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 تقدیم به

همسرم به پاس قدردانی از قلبی آکنده از عشق و معرفت که محیطی سرشار از سلامتی و 

 امنیت و آرامش و آسایش برای من فراهم آورده است

 

عطوفت  ها در لغت نامه دلم، مادر و پدر مهربانم که زندگیم را مدیون مهر وترین واژهمقدس

 دانمآنان می
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 تقدیر و تشکر

باری دگر لطف و مهربانیش را شامل حال من نمود و این توانایی را در من  ارم کهزیزدان هستی بخش را شکرگدر ابتدا 

 ایجاد کرد تا این پژوهش را با موفقیت به پایان برسانم.

 اری نمایم.زین مهم حقیر را یاری نموده اند صمیمانه سپاس گدانم از تمامی عزیزانی که به خوبی درانجام ابرخود لازم می

اخلاقی نیز برای من الگو  لحاظ نه تنها از نظر علمی بلکه از حجت اله بداقی کهراهنمای عزیزم جناب آقای دکتر  تاداز اس

زحمات و تلاش  یر قادری کهدانی از استاد راهنما و فرهیخته جناب آقای دکتر اردشبا تشکر و قدر .گزارم بودند بسیار سپاس

 .نامه داشتندفراوان در انجام این پایان

کمال تشکر را که درتمام مراحل این تحقیق مشاوره این پایان نامه را برعهده داشتند  زیبا قسیمی حقدکتر از سرکار خانم 

ارع کاریزی استاد مشاور که با با قدردانی و سپاس فراوان از استاد صبور و بزرگوار جناب آقای مهندس امیر رضا ز دارم.

د گرامی تیدریغ و خالصانشان در طی انجام این پژوهش همواره یاری رسان من بودند. از اساهای بیزحمات و راهنمایی

بابت داوری این پژوهش در طول دوران تحصیل سپاس  شاهرخ قرنجیکمهدی رضایی و جناب آقای دکتر دکتر جناب آقی 

 . نهایت سپاس گزارمهای ارزنده ایشان بیاز راهنمایی اردستانی خان پور نرگسسرکار خانم دکتر  از استاد محترم گزارم.

 بسیار سپاس علوم باغبانیبه خصوص گروه  شاهرودصنعتی دانشکده کشاورزی دانشگاه از همکاری صمیمانه تمامی اعضای 

هان دارویی جهاد دانشگاهی کرج بخصوص خانم لاله از کلیه مسئولین و کادر آزمایشگاه بیوتکنولوژی مجموعه گیا. ارمزگ

مطهره السادات دوستان عزیزم از ید بخششان، نهایت تشکر را دارم. پورپیکری و خانم خدیجه سمیعی بخاطر حضور ام

 که در تمام این دوره همراه و همکار بنده بودند کمال تشکر را دارم.، یعنخ عزت و نجمه السادات حسینی ،چهل ستونی

از تمامی کسانی که به نوعی در این پژوهش همراه من بودند سپاس گزارم و از خداوند سلامتی و موفقیت این عزیزان را  و 

  .ای از دریای پرمهرشان را جبران نمایمامیدوارم بتوانم گوشه خواستارم.
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 ده کشاورزی دانشگاه صنعتی شاهرود نویسنده پایان نامهدانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته علوم باغبانی دانشک سارا قزلباشاینجانب 
حجت اله بداقی و ی دکتر تحت راهنمای Menthea arvensis اثر تیمارهای هورمونی و الیسیتورها بر کشت سوسپانسیون گیاه دارویی

 متعهد می شوم. دکتر اردشیر قادری
 

 صحت و اصالت برخوردار است. تحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از 

 .در استفاده از نتایج پژوهشهای محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است 

 .مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه نشده است 

   و یگا  « دانشگگاه صگنعتی شگاهرود    » دانشگگاه صگنعتی شگاهرود مگی باشگد و مقگاخت مسگتنرج بگا نگام          کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به «

Shahrood  University  of  Technology  ».به چاپ خواهد رسید 

  عایت می گردد.ر پایان نامهحقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان نامه تأثیرگذار بوده اند در مقاخت مستنرج از 

      شگده   در کلیه مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردی که از موجود زنده ) یا بافتهای آنها ( استفاده شده اسگت ضگوابط و اصگوخ اخ قگی رعایگت

 است.

