده ميتنظحال، نوع و غلظت 

مختلف متفاوت  یها گونه یبرا نابجا یها ريشه یالقا برای
ی ها طيمح( گزارش کردند که 2005و همکاران ) Gao .بود

 ليمنجر به تشک D-2,4 اضافه شده با هورمون اکسيني
توسعه  IBA دارای یها طيکه مح يدر حال ،دنشو يکالوس م

سرعت   Panax notoginseng دررا  ی نابجاها ريشه
 که گزارش کردندMurthy (2014 ) و Praveen .بخشند مي

IBA ی نابجاها ريشهی توسعه و نمو بالقوه برا نياکس کي 
و همکاران  Dohare .است  Withania somnifera در گياه

در  رای نابجا ها ريشه ليتعداد تشک نيشتريب( 2012)
و  IAA تريدر ل گرم ميلي يک یحاو MS یها طيمح
 حاوی يک MS های طيدر مح را ها ريشهطول  نيشتريب

 Plumbago zeylanica در گياه IBA تريدر ل گرم ميلي
 .E) بر روی گياه سرخارگل ای مطالعهدر ش کردند. گزار

purpurea )های رشد گياهي کننده از تنظيم IBA و NAA 
 گرم ميلي 5/1و  1، 8/0، 5/0، 1/0در پنج غلظت  يک هر
ه شد استفاده نابجا شهير جاديا یبرا يبرگ زنمونهيو ر تريل در

مربوط  ييزا شهير درصد نيشتريب که داد نشان جينتا و است
 بود يبرگ زنمونهير IBA تريدر ل گرم ميلي يکبه غلظت 

(Etminan Rafsanjani & Moeini, 2014). 

نتايج آزمايش دوم، مطالعات بسياری نشان در توافق با 
 رشد اعثب تواند مي تر يکه مدت زمان کشت طولان اند داده

های مختلف  گونه در وزن تر بالاتر و تجمع شهير بيشتر
 ,.E. purpurea (Jeong et alجنس سرخارگل از قبيل 

2009 ،)E. angustifolia (Wu et al., 2006 ؛Cui et al., 

 . با وجودشودE. pallida (Gao et al., 2018 )( و 2013
ی نابجا در ميزان ها ريشه، روند افزايشي محتوای وزن تر اين

که  طوری مشاهده نشده است، به ها ريشهوزن خشک 
گرم در ليتر در هفته  99/3بيشترين وزن خشک با ميزان 

 نيا یبرا ياحتمال حيتوض کدوم کشت ثبت شد. ي
ی ها کشت، کشت افزايش زماناست که با  نيا ،مشاهدات
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 راتييممکن است دچار تغ نابجا شهيرسلول يا اندام همانند 
تواند منجر  يم راتييتغ نيشوند. ا يکيمتابول اي يکيولوژيزيف

 یو رشد، به جا آب جهت منابع به سمت جذب رييبه تغ
 يممکن است برخ نيتوده شود. همچن ستيتجمع ز

 ايطول سلول  شيمانند افزا ،يکيمتابول یندهايافر
وزن تازه و کاهش  شياحتباس آب، به افزا یهاسازوکار

 تواند يکاهش وزن خشک م کمک کنند. يوزن خشک کل
های  ی و متابوليتساختار یدهنده کاهش تجمع اجزا نشان
ي و لسلو یها وارهيو د ها نيپروتئ ها، دراتيمانند کربوه ،اوليه

در های ثانويه  يتبيوسنتز متابولتغيير مسير متابوليکي برای 
 ,.Andi et al؛ Murthy et al., 2014) باشد نابجا یها ريشه

ی ها ريشهرابطه معکوس بين افزايش وزن خشک  .(2018
نابجا در هفته دوم و کاهش محتوای فنول کل، فلاونوئيد کل 

 است. اکسيداني در همين هفته مشاهده شده و فعاليت آنتي
محيط کشت  pHو  ECبا افزايش زمان کشت ميزان 

 شيتوان به افزا يرا م pHو  ECکاهش در  نياکاهش يافت. 
 یها ريشهتوسط  ی موجود در محيط کشتمواد مغذ بجذ

در حال رشد در طول زمان نسبت داد که منجر به غلظت 
اين همانطور که در  شود. يم طيها در مح ونيها و  کمتر نمک

وزن تر با  EC(، 6و  5های  مطالعه مشاهده شده است )شکل
 ليمعکوس دارد که احتمالاً به دل يهمبستگ ی نابجاها ريشه

