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چکیده
Satureja bachtiarica(مرزه بختیاري L.( ي ضروریست که براي اهداف مختلف هااسانسمتعلق به خانواده نعناعیان و غنی از

سوسپانسیون سازيبهینهمنظور القاء کالوس و مرزه بهايشیشه. کشت درون گیردمیدارویی، خوراکی و بهداشتی مورد استفاده قرار 
هانمونهریزالقاء کالوس با استفاده از ،تحقیقاین . در کندمیي ثانویه را فراهم هامتابولیتآسان سلولی، امکان تولید سریع و استخراج 

ي سوسپانسیون انتخاب و بههاکشتالقاء برايهاکالوسترینمناسبانجام شد. BAPو NAAي هاکنندهي مختلف تنظیمهاغلظتو 
فاکتوریل و در قالب طرح صورتبهمنتقل شدند. آزمایش BAPو NAAمختلف يهاترکیبتکمیل شده باي کشت مایع هامحیط

و میزان بیوماس سلولی (تعداد سلول) در روزهاي مختلف مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل شدکاملاً تصادفی با سه تکرار اجرا 
کنش ول را تولید کرد. همچنین بررسی برهمبیشترین تعداد سلگرهمیاننمونهریزنمونه نشان داد که ریزأمنشاز مقایسه میانگین 

و محیط کشت محتويگرهمیاننمونهکه حداکثر بیوماس سلولی در روز پنجم و توسط ریزکردریزنمونه و محیط کشت مشخص 
mg.L-1 BAP5/0+mg.L-1 NAA2 ي هاکشتبدست آمد. از سوي دیگر، روند رشد و تکثیر سلولی طی روزهاي پس از استقرار

ي مورد هانمونهریزاین ترکیب هورمونی داراي بیشترین مطلوبیت براي تولید حداکثر تعداد سلول در تمام که سوسپانسیون نیز نشان داد 
.باشدمیآزمون 

Satureja bachtiarica(مرزه بختیاريالقاء کالوس، بیوماس سلولی،هاي کلیدي:واژه L.(،،سوسپانسیونBAP ،NAA.

مقدمه
) متعلق به خانواده نعناعیان Saturejaجنس مرزه (

)Lamiaceaeگونه است که مرکز 30ش از یبي) و دارا
-EL(باشدمیترانه یمدیشرقيهادر بخشآنهاعیتوز

Gazzar & Watson, Hadian؛ 1970 et al., 2008 .(

ساله و چندساله در کیصورتبهي مختلف مرزه هاگونه
ند. مرزه بختیاري با نام علمییرویمناطق مختلف ایران م

Satureja bachtiarica L.یعینسبتاً وسیپراکندگيدارا
یغربو جنوبي، مرکزیغربيهاران است و در استانیدر ا

Sefidkonران پراکنده است (یا et al., 2004.(
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اسانس جنس مرزه، ییایمیشهايترکیبن یمهمتر
مختلف هايگونه،اینوجود . با باشندمیدها یمونوترپنوئ

هايترکیبزان اسانس و نوع یجنس مرزه از نظر م
، هاگونهیدر اسانس برخدارند.يادیتنوع زدهندهتشکیل
که در یعمده پولگن و منتول هستند، در حالهايترکیب

مول، یمانند کارواکرول، تهاییبیترکهاگونهگر از یدیبرخ
لن و بورنئول یوفیکار- من، بتایس-نن، پارایترپ-گاما

Ahmadi(دهندمیل یعمده اسانس را تشکهايترکیب et

al., Baser؛ 2009 et al., Sefidkon؛ 2004 et al., 2007.(
يهاق روشیاز طرهاتیع متابولید انبوه و سریتول

سويباشد. از یرممکن میا غیعمدتاً مشکل و ییایمیش
ر یها و سانهی، بالا بودن هزیاهیگر محدود بودن منابع گید

اهان یه از گیثانويهاتیمشکلات مربوط به فرآوري متابول
از کشت سلولی يریگش به بهرهی، موجب تشدید گرایعیطب

ن ید ایتوليدر شرایط آزمایشگاهی و کنترل شده برا
Ahmadiاست (ر شدهیهاي اخبا ارزش در سالبهايیترک et

al., Mulabagal؛ 2012 & Tsay, Omidi؛ 2004 &

Farzin, 2012.(
از کالوس یمعمولاً با انتقال قطعاتیون سلولیسوسپانس

ياد و شامل مجموعهیآیوجود مع بیط کشت مایک محیبه 
ع شناور بوده یط کشت مایمنفرد است که در محيهاسلولاز 
یابندمیر یمحدود و بدون تغییر رشد و تکثطور ناهو ب

