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  چكيده

زايي سوماتيكي در گياه وشا، به عنوان روشي موثر در تكثير گياهاني  رويان بافت شناختي مراحل بررسي و تاييد تحقيقهدف از اين  :هدف
 .هاي كشت بافت بود كه با محدوديت كشت مواجه هستند، به كمك روش

هـاي مختلـف    حاوي غلظـت  )Murashige and Skoog(موراشيگ و اسكوگ هاي مختلف بر روي محيط كشت  نمونه ريز :ها مواد و روش
ي پس از هاي سوماتيك مراحل مختلف نموي رويان. زا بررسي شد هاي رويان توليد كالوس هفته، 8پس از . قرار گرفتند اكسين و سيتوكينين

  .شناسي بررسي شد بافت  روشبا استفاده از  ها و ز كالوسا توميهاي ميكرو برش تهيه

هورمون اكسـين بـه طـور    . هاي رويان زا شدند موفق به تشكيل كالوس بذريهاي  هاي مختلف مورد بررسي، رويان از ميان ريز نمونه :نتايج
گـرم بـر    ميلي 1زا مربوط به محيط موراشيگ اسكوگ حاوي  هاي رويان بيشترين ميزان توليد كالوس. موثر ميزان رويان زايي را افزايش داد

مقـاطع  بـا  . بـود  )N6-Benzyladenine( نزيل آدنينب گرم بر ليتر ميلي 5/0 و) α-Naphthaleneacetic acid(نفتالين استيك اسيد  ليتر
هاي سوماتيك شامل مرحله پيش روياني، رويان كروي، رويان قلبي شكل، رويان اژدري  مراحل مختلف رشدي رويان ،ها گرفته شده از نمونه

  .اي مشاهده شدند و رويان لپه

شرايط آزمايشگاهي و با استفاده از رويان بذري اين گياه امكـان پـذير    دررويان زايي سوماتيكي در گياه وشا بر اساس نتايج،  :گيري هنتيج
 .وجود مراحل مختلف روياني را تاييد نمودهاي رويان زا،  كالوس شناسي هاي بافت و بررسي است

  سيشنا زايي سوماتيكي، بافت وشا، رويان :واژگان كليدي
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  مقدمه
زايي سوماتيكي عبارت از تشكيل رويان از سلول غيرجنسي  رويان

در شرايط آزمايشگاهي است كه مشابه با رويان بذري قادر به نمو 
يـك  ). 2و1( كنـد  و به صورت گياهچه كامل نمـو پيـدا مـي    بوده

 بذري زايي شبيه يك رويان  رويان سوماتيكي از نظر فرآيند رويان
 هبه عنوان يك مدل بـراي مطالع ـ  زايي سوماتيكي از رويان. است

رويان زايـي سـوماتيكي   . نيز استفاده شده است بذريرويان زايي 
ايجاد پيش رويـان،  : مختلفشامل مراحل  بذرينظير رويان زايي 

 اسـت اي  اژدري و لپـه  نرويان گويچه اي، رويان قلبي شكل، رويا
 مطالعه درباره رويان .)4و3( دهد كه از مسيري غيرجنسي رخ مي

رويـان  . هاي علمي و كـاربردي زيـادي دارد   زايي سوماتيكي جنبه
به دليل امكان توليد بيشتر و تكثير مـداوم تـوده    سوماتيكيزايي 
و در برخي موارد به ) 5(زا، روشي مناسب براي تكثير است  رويان

دليل فراهم نمـودن امكـان تكثيـر انبـوه گياهـان بـا اسـتفاده از        
هاي تكثيـر غيرجنسـي برتـري     ر روشها، نسبت به  ساي بيوراكتور

  .)6(دارد 
از   D.  Dorema ammoniacumبا نام علمي) كندل( وشا گياه

 در كـه  اسـت  دارويـي و صـنعتي   گونه يك  Apiaceaeخانواده 

هايي  در درمان بيماريرويد و  يم ايران جمله از و مركزي آسياي
هـاي ريـوي و آلـرژي     نظير برانشيت مزمن، تنگي نفس بيمـاري 

همچنـين داراي خـواص محـرك،    اين گيـاه  . تنفسي كاربرد دارد
قاعده آور، خلط آور، ضدتشـنج، ضـدميكروب و ضداكسيداسـيون    

و  رويـه  بـي  اسـتفاده  علت به اخير هاي سال در ).8و7( مي باشد
تخريـب   كشـور  گيـاه در  هاي اين رويشگاههاي نامناسب،  برداشت