 ,.Gao et alباشد ) ها مي سلولتوسط  يمعدن یها ونيجذب 

با افزايش مدت  pHو  ECنتايج مشابهي از کاهش  .(2018
 Oplopanax درترتيب در کشت ريشه نابجا  زمان کشت به

elatus (Jiang et al., 2015 و کشت )سلولي مايع Vitis 

vinifera (Andi et al., 2019 .گزارش شده است )Gao  و
روز از  50را در طي  ECدار  ( کاهش معني2018همکاران )

در بيوراکتور مشاهده  E. pallida در کشت ريشه نابجا
 ديبر تول يتوجه قابل ريکشت تأث کردند. افزايش زمان

 یها ريشه مرتبط در يدانياکس يآنت تيفعالفلاونوئيد کل و 
، ميزان فنول کل تحت تأثير اين با وجود نداشته است. نابجا
کلي و در  طور دار دوره کشت قرار گرفته است. به معني

محتوای  E. purpureaتوافق با مطالعات قبلي بر روی 
ی نابجا با افزايش مدت زمان کشت ها ريشهترکيبات فنولي 

(. به نظر Jeong et al., 2009افزايش پيدا کرده است )
 یگريعوامل درسد که در کنار فاکتور مدت زمان کشت  مي

ها برای  ي و انتخاب بهترين ژنوتيپکيتنوع ژنتبررسي مانند 
 ها محرکبه  ازين ايکشت،  طيشرا ،کشت ريشه نابجااستقرار 

 ديتول شيافزا یخاص ممکن است برا یزا عوامل استرس اي
بيشترين ميزان فنول و  د.نباش ازيفعال مورد ن ستيز باتيترک

گاليک اسيد  گرم ميلي 6/56ترتيب با مقادير  فلاونوئيد کل به
کوئرستين در هر  گرم ميلي 9/389در هر گرم وزن خشک و 

گيری شد.  گرم وزن خشک در هفته چهارم رشد اندازه
مشابهي از حداکثر مقدار توليد ترکيبات فنول  های گزارش

 مايعپنج هفته در کشت  تاکل و فلاونوئيد کل پس از چهار 
وجود  Echinaceaهای مختلف جنس  گونه ینابجاريشه 
 ,.Gao et al؛ Cui et al., 2013؛ Jeong et al., 2009دارد )

2018.) 
 ساز کربن در شيو پ یمنبع انرژ کيعنوان  ساکارز به

تواند رشد و عملکرد  مي کشت بافت، سلول و اندام گياهي
 ,.Gould et alتحت تأثير قرار دهد )های ثانويه را  متابوليت

1981.) 
Karataş (2023 )مطالعه، اين های  در توافق با يافته

 Ocimum در گزارش کرد که در کشت ريشه نابجا

basilicum  ی نابجا با افزايش ها ريشهمحتوای وزن تر
داری کاهش پيدا  طور معني به %5تا  %2غلظت ساکارز از 

 %7 غلظت با وزن تازهتجمع  شيافزا، اين کند. با وجود مي
 E. angustifolia در نابجا شهير مايعساکارز در کشت 

(Wu et al., 2006 و با )در  آن %5Panax ginseng (Yu 

et al., 2000)  نشان  جينتا ني. اه استگزارش شدنيز
رشد  یکشت برا طيساکارز در مح هيد که غلظت اولنده يم

ي اهيگ یها آن به گونه ريمهم است و تأث اهيگ ی نابجاها ريشه
 شهيوزن خشک ر .اردد يبستگ از آنها خاص های و ژنوتيپ

تا  باشد تری نسبت به وزن تر ريشه مي کننده که فاکتور تعيين
پيدا کرده و  شيافزا (%3تا  %1ي از ساکارز )از نيغلظت مع

کلي روند  طور به غلظت ساکارزبا افزايش  پس از آن
در ريشه نابجا  مايعدر کشت  .دهد خود نشان ميکاهشي از 

Ocimum basilicum (Karataş, 2023 ،)Podophyllum 
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hexandrum (Rajesh et al., 2014 ،)Hypericum 

perforatum (Cui et al., 2010a و کشت ريشه موئين )
Withania somnifera (Sivanandhan et al., 2012 )

بالاترين وزن  %2و  3، 2، 3های ساکارز  ترتيب غلظت به
از کاهش رشد حکايت ها  خشک را توليد کردند. يافته

 ممکن که داردهای نسبتاً بالاتر ساکارز  توده در غلظت زيست
کشت  یها ريشهنسبتاً بالاتر در  یفشار اسمز لدلي به است
 Cui etدر اين شرايط و جذب مواد مغذی کمتر باشد ) شده

al., 2010b ؛Baque et al., 2014). 