)Omidi & Farzin, 2012.(
و استقرار کشت کالوسنهیدر زمياتاکنون مطالعهالبته

مطالعات است. انجام نشدهياریمرزه بختگونه کشت سلولی
Saturejaي جنس مرزه (هاگونهانجام شده بر روي یکی از 

hortensis L. محتوي يهاکشتکه محیط کرد) مشخص
BAP وIBA ي حاوي هامحیطدر مقایسه باIBA به

,Motaghiniaزایی بهتري داشتند (تنهایی، کال 2013 .(
نشان دادند که )2014و همکاران (Sahrarooaهمچنین 

در ترکیب IBAدر لیتر گرممیلی1محتوي B5محیط کشت 
MSو نیز محیط کشتBAPدر لیتر گرممیلی5/0با 

در لیتر گرممیلی2و IBAدر لیتر گرممیلی2تکمیل شده با 

BAPمنجر به حصول حداکثر سرعت القاء کالوس در
Satureja khuzistanica.شدند

مختلف به يهانمونهزیپاسخ رسهیمقاق با ین تحقیا
ط یجاد محیپس از اهاسلولرشد یو چگونگیکشت سلول

کشت سازيبهینهدر جهت یتلاش،یون سلولیسوسپانس
ياریمرزه بختییاه دارویگیون سلولیکالوس و سوسپانس
، بهبود يد اقتصادیتوليبراسازيزمینهبراي اولین بار و 

اه ین گیموجود در اییداروهايبیت ترکیفیکوتیکم
ا یو يدیآلکالوئهايبید ترکیکه با توليطور. بهباشدمی

از کشت، یمنفرد و نوع خاصيهاسلولله یوسبهيدیفلاونوئ
را برطرف کرد.یانسانيازهایاز نیعیحجم وستوانمی

هامواد و روش
ي جوان رشد هاگیاهچهمواد گیاهی، از تهیهبراي 

شستشوي اولیهدر مزرعه دانشگاه ایلام استفاده شد.کرده 
چند قطره معمولی حاويقه آب یدق8توسط هاگیاهچه

قه یدق30و منظور افزایش جذب سطحی) (بهندهیع شویما
هاگیاهچهدر ادامه . انجام شدير آب جاریزقرار دادن 

مدت بهو بار کیگندزدایی و %70ه اتانول یثان30توسط
در نهایت .شدندیل آبکشیقه با آب مقطر استریدق5

ت سدیم یپوکلریقه در محلول هیدق12به مدت هاگیاهچه
قه یدق5فرو برده شدند و چهار مرتبه هر بار به مدت 1%

شدند.یآبکش
اه مرزه یگیشیرويهاقسمتي مختلف ازهانمونهریز

و برگ یی، جوانه انتهای، جوانه جانبگرهمیانشامل ياریبخت
5/0(قسمت میانی برگ شامل رگبرگ اصلی، به طول 

برايو ي ضدعفونی شده تهیه شدهاگیاهچهاز ) مترسانتی
,MS)Murashige & Skoogکالوس به محیط کشت ءالقا

هاي آگار و نسبت% 8/0ساکارز، %3) تکمیل شده با 1962
نبنزیل آمینوپوری-6رشد کنندهمختلف دو نوع تنظیم

)BAP, 6-benzylaminipurine ( نفتالین استیک اسیدو
)NAA, Naphthaleneacetic acid.میزان ) منتقل شدندpH

مسدود شده لم یها با پارافشیديپترتنظیم شد و 8/5روي 
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25±1دمايو مطلق یکیتارشرایط درو در اتاقک رشد و 
نگهداري شدند.گرادسانتیدرجه 

ي ترد هاکالوساز ايقطعهسلولی با انتقال ون یسوسپانس
به ظروف مایه تلقیح عنوانبهگرم، 75/0تا 5/0به میزان

ع یط کشت مایمحلیترمیلی50تا 40يمحتوايشیشه
ید کالوس ولیط کشت تولیمشابه محهايبیاستریل با ترک

گردیدند. در این تحقیق از بدون اضافه کردن آگار منتقل 
در گرممیلی5/0) 1هورمونی مختلف شامل (هايترکیب

در گرممیلیBAP) ،2 (1در لیتر گرممیلیNAA +2لیتر 
در گرممیلی2) 3و (BAPدر لیتر گرممیلیNAA +1لیتر 
سازيبهینهبرايBAPدر لیتر گرممیلیNAA +5/0لیتر 

سوسپانسیون سلولی استفاده شد.
منظور ایجاد لم مسدود شد و بهیدرب ظروف توسط پاراف
ابتدا به مدت یتالیکر اربیشيسوسپانسیون یکنواخت، رو

ساعت با 24بعدقه و یدور در دق120ساعت با سرعت 24
قه یدور در دق90با سرعت بعدقه و یدور در دق100سرعت 

در درجه یون سلولیسوسپانسهايکشتدند. یمستقر گرد
ينگهداریدههیط سایو در شراگرادسانتی25±1حرارت 

شدند.