گيـاه   .)9(اسـت   گرفتـه گياه در معرض خطر انقراض قرار  وشده 
شود اما تكثير ايـن گيـاه    وشا به طور مرسوم توسط بذر تكثير مي

هـدف  ). 10(به دليل وجود خواب بذر با محدوديت مواجه اسـت  
 ـ  اين تحقيق يافتن . ودروشي سريع براي ريز از ديادي اين گيـاه ب

روشـي اسـت كـه    ي زايـي سـوماتيك   ريز ازديادي از طريق رويان
طور گسترده براي كوتاه كردن چرخه جنسي و غلبـه    تواند به مي

  ).11(بر مشكلات مربوط به بذر به كار رود 
  

  ها مواد و روش
رويشگاه طبيعي آن، استان فارس، شهرستان  ازوشا  بذرهاي گياه

به مدت يك دقيقه  ضدعفوني، منظور به .شدند آباده، جمع آوري
بـار بـا آب مقطـر     3قـرار گرفتنـد و سـپس     درصد 70در اتانول 

 15پـس از آن بـه مـدت    . استريل به خوبي شستشو داده شـدند 
قـرار گرفتـه و در    درصـد  5/2سديم  دقيقه درمحلول هيپوكلريت

 آثار محلـول  تمامي تا شدند مقطر، سه بار، شستشو آب نهايت با

ضدعفوني تحت شـرايط اسـتريل و   . برود بين از ضدعفوني كننده
بذرها به دو صـورت مـورد اسـتفاده قـرار      .هود صورت گرفتزير 

 پتـري  در گروه اول بذرها مستقيما جهت جوانه زنـي بـه  : گرفتند
منتقـل  ) موراشـيگ اسـكوگ  ( MS4/1 هاي حـاوي محـيط   ديش
چه هاي فوق جهت بررسـي   و ريز نمونه هاي حاصل از گياه شدند

در گروه دوم براي توليـد  . توليد كالوس مورد استفاده قرار گرفتند
ــذري،   ــان ب ــالوس از روي ــدادي مســتقيم ك ــذرهاتع ــس از  از ب پ

 درجـه  4ضدعفوني سـطحي، در آب مقطـر اسـتريل و در دمـاي     
روز بذرها كمي متورم شـده   5-7بعد از . قرار گرفتند سانتي گراد

فـوق   يدر شرايط استريل، رويـان هـا از بـذرها   و در اين مرحله، 
چه، هيپوكوتيل  ريشه( هاي مختلف ز قسمتا. بيرون آورده شدند

بذري   هاي حاصله و همچنين از رويان چه هاي گياه )و كوتيلدون
ريـز       .، به عنوان ريـز نمونـه اسـتفاده شـد    هاخارج شده از بذر

گـرم بـر ليتـر     30حاوي  MSهاي با پايه  بر روي محيطها  نمونه
-NAA )αهـاي   هورمـون  گرم بر ليتر آگار به همراه  7و ز اكارس

Naphthaleneacetic acid ( ميلي گرم در  2تا  0هاي  غلظتبا
ــر، و  ــا  0هــاي  در غلظــت) BA )N6-Benzyladenineليت  4ت

منظـور  بـه  هفتـه،   چهـار پس از . ميلي گرم در ليتر، كشت شدند
هـاي   ها بر روي محـيط  واكشت نمونهاولين  ،تجديد عناصر غذايي
ها به محـيط   واكشت دوم نمونه هفته بعد، دو. قبلي صورت گرفت

 ،در مراحـل مختلـف  . انجـام شـد   مشابه ولي فاقد هورمونكشت 
 5/1گـراد و فشـار    درجه سانتي 121محيط هاي كشت در دماي 

 25ها در دماي  دقيقه اتوكلاو شدند و كشت 15اتمسفر به مدت 
ساعت روشنايي در اتـاق رشـد    16گراد و در شرايط  يدرجه سانت

 طراحـي  ش در قالب طـرح كـاملا تصـادفي   يآزما .نگهداري شدند
براي هر تيمار، سه تكرار و پنج ريـز نمونـه در هـر تكـرار در     . شد

و  SASهاي آماري با استفاده از نرم افـزار   تجزيه. نظر گرفته شد
 احتمال در سطح دانكن وبا استفاده از آزمون  ها ميانگين همقايس