به  و حجم محيط باقيمانده EC ،pHتغييرات مقادير 
مطابقت  ی نابجاها ريشهتوده  ستيز رييتغ جهيبا نت يخوب

 یازهايکننده رشد و ن کشت منعکس طيدر مح EC داشت.
های کمتر  در غلظت ECکشت است. کاهش ارزش  یا هيتغذ

توسط  يمعدن یها ونيجذب دليل احتمالاً به  ساکارز
 Hahlbrock) باشد ميدر طول مدت کشت  ياهيگ های سلول

& Kuhlen, 1972ي معکوسبه همبستگ با توجه ن،ي(. بنابرا 
توده کشت را  ستيتوده، تجمع ز ستيو ز طيمح EC نيب
 ECاز الکترود  ECتوان به سرعت با خواندن مقدار  يم

 نترلک یکه برا روراکتويب های توليد انبوه در ستميمتصل به س
است، بدست  یکاربرد اريبس يصنعت ديتول توده در ستيز

 .(Gao et al., 2018) آورد
های  های بالاتر ساکارز محتوای متابوليت در غلظت

و همکاران  Baqueفنولي روند کاهشي از خود نشان داد. 
ساکارز اضافه شده به  %1( گزارش کردند که غلظت 2012)

 Mirindaگياه  یی نابجاها ريشهمحيط کشت حاوی 

citrifloia ميزان ترکيبات فنولي، فلاونوئيدی و مشتقات ،
داری افزايش  طور معني ( را بهAnthraquinoneآنتراکينون )

های بالاتر ساکارز سبب کاهش محتوای اين  داد و غلظت
 %2ی نابجای تيمار شده با غلظت ها ريشهترکيبات شدند. 

ن ، بالاتريOcimum basilicumگياه  مايعساکارز در کشت 
مقادير از رزمارينيک اسيد، فنول کل و فلاونوئيد کل را توليد 

(. نتايج مشابهي از تأثير بهينه غلظت Karataş, 2023کردند )
مايع ( بر محتوای ترکيبات فنولي در کشت %3کمتر ساکارز )
 & Anchusa officinalis (De-Eknamkulسلولي گياه 

Ellis, 1985 و کشت کالوس )Satureja hortensis (Tepe 

& Sökmen, 2007که اند نشان داده ها ( مشاهده شد. بررسي 
 بيوسنتز توده و محتوای زيست بر ساکارز هيغلظت اول تأثير
مختلف  یها گونهتواند در بين  مي ثانويه یها تيمتابول

که  افتنديدر (1996) و همکاران Zhong. باشدمتفاوت 
 مايعدر کشت  نيانيآنتوس ديتول یساکارز برا 5/4%

است.  غلظت نيبهتر ،Perilla frutescens ی گياهها سلول
ساکارز بالاتر از  هيغلظت اول شيگزارش شده است که افزا

و  نيساپون یمحتوا شيباعث افزا %3يا  %2 سطح نرمال
 Panax ginseng (Zhang etي در کشت سلول ديساکار يپل

al., 1996) باعث  %5از . غلظت ساکارز بالاتر شود مي
 کيکلروژن ديو اس دهاي، فلاونوئها فنولتجمع  شيافزا

(Chlorogenic acid)  نابجای گياه  شهير مايعدر کشتE. 

angustifolia (Wu et al., 2006) ي گياهنيجن و کشت 
Eleutherococcus sessiliflorus (Shohael et al., 2006 )

ح سط کيغلظت ساکارز به  هنگامي که ن،يبنابرا .شده است
 شيرا افزا طيمح یقدرت اسمز، ابدي يم شيافزا نهيبه
 یها تيمتابولتجمع  شيمنجر به افزا تواند يم که دهد يم

بگذارد، اما  ريتأث شهيرشد ر یرو نکهيبدون ا شود ثانويه
 هشد یحالت شوک اسمز کيمنجر به  نهيفراتر از سطح به

را مهار کند  ها تيمتابول ديو تول شهيکه ممکن است رشد ر
(Deepthi & Satheeshkumar, 2017.)  در رابطه با فعاليت

 Mirindaی نابجای کشت شده گياه ها ريشهاکسيداني،  آنتي

citrifloia تر ساکارز، فعاليت مهار  های پايين در غلظت
 Baqueبالاتری از خود نشان دادند ) DPPHراديکال آزاد 

et al., 2012 ؛Baque et al., 2014 .)تيحداکثر فعال 
در  Prunella vulgaris يسلول مايعدر کشت  اکسيداني آنتي