يمحاسبات آمار
برايیقیکه پارامتر دقهاسلولدر این بررسی، تعداد 

دو ی، در فواصل زمانباشدمیهاسلولم یمحاسبه روند تقس
منظور گیري شد. بهاندازهروز 15بار به مدت کیروز 

د کروم یاکسيبا تريزیآم، از روش رنگهاسلولک یتفک
ک یل، یط استریاستفاده شد. به این صورت که در شرا12%

از لیترمیلیون با چهار یط کشت سوسپانسیاز محلیترمیلی
ي) مخلوط شد و در دما%12کروم (دیاکسيمحلول تر

يمارقه درون بنیدق20به مدت گرادسانتیدرجه 70تا 65
يماربار از بن2هانمونهن مدت، یقرار گرفت. در طول ا

ه بهم یخارج و با استفاده از دستگاه ورتکس به مدت پنج ثان
اتاق خنک شود و يتا در دماشد زده شد. سپس مهلت داده 

دوباره با استفاده از دستگاه ورتکس، مخلوط بهم زده شد و 

تر از مخلوط یکرولیم2پس از آن با استفاده از سمپلر مقدار 
موجود يهاسلولتعداد قرار داده شد و ياشهیلام شيبر رو

له یوسبهیون سلولیکشت سوسپانساز لیترمیلیدر هر 
د.یشمارش گردX10یینمادرشتو يکروسکوپ نوریم

فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی صورتبههاداده
تحلیل وتکرار مورد بررسی قرار گرفتند. تجزیه3و با 

SASافزار آماري ها با استفاده از نرمدادهآماري  انجام و 9.2
دانکن ايدامنهاز آزمون چند هادادهبراي مقایسه میانگین 

استفاده شد.%1در سطح 

ج ینتا
که کردمشخص نتایج حاصل از کشت کالوس

هاي هاي متفاوتی نسبت به ترکیبداراي واکنشهانمونهریز
ییزادرصد کالاز نظر NAAو BAPکننده مختلف دو تنظیم

آمده بدستهايکالوسهستند. با این حال،کالوس و حجم
شکننده بودند د، ترد ویسفهاییکالوسهانمونهزیاز همه ر

ط یشرادرهاکالوسل قرار دادن یدلرسد بهیکه به نظر م
).1(شکل باشدیکیتار

%12د کروم یاکسيبا تريزیآمرنگمطالعه،ن یادر
را آنهاشمارشرا از هم جدا کرده وهاسلولتوانست 

شود که در ی، ملاحظه م2. با توجه به شکل کندآسان 
اندازه یون سلولینخست استقرار کشت سوسپانسيروزها
و A ،B، 2اندك است (شکل آنهابزرگ اما تعدادهاسلول

C .( ک ینزديریمرحله تأخیانیهرچه به مراحل پاالبته
و دهندمیانجام نيام قابل ملاحظهیتقسهاسلولم، یشویم
). با شروع D، 2کنند (شکل یر مییشتر از نظر اندازه تغیب

بتدریج افته و یش یافزایم سلولی، تقسيمرحله تصاعد
یابد کاهش میآنهااندازهافزایش یافته وهاسلولتعداد 

به مرحله هاسلول). پس از ورود Iو G ،H، 2(شکل 
مشاهده هاسلولدر تعداد ياش قابل ملاحظهیسکون افزا

طور قابل بههاسلولن مرحله اندازه ی. در اشودنمی
افزایش یافته است ياي نسبت به مرحله تصاعدملاحظه
).J، 2(شکل 
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القاء کالوسايبري رشد هاکنندهتنظیمسطوح مختلف ي مختلف به هانمونهریزپاسخ -1شکل
در لیتر گرممیلی1یب هورمونیترک، برگنمونهب) ریز،NAAدر لیتر گرممیلی2و BAPدر لیتر گرممیلی2/0یب هورمونیترکقطعات گرهی، نمونهالف) ریز