استفاده  Excelدر رسم نمودار از نرم افزار . انجام گرفت درصد 5
  .شد

كـروي،  (مراحل مختلـف رويـاني    ،هاي ايجاد شده كالوس بررسي
هـا در   و مورفولـوژي ظـاهري رويـان   ) قلبي، اژدري و كوتيلـدوني 

 صورت گرفت ZEISSمدل  استريوميكروسكپ توسط ،ها كالوس

روند رويان زايـي   تشخيصبررسي و  ه منظورب ).د-، الف1 شكل(
، به اين صـورت كـه   انجام شدشناسي  سوماتيكي، مطالعات بافت

ساعت در محلول تثبيت كننده  24هاي رويان زا به مدت  كالوس
FAA ) ترتيـب بـا   به درصد 100فرمالدئيد، استيك اسيد، اتانول 
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پس از شستشو، بـا درجـات    .قرار داده شدند) 17:1:2هاي  نسبت
اشـباع سـازي بـه    شدند و در آخر گيري  رو به افزايش اتانول آب

پارافين و سـپس پـارافين خـالص صـورت      -كمك مخلوط تولوئن
گيـري شـدند و بـا اسـتفاده از      ها در پـارافين قالـب   نمونه. گرفت

تهيـه   بافـت هـا  متـري از   ميكرو 7-8هاي  دستگاه ميكروتوم برش
اي چسبانيده شده و از تولوئن  هاي شيشه وي لامها بر ر برش. شد

پـس از زدودن پـارافين، از   . به عنوان حلال پارافين استفاده شـد 

هـا اسـتفاده شـد     آميزي نمونه ائوزين براي رنگ –هماتوكسيلين 
 ZEISSوسيله ميكروسكوپ نـوري مـدل    به پس لام هاو س) 12(

هـاي   انروي ـ. هاي مناسب عكـس بـرداري شـد    مشاهده و از نمونه
از ) متــر ميلــي 3طــول بيشــتر از (كوتيلــدوني بــا رشــد مناســب 

 MS2/1زني بر روي محيط  ها جدا شده و به منظور جوانه كالوس
  .بدون هورمون قرار گرفتند

  

  
حروف غير يكسان نشان دهنـده تفـاوت   ( هاي مختلف هورموني در محيط بذري زا حاصل از ريز نمونه رويان كالوس رويان) قطر(متوسط اندازه   :1شكل 

  .)انحراف معيار سه تكرار است ±درصد بر طبق آزمون دانكن است و هر داده معرف ميانگين  5معني دار بين تيمارها در سطح احتمال 
  

  نتايج

 هـاي  از ريـز نمونـه   حاصـل  هـاي   هفته پس از كشـت، كـالوس   8
)Explants(     مختلــف در محــيط كشــت پايــهMS  محتــوي

بـا  ، هاي بنزيـل آمينـو پـورين و نفتـالين اسـتيك اسـيد       هورمون
. استفاده از استريوميكروسكپ مورد مطالعه و ارزيابي قرار گرفتند

هـاي   زا تنهـا از ريـز نمونـه    هاي رويـان  نتايج نشان داد كه كالوس
بيشترين ميزان كـالوس  . ندبه وجود آمد حاصل از رويان زيگوتي،

يك ميلي گـرم بـر    و  BA  ميلي گرم بر ليتر 5/0تيمار  درزايي 
افـزايش   بـا  همچنين مشـاهده شـد كـه   . بدست آمد NAAليتر 

زا  ميــزان كــالوس رويــان )BA در غلظــت ثابــت( NAA غلظــت
 غلظـت افـزايش  ، NAAبر عكس در غلظت ثابت و افزايش يافت 

BA گرديـد  هـاي رويـان زا    كـالوس  متوسـط  قطـر  كاهش سبب
هاي سـوماتيك   تشكيل رويان حدود چهار هفتهپس از ). 1شكل (

هـا بـر    كالوس پس از واكشت .بود مشاهدهها قابل  بر روي كالوس
هـاي رشـد، مراحـل بلـوغ      بدون تنظـيم كننـده   MSروي محيط 

 شكل .ها به ميزان بيشتري مشاهده شدند ها بر روي كالوس رويان
روي  هاي سـوماتيك را بـر   ، مراحل مختلف رشدي روياند -الف 2

هـاي كوتيلـدوني بـا     رويـان . دهـد  زا نشـان مـي   هاي رويان كالوس
توانايي تشكيل بـرگ  ) MS2/1(قرارگيري بر روي محيط مناسب 