 Fazal et) ساکارز بدست آمد تريگرم در ل 25تا  20غلظت 

al., 2016).  در کشت ريشه نابجایOcimum basilicum 
های مختلف ساکارز، بالاترين فعاليت  تيمار شده با غلظت

و  DPPH ،ABTSهای مختلف  اکسيداني به روش آنتي
FRAP ( 2در کمترين غلظت ساکارز مورد استفاده% )
اين های  (. مقايسه يافتهKarataş, 2023گيری شد ) اندازه

که اثر غلظت ساکارز بر دهد  مطالعه با منابع ديگر نشان مي
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 بيبراساس نوع ترک های ثانويه تيمتابول یرشد و محتوا
 لاينروش کشت و  های مختلف، ژنوتيپ ،ياهيگونه گ ،هدف
 .(Li et al., 2016باشد )متفاوت  تواند ي ميسلول

توده و  ستيدر تجمع ز يتوجه قابل های يافته جه،يدر نت
های  غلظت با هيدر پاسخ به تغذ ترکيبات فنولي ديتول

 .E یدر طي چهار هفته کشت ريشه نابجاساکارز  متفاوت

purpurea  .طيکه مح شود يم شنهاديپبنابراين مشاهده شد 
MS تريدر ل گرم ميلي يکبا  شده تيتقو IBA  و ريزنمونه

ی نابجا ها ريشهترين پارامترها به منظور توليد  برگ مناسب
 IBAغلظت مشابه  یحاو یها طيمح. هستندبا حداکثر رشد 

تر ساکارز بهترين نتايج را در رابطه  های پايين غلظت همراه با
فعاليت توده، توليد ترکيبات فنولي و  با تجمع زيست

که بالاترين تجمع  طوری اکسيداني نشان دادند، به آنتي
توده و محتوای فنول کل، بيشترين مقدار از محتوای  زيست

ترتيب  فلاونوئيد کل و بالاترين درصد مهار راديکال آزاد به
ساکارز در هفته چهارم  درصد 1و  2، 3های  در غلظت

با  سهيقادر م نابجا  شهير  کشتگيری شدند.  کشت اندازه
شود،  ريتکث یبا سرعت رشد بالاتر تواند يم مزرعه اهانيگ

و قابل انجام  است دارتريپا يسلول مايع  با کشت سهيدر مقا
 Asadi-Sanam .باشد مي توليد انبوهبه منظور  مطالعاتبرای 

اند که در شرايط مزرعه، تراکم  ( نشان داده2016و همکاران )
تواند عملکرد  ميزا  تنشعنوان يک عامل  بالای بوته به

های ثانويه گياه سرخارگل را افزايش دهد، همانند  متابوليت
های  مطالعه از نقش ساکارز در غلظتاين آنچه که در 

 عنوان يک عامل استرس مشاهده شد. با وجود هبتر  پايين
گاليک اسيد در هر  گرم ميلي 8/30، محتوای فنول کل )اين

کوئرستين  گرم ميلي 6/6) گرم وزن خشک(، فلاونوئيد کل
%( 84/0اکسيداني ) در هر گرم وزن خشک( و فعاليت آنتي

های اين پژوهش بود که  در مطالعه آنها بسيار کمتر از يافته
ی نابجا ها ريشهتواند اهميت بالای تحقيق در زمينه توليد  مي

در گياه دارويي سرخارگل و ديگر گياهان دارويي با اندام 
ی نابجای ها ريشهکار سازد. علاوه بر اين، مؤثره ريشه را آش

ی مويين که ترکيبات اپين توليد ها ريشهتوليد شده به نسبت 
 نيبا در نظر گرفتن ا .ندکنند از ايمني بالاتری برخوردار مي

برای  تواند ما را به سمت نتايج مطالعه مياين نتايج  عوامل،
بالاتر ترکيبات فنولي  تجمع و توده بالای ريشه توليد زيست

مشتقات کافئيک اسيد در اين گياه ارزشمند دارويي  ويژه به
 E. purpurea ینابجا شهيکه کشت ر يياز آنجا سوق دهد.

ترکيبات  ديتول یبالقوه برا نيگزيمنبع جا کيعنوان  به
در  ديتول د،نشو يم ييشناسابدن  دهنده سيستم ايمني افزايش

در  بيشترس از مطالعات پ توان يرا م انبوه اسيمق
 .کسب کردمناسب  وراکتوريب یها ستميس

 

 سپاسگزاری
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