BAP در لیتر گرممیلی5/0وNAA،در لیتر گرممیلی2هورمونی بیترک، ییجوانه انتهانمونهج) ریزBAP در لیتر گرممیلی1/0وNAA،گرهمیاننمونهد) ریز ،
NAAدر لیتر گرممیلی2و BAPدر لیتر گرممیلی5/0هورمونی بیترک

در مراحل مختلف سوسپانسیون سلولیهاسلولتنوع شکل و اندازه -2شکل 
A ،B وCیون سلولیآغاز استقرار کشت سوسپانسي: روزها ،Dهاسلوليری: اواخر مرحله تأخ ،E وFي: آغاز مرحله تصاعد ،G ،H وIوي: مرحله تصاعد
Jمرحله سکون :

نوع )،1تجزیه واریانس (جدول جیبا توجه به نتا
در روز هاسلولي بر تعداد دارمعنیمحیط کشت تأثیر 

ي هاکشتکه بین محیط یسوم و پنجم نداشت. در حال
در شمارش شدهيهاسلولتعداد مختلف براي صفات 

ي مشاهده شد. دارمعنیروزهاي نهم و یازدهم تفاوت 
که بیشترین بیوماس سلولی (تعداد سلول در هر طوريبه

محیط کشت) در روز نهم، مربوط به ترکیب لیترمیلی
mg.L-1هورمونی  BAP1+mg.L-1 NAA1 بود

).2(جدول 

شمارش شده يهاسلولدتعدايآمده براج بدستینتا
ط کشت با یمحدارمعنیانگر اختلاف یبدر روز یازدهم، 

mg.L-1يماریب تیترک BAP1+mg.L-1 NAA1 نسبت به
mg.L-1حاوي ط کشتیمح BAP2+mg.L-1 NAA5/0

mg.L-1کشت ط یبا محيدارمعنیه تفاوت کیحالدراست، 

BAP5/0+mg.L-1 NAA2.از سوي از خود نشان نداد
و BAPي هاکنندهي حاوي تنظیمهاکشتدیگر محیط 

NAA همانند روز نهم تفاوت 4:1و 1:4با نسبت ،
).2و 1نداشتند (جدول هم باي دارمعنی
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مختلفيروزهادرياریبختمرزه ییاه دارویگیون سلولیکشت سوسپانسبیوماس سلولیانس یه واریتجز-1جدول

میانگین مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییر
روز یازدهمروز نهمروز پنجمروز سوم

2ns11/218ns03/286**03/29182*02/12440محیط کشت
3ns81/199**04/1376*73/16005*51/9655ریزنمونه

06/1140ns95/8549*40/9065**37/462**ریزنمونهxمحیط کشت 
2475/10503/27447/418350/3124خطاي آزمایشی

دارمعنیعدم تفاوت :nsو P<0.05در سطح دارمعنیتفاوت :*، P<0.01در سطح دارمعنیتفاوت :**

یون سلولیمختلف بر تعداد سلول شمارش شده در کشت سوسپانسيهاکشتطیر محیثأن تیانگیسه میمقا-2جدول

لیتر)بیوماس سلول (تعداد سلول در میلیدر لیتر)گرممیلیمحیط کشت (
روز یازدهمروز نهم

BAP2+NAA5/010758±b1124589400±b165833
BAP1+NAA18579±a1599167441±a197500

BAP5/0+NAA213744±b12458312496±ab176625
دانکن است.ايدامنهبا استفاده از آزمون چند دارمعنیاست. حروف یکسان بیانگر عدم اختلاف SE±تکرار3، میانگین یردمقا

براي صفت ریزنمونه أ منشآمده، دستمطابق نتایج ب
پنجم، نهم و یازدهم اختلاف بیوماس سلولی در روزهاي

) نشان دادند %1و %1در سطوح مختلف (را داري معنی
). مقایسه میانگین تأثیر نوع ریزنمونه بر بیوماس 1(جدول 

براي بیوماس گرهمیاننمونهکه ریزدهدمیسلولی، نشان 
حداکثر آمده در روزهاي پنجم و نهم داراي دستسلولی ب

. از باشدمیهانمونهریزکارایی و مطلوبیت نسبت به سایر 
سوي دیگر، بررسی صفت بیوماس سلولی در روز یازدهم 

ي هانمونهریزبین دارمعنیاز عدم وجود تفاوت حکایت 
ي جوانه هانمونهریزمطابق این نتایج، .داشتآزمون شده 

برايداراي کارایی یکسانی گرهمیانانتهایی، جوانه جانبی و 
). 3و 1تولید بیوماس سلولی بودند (جدول 