  .)ه2شكل (چه را داشتند  و ريشه و تبديل به گياه

زايـي سـوماتيكي را    مراحل مختلف رويان ،مطالعات بافت شناسي
از هاي گرفته شـده   مراحل مختلف روياني در مقطع .تاييد نمودند

اين مراحل عبـارت بودنـد    كه قابل مشاهده بود زا هاي رويان توده
مرحله پـيش رويـاني، مرحلـه كـروي، قلبـي شـكل، اژدري و        :از

هــاي  شــباهت مراحــل نمــوي رويــان اشــكال فــوق .كوتيلــدوني
  . دادند زايي بذري در گياه نشان مي اتيكي را با رويانسوم

 يهاي سلول) هاي روياني در مقايسه با سلول(هاي غيرروياني  سلول
هـا   هاي كوچك بودند كه تراكم سيتوپلاسـم در آن  با هستهبزرگ 

هـايي   زا سـلول  هاي رويـان  ، در مقابل، سلول)الف3شكل (كم بود 
و سيتوپلاسم متراكم بودنـد   بزرگ  هم فشرده، كوچك با هسته به
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زا، نـواحي بـا فعاليـت     هاي رويـان  در حاشيه كالوس). ب3شكل (
مريستمي قابل رويت بودند كه در اين نواحي تقسـيمات متـوالي   

). ج3شـكل (شـوند   هـاي سـوماتيكي مـي    منجر به تشكيل رويـان 
هـم فشـرده    هاي كوچـك بـه   ها، سلول هاي روياني در برش سلول

شديدا رنگ آميزي شده و حجم بـالاي   آنها مبودند كه سيتوپلاس
بـا   تواننـد  مـي هاي كوچك  اين سلول .مشخص بوددر آنها هسته 

هـاي سـوماتيك    ادامه تقسيمات سلولي، منجر به تشـكيل رويـان  
ــد شــوند  ــان). د3شــكل (جدي ــروي از ســلول  روي ــاي ك ــاي  ه ه

سـاختار نگهدارنـده    توسـط  ه وزا تشـكيل شـد   هاي رويان كالوس
). الـف 4شـكل  (هاي زيرين متصـل بودنـد    به سلول) سوسپانسور(

). الـف 2شـكل  (هاي كروي سطحي بـراق و صـاف داشـتند     رويان
بـا  . ها به راحتي قابـل جـدا شـدن از بافـت كـالوس بودنـد       رويان

هاي كروي به تدريج  ها، رويان تقسيمات سلولي در دو قطب رويان
. نـد و به سمت دو قطبي شـدن رفت  كردهشروع به  كشيده شدن 

ها ظاهري قلبي  ها تشكيل و رويان ساختار اوليه لپه به اين ترتيب
قلبي و   مرحله ابتدايي تري از رويان ب4شكل . شكل پيدا كردند

مرحله پيشرفته تـري ازسـاختار قلبـي شـكل را نشـان       ج4شكل 
پس . در اين مرحله نيز ساختار نگهدارنده قابل رويت بود .دهد مي

هـا   دري شكل مشاهده شد كه كوتيلـدون از اين مرحله ساختار اژ
همچنـان  ) سوسپانسور(رشد بيشتري داشته و ساختار نگهدارنده 

تقسيمات متوالي در دو قطـب رويـان   ). د4شكل (قابل رويت بود 
هـا بـه صـورت     ها و در نهايت ظهـور رويـان   منجر به توسعه رويان

رشد  ها ها لپه بالغ شدند كه در آن) كوتيلدوني(اي  هاي لپه رويان
ــتند  ــل داش ــكل (كام ــدي در  ). ه4ش ــتجات آون ــدريج دس ــه ت ب

هاي كوتيلدوني تشكيل شده و در انتهاي ريشه نيز تشـكيل   رويان
با رشد  هاي بالغ رويان). و4شكل (كلاهك ريشه قابل ديدن است 

هاي مادري جدا و روي محيط جوانـه زنـي قـرار     از سلول مناسب
  . )ه2شكل (داده شدند و برگ و ريشه توليد نمودند 

  

  

مرحله قلبي شـكل   )ب). متر ميلي 4/0= خط نشانه(مرحله كروي ) الف. هاي سوماتيك گياه وشا مراحل نموي رويان يمشاهده استريوميكروسكپ: 2شكل 
 گياه) ه). متر ميلي 5/0= خط نشانه(اي  رويان لپه) د). متر ميلي 6/0= نشانهخط (رويان اژدري ) ج). متر ميلي 6/0= خط نشانه(همراه با ساختار نگهدارنده 