یون سلولیزنمونه مختلف بر تعداد سلول شمارش شده در کشت سوسپانسیرثیر أتن یانگیسه میمقا-3جدول 

بیوماس سلول (تعداد سلول در میلی لیتر)ریزنمونهأمنش
روز یازدهمروز نهمروز پنجم

b3211113203±ab13883311884±a196055±4039جوانه انتهایی
b268339354±b12172210398±ab168888±3328جوانه جانبی

a3950015715±a15855510498±a191833±3981گرهمیان
b2611114852±b11016613268±b163166±2307برگ

دانکن است.ايدامنهبا استفاده از آزمون چند دارمعنیاست. حروف یکسان بیانگر عدم اختلاف SE±تکرار3، میانگین یردمقا
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کنش نوع محیط کشت و با توجه به تجزیه واریانس برهم
محیط کشت لیترمیلیریزنمونه، تعداد سلول در هر منشأ 

براي روزهاي سوم %1در سطح احتمال را ي دارمعنیاختلاف 
براي روز یازدهم نشان داد. مطابق این %5و پنجم و در سطح 

ي بر دارمعنیکنش تیمارهاي مورد بررسی تأثیر نتایج، برهم
). 1بیوماس سلولی در روز یازدهم نداشت (جدول 

أمنشي با هانمونهریز، نیانگیسه میج مقایبا توجه به نتا
ي بررسی شده هاکشتهاي متفاوتی به محیط مختلف واکنش

سایرنسبت به گرهمیاننمونهزیرکه نحويداشتند. به
ي رشد با هاکنندهتنظیميحاوکشت ط یمحدرهانمونهزیر

mg.L-1ترکیب  BAP5/0+mg.L-1 NAA2 منجر به ،
حصول حداکثر بیوماس سلولی در روز سوم گردید. در 

ي جوانه انتهایی و جانبی هانمونهریزکه بررسی واکنش یحال
نشان داد که حداکثر بیوماس سلولی در روز سوم، توسط 

mg.L-1ترکیب هورمونی  BAP2+mg.L-1 NAA5/0
).3حاصل شد (شکل 

نیز روز پنجميآمده برابدستمقایسه میانگین ج ینتا
نتایج مشابهی را با روز سوم نشان داد. به این صورت که 

القاء برايگرهمیاننمونهبراي این صفت نیز استفاده از ریز
mg.L-1کالوس و محیط کشت  BAP5/0+mg.L-1 NAA2

داراي بیشترین کارایی براي تولید بیوماس سلولی بود. با این 
ي رشد در سایر هاکنندهتنظیمحال استفاده از این نوع ترکیب

ي بررسی شده، کارایی چندانی براي تولید هانمونهریز
).4بیوماس سلولی نداشت (شکل 

از مطلوبیت حکایتنیز 5نتایج بدست آمده در شکل 
mg.L-1محیط کشت  BAP5/0+mg.L-1 NAA2 براي تولید

ي هانمونهریزکه نحوي. بهداشتبیشترین تعداد سلول 
جانبی در این محیط کشت بیشترین و جوانهگرهمیان
هورمونی تولید هاياس سلولی را نسبت به سایر ترکیببیوم

ي مورد آزمون (برگ و هانمونهریز. اما در مورد سایر کردند
جوانه انتهایی)، این روند صادق نبود و استفاده از این محیط 

.شدهاسلولکشت منجر به کاهش تعداد 

سوم کشت روزي رشد درهاکنندهمختلف تنظیمهايي مختلف به ترکیبهانمونهریزبررسی پاسخ -3شکل
در لیتر)گرممیلی: هاکننده(مقادیر تنظیمیون سلولیسوسپانس
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یون سلولیکشت سوسپانسپنجمروزي رشد درهاکنندههاي مختلف تنظیمي مختلف به ترکیبهانمونهریزبررسی پاسخ -4شکل 
در لیتر)گرممیلی: هاکننده(مقادیر تنظیم

یون سلولیکشت سوسپانسیازدهمروزي رشد درهاکنندههاي مختلف تنظیمي مختلف به ترکیبهانمونهریزبررسی پاسخ -5شکل 
در لیتر)گرممیلی: هاکننده(مقادیر تنظیم

دهدمینشان هاسلولر یتکثورشدبررسی
حاوي ط کشتیدر محي مختلفهانمونهریزکه 

mg.L-1 BAP2+mg.L-1 NAA5/0.پاسخ متفاوتی دارند
تماميبرا،هاسلولر یتکثون رشدیبهترمطابق این نتایج،

يهانمونهزیريبراشده وآغازاز روز پنجم هانمونهزیر
بعدازدهم ادامه ویبرگ تا روز وی، جوانه جانبگرهمیان

ییانتهاجوانهنمونهزیراز سوي دیگر، افته است. یکاهش 
يطوربهنشان داد.هانمونهزیرسایربا را يدارمعنیتفاوت 
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قابل مشاهده هانمونهزیر رینسبت به ساآن يکه برتر
ن یا،یکاهشمرحلهآغار و ازدهمیاز روز اما.باشدمی

یر سلولیروند تکثمشهود بود. با شدت بیشترياختلاف 
پس از آن، افت ویزدهم ادامه یزنمونه تا روز سین ریايبرا

ياش قابل ملاحظهیافزاتا جایی که به حالت سکون درآمد 
یپس از ططور کلی وبهمشاهده نشد.هاسلولدر تعداد 

جوانه نمونهزیرمشخص شد که ،پانزده روز شمارش سلول

ر یر را نسبت به ساین تکثیشتریبکشت، طیمحاین در ییانتها
لازم به ذکر است با توجه به .)6(شکل داردهانمونهزیر

استقرار يبرا،اهین گیدر اهاسلولر یتکثيسرعت رشد بالا
مرزه ییاه دارویموفق از گیون سلولیکشت سوسپانس

ط کشت لازم است حداکثر بعد از ین محیدر اياریبخت
واکشت شود.یروز کشت سلول10

پاسخ به مختلف در أمنشبا يهانمونهزیرشمارش شدهيهاسلولرشد مقایسه -6شکل
mg.L-1محیط کشت حاوي BAP2+mg.L-1 NAA5/0

شمارش شدهيهاسلولتعداد از مقایسهنتایج حاصل 
پاسخ به محیط کشت مختلف در أمنشبا يهانمونهزیر

mg.L-1 BAP1+mg.L-1 NAA1 ن یشتریکه بدهدمی، نشان
از روز ي بررسی شده،هانمونهزیرمام ي تهاسلولر یتکث

ازدهم ادامه داشته است.یتا روز پنجم شروع شده و
تولید شده ازيهاسلولتعداد اگرچهبا توجه به نتایج،

با تعداد یازدهم اختلاف جزئیتا روز یکالوس برگ
ن یازدهم ایاما از روز ،داردهانمونهزیر ریسايهاسلول

که ورود يطوربهقابل ملاحظه است.بیشتراختلاف
مرحلهسکون با آغار مرحلهبرگ به نمونهزیري هاسلول
همراه است. براساس هانمونهزیر ریدر ساهاسلولیکاهش

يهاسلولیکاهشمرحلهشود که یمشخص منتایج،ن یا

جوانهيهانمونهزینسبت به رگرهمیاننمونهزیحاصل از ر
کمتري، اما با شدت هآغاز شدزودترییانتهاجوانهویجانب

از پایان ن پس ی. بنابرایابدمیزنمونه ادامه ین دو رینسبت به ا
ي حاصل از هاکالوسمشخص شد که روز)15آزمایش (

ر ین تکثیشتریباین ترکیب هورمونی،در یبرگيهانمونهزیر
توانمیطور کلی به.نشان دادندهانمونهزیر ریرا نسبت به سا

ن یموفق در ایون سلولیجاد کشت سوسپانسیابرايگفت 
زنمونه یاستثناي ربههانمونهزیتمام ريط کشت برایمح

یانجام واکشت حداکثر ده روز پس از کشت سلول، گرهمیان
با توجه به گرهمیانزنمونه یرالبته . باشدمیواکشت ضروري 

روز از 8ی که دارد، پس از گذشت یسرعت رشد نسبتاً بالا
).7واکشت شود (شکل دباییکشت سلول
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پاسخ به مختلف در أمنشبا يهانمونهزیرشمارش شدهيهاسلولرشد مقایسه -7شکل
mg.L-1محیط کشت حاوي BAP1m+mg.L-1 NAA1

دست آمده از بيهاسلولتعداد مطابق نتایج بررسی
ط کشت یمحدر ي مختلفهانمونهریزمنشأ ي با هاکالوس
mg.L-1محتوي BAP5/0+mg.L-1 NAA2رشد ، حداکثر
ر یساياز روز سوم و براگرهمیاننمونهزیريبراهاسلول

نمونهزیريبراآغاز گردید. این رونداز روز پنجم هانمونهزیر
زدهم یتا روز سهانمونهزیر ریسايبراازدهم ویتا روزگرهمیان