 .)متر سانتي 1= خط نشانه(چه حاصل از رويان سوماتيكي 
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 50= نشـانه خـط  (، هسته كوچك و تراكم پـايين سيتوپلاسـم   تر هاي غيرروياني با اندازه بزرگ سلول) الف. هاي روياني و غيرروياني مقاطع سلول: 3شكل 
شـكيل  تحـال   منطقـه فعـال مريسـتمي در   ) ج). متـر  ميكرو 20= خط نشانه(هاي روياني با هسته بزرگ و تراكم بالاي سيتوپلاسم  سلول) ب .)متر ميكرو
خـط  (يـاني  هـاي رو  دو رويان سوماتيك در حال تشكيل، در پي تقسـيمات متـوالي سـلول   ) د .)متر ميكرو 500= خط نشانه( )فلش( هاي سوماتيك رويان
  .)متر ميكرو 200= نشانه

  

  
 400= خـط نشـانه  ) (S،سوسپانسـور (رويان كروي به همراه ساختار نگهدارنده ) الف .مقاطع تهيه شده از مراحل مختلف تكوين رويان سوماتيك: 4شكل 
رويـان  ) ج). متـر  ميكرو 400= خط نشانه( )فلش( اي هاي در حال تقسيم در قطب لپه تكوين رويان قلبي شكل با سلول تر مراحل ابتدايي) ب). متر ميكرو

رويان بـالغ  ) ه). متر ميكرو 400= خط نشانه(رويان اژدري متصل به بافت زيرين ) د). متر ميكرو 400= خط نشانه(شكل بدون اتصال به بافت زمينه ي قلب
كلاهـك ريشـه را    2فلـش   دستجات آوندي و  1 اي كه در آن فلشمقطعي از رويان لپه ) و). متر ميكرو 500= خط نشانه(در مراحل ابتدايي تر ) لپه اي(

  ).متر ميكرو 500= خط نشانه(دهد  نشان مي
  

 

  بحث 
هـاي مختلـف هورمـوني بـر      اثر نوع بافت و غلظتدر اين مطالعه 

اگرچه . مورد مطالعه قرار گرفت گياه وشااز  زايي سوماتيكي رويان
هاي گياه حاوي تمام اطلاعات ژنتيكي لازم بـراي بـه    ه سلولهم

، اما نتايج نشان داد كه )13(وجود آوردن يك گياه كامل هستند 
زا توانـايي   هـاي رويـان   هاي مختلف براي توليـد كـالوس   ريز نمونه

هاي  توان به سطح هورمون علت اين مسئله را مي .يكساني ندارند
هاي درون زا  سطح هورمون و اينكه ها نسبت داد دروني ريز نمونه



 انو همكار خديجه قاسميان                           ...                           گياه وشا درحاصل از رويان بذري مراحل رويان زايي سوماتيكي  

  1391 بهار، 1، شماره 3جلد ، )پژوهشي  -علمي( مجله سلول و بافت                                                                                                                    26

گزارشـات  ). 14( ها مـرتبط اسـت   زايي ريز نمونه با استعداد رويان
در گياه رازيانه و هويج نيـز ماننـد گيـاه وشـا     كه  داده استنشان 

رويان زايي سـوماتيكي در مرحلـه القـاي كـالوس رخ داده اسـت      
 حضور اكسين عامل مـوثري بر اساس نتايج پژوهش حاضر، ). 15(

هاي رويان زا و توليد رويان است كه اين نتيجه با  بر توليد كالوس
زايي گياهان هويج، گلپـر و   گزارشات پيشين در مورد نحوه رويان

نتايج در مطالعه حاضر نشـان  ). 18و 16،17(خواني دارد  زيره هم
تحت تاثير سيتوكينين قرار ندارد كـه   تنها كه تشكيل كالوس داد

زارشات در مورد گيـاه آنغـوزه مشـابه اسـت     اين نتيجه با برخي گ
بـه  ) ميلي گرم بـر ليتـر   5/0(حضور مقدار كم سيتوكينين ). 19(

اكثر  ، حد)گرم بر ليتر ميلي 2-1(هاي بالاي اكسين  همراه غلظت 
هـا   سلول. )1شكل ( هاي رويان زا را به دنبال داشت توليد كالوس