استثناي کاهش یافت (بههاسلولو پس از رشد ادامه داشت
).سکون شدمرحلهوارد از روز سیزدهمکهیبرگنمونهزیر

از حاصليهاسلولتعداد که دهدمیاین نتایج نشان 
را با يدارمعنیبرگ، اختلاف وگرهمیانأمنشي با هاکالوس

نمونهزیکه ريابه گونه.دارندهانمونهزیر ریبا سازینهم و
ن یبرگ کمترنمونهزیو ریر سلولین تکثیشتریبگرهمیان
تفاوت نیهمچناند.را به خود اختصاص دادهیر سلولیتکث

يهانمونهزیرحاصل ازيهاسلولان تعداد یميدارمعنی
مشاهده نشد.ییو جوانه انتهایجوانه جانب

ن یدر اهانمونهزیریرشد سلوليبا توجه به سرعت بالا
ي هاکشتط کشت براي دستیابی به بهترین نتایج، یمح

وز پس از استقرار ر11حداکثر گرهمیاننمونهزیحاصل از ر
روز پس از 13ها حداکثر زنمونهیو سایر ریکشت سلول
.)8واکشت شوند (شکل دباییکشت سلول

پاسخ به مختلف در أمنشبا يهانمونهزیرشمارش شدهيهاسلولرشد مقایسه -8شکل
mg.L-1محیط کشت حاوي  BAP5/0+mg.L-1 NAA2
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بحث
سازيبهینههاي کشت بافت براي کارگیري تکنیکب

ي یک هاسلولي سلولی و بدست آوردن هاکشت
الرشد داراي اهمیت بالایی در مطالعهشکل و سریع

است ي ثانویه هامتابولیتمسیرهاي بیوشیمیایی تولید 
)Razeghi et al., Sarkheil؛ 2015 et al., 2009.(

ک شیکر یتوسط طور مرتبهبدیي سلولی باهاکشت
ک یدر یشوند تا از تجمع مواد سمیدهنده)، هواده(تکان

ج از هم جدا یتدرهکالوس بيهاسلولشود و يرینقطه جلوگ
Omidiشوند ( & Farzin, تکان در این مطالعه نیز ). 2012

يقطعات کالوس بر رويحاوع یط کشت مایخوردن مح
توانست ارتباط یبه خوببا شرایط ذکر شده، یتالیکر اربیش
چند يهاا تودهیو تک سلول و از بین بردهرا هاسلولن یب

جاد کند.یمنفرد ایسلول
زایی و استقرار منظور القاء کالدر این مطالعه، به

) %3گرم ساکارز (30ي سوسپانسیون سلولی از هاکشت
) نیز پس از بررسی 2006و همکاران (Leeاستفاده شد. 

گرم ساکارز 30ي مختلف ساکارز نشان دادند که هاغلظت
.باشدمیتولید بیوماس سلولی برايداراي حداکثر کارایی 

ينسبت به روزهاکشت،نیغازآيدر روزهاهاسلول
تعداد یانیميدر روزهاوشدندیاسفنجبزرگتر ویانیم

از سوي دیگر، شد.کوچکتر آنهااندازهادتر ویزهاسلول
يبر رویت متفاوتیفعال، BAPوNAAي هاکنندهتنظیم

ون یسوسپانسهايکشتدر هاسلولل شدن یطوم ویتقس
در کشت NAAاعمالرسد یبه نظر مبنابراین . دارندیسلول

و اندازدیق میرا به تعویم سلولی، تقسیون سلولیسوسپانس
.شودیمهاسلولیباعث رشد طول

حاوي ط کشت یمحبراساس نتایج حاصل از این مطالعه، 
تعداد بیشترین 1:1نسبت باNAAو BAPي هاکنندهتنظیم

از سوي دیگر . به خود اختصاص دادرا در روز نهم سلول 
NAAو BAPي هاکنندهي حاوي تنظیمهاکشتمحیط 

، در روزهاي نهم و یازدهم 4:1و 1:4ترتیب با نسبت به
نداشتند.با هم ي دارمعنیتفاوت 

کنش تیمارهاي مورد دست آمده از برهممطابق نتایج ب
هاي انتهایی و جانبی در ي حاصل از جوانههاکالوسبررسی، 

mg.L-1شامل محیط کشت BAP2+mg.L-1 NAA5/0 ،
منجر به حصول افزایش چشمگیر بیوماس سلولی در 

در هاسلولرشد سه یمقاروزهاي سوم و پنجم گردیدند. 
مشخص )،7و 6، 5يهاشکلي مختلف (هاکشتمحیط 