بـراي فعـال    ها گياهي به ويژه اكسـين و سـيتوكينين   هورمونبه 
نيازمندنـد  ي هاي سوماتيك و ورود بـه چرخـه سـلول    شدن سلول

هـاي   هاي تشكيل شده در محيط با قرار گرفتن كالوس). 21و20(
هـاي   القاي كالوس، بر روي محيط بـدون هورمـون، بلـوغ رويـان    

هاي سـوماتيك بـر روي    رشد و نمو رويان. سوماتيك مشاهده شد
هـاي   در بين تعدادي از گونهپاسخ متداولي  محيط فاقد هورمون،

هاي بالغ به محـيط جوانـه زنـي     انتقال رويان ).18(است  چتريان
  .هاي طبيعي را دارند چه ها توانايي تشكيل گياه نشان داد كه آن
هاي سوماتيك با مطالعـات   اشكال مختلف رويان در بررسي حاضر

زا  هــاي رويــان در تمــام ســلول. بافــت شــناختي مطالعــه شــدند
انـدازه كوچـك، محتـواي    : اي مشـابهي مشـاهده گرديـد   ه ويژگي

سيتوپلاسمي غني و متـراكم، هسـته بـزرگ، واكوئـل كوچـك و      
سـويي   هاي ما با گزارشات پيشين هـم  يافته. هاي نشاسته كم دانه

هاي روياني به اين دليل اسـت كـه    سلول  تراكم هسته). 22(دارد 
قسـيم  هاي  كـوچكي كـه توسـط ت    هاي سوماتيك از سلول رويان

). 23( شـوند  انـد تشـكيل مـي    نامتقارن سلول اوليـه ايجـاد شـده   
هاي رويان زا براي مطالعات بافـت شناسـي در تعـدادي از     كالوس
هاي گياهي خانواده چتريان و ساير گياهان استفاده شـده   سيستم

زايي سوماتيكي در ايـن   مطالعه بافت شناسي سيستم رويان. است
تلف رويان زايي سوماتيكي با پژوهش، وجود و شباهت مراحل مخ

  .تكوين رويان حاصل از زيگوت بذر را نشان داد
  

  گيرينتيجه
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه با استفاده از ريـز نمونـه   

هـاي   هورمون  هاي موثر و تركيب غلظت )رويان زيگوتي( مناسب

گـرم   ميلـي  1و  BAگرم بر ليتر  ميلي 5/0( اكسين و سيتوكينين
گياه وشا را  زايي سوماتيك توان سيستم رويان ، مي)NAAبر ليتر 

هايي را به دست آورد كـه قابليـت تبـديل بـه      فعال نمود و رويان
  . گياه كامل را دارند

  

  داني تشكر و قدر
اين پژوهش با استفاده از حمايت مالي معاونت پژوهشي و فناوري 

نويســندگان مقالــه از  .دانشــگاه بــوعلي ســينا انجــام شــده اســت
هاي بيوتكنولـوژي دانشـكده    همكاري مسئولين محترم آزمايشگاه

كشاورزي و سلولي ملكولي دانشكده علوم دانشگاه بـوعلي سـينا،   
در فراهم نمودن امكانات و تجهيزات در انجام اين پژوهش تشـكر  
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Abstract 

Aim: The aim was to study the histology of somatic embryogenesis stages in Dorema 
ammoniacum D. using tissue cultures as an efficient method for propagation of the plants with 
restriction in cultivation. 

Material and methods: Various explants were cultured on MS (Murashige and Skoog ) 
medium containing  30 g l-1 sucrose and 7 g l-1 agar as well as supplemented with different 
concentrations of  auxin and cytokinin. After eight weeks, different stages of development of 
somatic embryos in embryogenic callus were evaluated using histological method. 

Results: Out of different explants, only zygotic embryo was able to induce embryogenic 
callus. Presence of NAA (α-Naphthaleneacetic acid) increased callus induction and somatic 
embryogenesis. The highest callus formation was observed in MS medium supplemented with 
1 mg/L NAA and 0.5 mg/L BA (N6-Benzyladenine). Different stages of somatic embryos 
including: globular, heart-shaped, torpedo and cotyledonus stages were observed in the 
prepared sections of callus. 

Conclusion: Using zygotic embryo the in vitro somatic embryogenesis of Dorema 
ammoniacum D. was possible. In addition the histological examinations of embryogenic 
callus showed the existence of the different stages of embryonic development. 

Keywords: Dorema ammoniacum, Histology, Somatic embryogenesis 

 
  