را دریر سلولین تکثیشتریبگرهمیاننمونهزیکه رکندیم
mg.L-1ط کشتیمح BAP5/0+mg.L-1 NAA2 نشان
) نیز این نسبت از 2015(انو همکارRazeghi.دهدمی

برايهابهترین ترکیبعنوانبهي رشد را هاکنندهتنظیم
.کردنداستقرار کشت سلولی در کرفس کوهی گزارش 

Ahmadi) و 2012و همکاران (Sarkheil و همکاران
) نیز نشان دادند که استفاده از غلظت کمتر سیتوکینین 2009(
)BAP) 2,4) نسبت به اکسین-D براي)، حداکثر کارایی را

ي سوسپانسیون خواهد داشت.هاکشتاستقرار 
ط کشتیبرگ در محنمونهزیریر سلولین تکثیشتریب

mg.L-1 BAP1+mg.L-1 NAA1این نتایج شود.یمشاهد م
. باشدمی) 2011و همکاران (Hakkimهمسو با نتایج 

BAPو NAAي هاکننده، استفاده از تنظیمآنانمطابق نتایج

Kinگرممیلی5/0در لیتر به همراه گرممیلی1به غلظت 

ي برگی هاکالوسي سلولی حاصل از هاکشتاستقرار براي
این بیوماس سلولی خواهد شد. در ثر داکحمنجر به حصول 

Kinنسبت به BAPبه علت عملکرد بهتر مطالعه

)Ahmadi et al., نظر شد. صرفKin)، از اعمال 2012
با این حال، نتایج مشابهی با مطالعات گذشته 

)Hakkim et al., ) بدست آمد.2011
از نظر تعداد سلول ،ییجوانه انتهانمونهزیردر مورد

ط کشت ین سه محیبيدارمعنیشمارش شده اختلاف 
ط ین سه محیبيدارمعنیه اختلاف کیحالمشاهده نشد. در

ییجوانه انتهازنمونه یريبرایکشت در روند رشد سلول
ط کشتیدر محتا جایی که؛گردیدمشاهده 

mg.L-1 BAP2+mg.L-1 NAA5/0مدت زمان یرشد سلول
.شدیکاهشمرحلهرتر وارد یدافت ویادامه يشتریب
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رشد در يهایمنحنطور کلی و مطابق نتایج حاصل ازبه
نتیجه گرفت که بیشترین توانمی،ون سلولیکشت سوسپانس
ي هانمونهریزي حاصل از تمام هاکالوستکثیر سلولی 
آغازاز روز پنجم ي کشت مختلف، هامحیطآزمون شده در 

به ) ادامه دارد. روز سیزدهمگاهی(و ازدهموز یتا رشده و
موفق در یون سلولیاستقرار کشت سوسپانسيل براین دلیهم

روز پس از کشت 10ن یانگیطور ماه لازم است بهین گیا
اه واکشت انجام شود.ین گیدر ایسلول

هايگونهاز ياریبسيبالایکیت ژنتیبا توجه به ظرف
از یران و نیدر اییاهان دارویگیمحليو نژادهایوحش
وابسته به يهاکین راستا استفاده از تکنیدر اع وابسته، یصنا

و یصفات کممنظور ارتقاء بهيوتکنولوژیبافت و بکشت
یت خاصینباتات از اهمو کاهش زمان اصلاحیفیک
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Abstract
Satureja bachtiarica L., belonging to the Lamiaceae family, is rich in essential oils, used for

various purposes including pharmaceutical, food, and health applications. In vitro culture of
Satureja, in order to callus induction and optimization of cell suspension, provides rapid
production and easy extraction of secondary metabolites. In the present study, callus induction
was conducted by using different explants and concentrations of growth regulators. The most
suitable calli were selected to induce suspension cultures and were transferred to liquid media
supplemented with different combination of BAP and NAA. The experiment was performed in
a factorial completely randomized design by using three replications. The cell biomass
(cell number) was examined on different days. The mean comparison results for the explant
origin showed that the internode explant produced the highest cell number. In addition,
evaluation of interaction of explants with media showed that the maximum cell biomass was
obtained by internode explant and the medium containing 2mg.L-1 NAA plus 0.5mg.L-1 BAP in
the fifth day. On the other hand, study of growth process and cell proliferation during the days
after the establishment of suspension cultures, also revealed that this hormonal composition had
the highest utility to generate the maximum number of cells in all explants tested.

Keywords: Callus induction, cell biomass, Satureja bachtiarica L., suspension, BAP, NAA.