 اصل رازداری ، ضوابط و  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که به حوزه اط عات شنصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده است

                                                                                                                                                                     اصوخ اخ ق انسانی رعایت شده است .

 تاریخ                                                                

 امضای دانشجو                                                                         

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر
  کلیه حقوق معنوی این اثر و محصوخت آن )مقاخت مستنرج، کتاب، برنامه های رایانه ای، نرم افزار ها و

در تجهیزات ساخته شده است ( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد. این مطلب باید به نحو مقتضی 

 تولیدات علمی مربوطه ذکر شود.

 بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشد فاده از اط عات و نتایج موجود در پایان نامهاست. 
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Article II.  

Article III.  

Article IV.  

Article V.  
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 :چکیده

باشد. می Lamiaceaeیکی از گیاهان دارویی با اهمیت از خانواده  arvensis L Menthaنعناع با نام علمی گیاه  

عطر سازی و داروسازی  صنایع غذایی، که در ماتیک بودهوین گیاه حاوی تعداد زیادی از ترکیبات آرا های هواییاندام

 در مناسبی هدف اسانس منتوخ از بزرگ مقیاس در تولید گیاه، این باخی تجاری ارزش به توجه با شود.استفاده می

های ریزنمونه استریل، ریزنمونهیابی به دستپس از فاز اوخ  این پژوهش در دو فاز اجرا شد، در ت.اس اخیر هایساخ

 KINیا  BAPبه تنهایی و یا در ترکیب با  NAA یا  D-2,4هورمون های منتلف غلظتهمراه با  MS برگ در محیط

ی برگی جهت تعیین بهترین محیط کشت برای فاز سوسپانسیون سلولی، دو ریز نمونهبه منظور کالزایی کشت گردید. 

 B5 (Gamborg) وN6(chau)، (Eriksson) ER،(wody plant medium) WPM، MS  ،هایکشت و کالوس به محیط

ی تغییرات یابی به محیط کشت مناسب، جهت بررسکشت گردید. پس از دست D-2,4گرم در لیتر میلی 5/0حاوی 

م در لیتر به همراه گرمیلی 5/0در غلظت  D-2,4با  B5و MSهای کالوس در محیط ریزنمونهبیوسنتز ترکیبات فنلی، 

در فاز ن کشت شدند. وپلی ونیل پیرولید و زردچوبه ،های منتلف زغاخ فعاخ، اسید سیتریک، اسیدآسکوربیکغلظت

های در غلظت D-2,4به همراه هورمون  B5و  MSشامل محیط کشت ها به محیط کشت سوسپانسیون دوم کالوس

ها و رسیدن به فاز رشد مطلوب تمام شد. پس از تکثیر سلوخ داده انتقاخساکارز در لیتر گرم  00و 00و مقدار منتلف 

نتایج آزمایش نشان داد که محیط کشت  کیتوزان تیمار شدند. جاسمونات وها با الیسیتورهای متیلسوسپانسیون

1/2MS  متر( داشتمیلی 005/0ها )ساقه (0/22) بر تعداد و قطررا  گرم در لیتر زغاخ فعاخ بیشترین تاثیر 2همراه با. 

 D-2,4گرم در لیتر میلی 5/0حاوی  MSگرم( در محیط  88/2و  0/22بیشترین مقدار وزن تر و خشک کالوس )

مشاهده  B5گرم( در محیط کشت  0/0های منتلف بیشترین وزن خشک )کشت در مقایسه بین محیطمشاهده شد. 

در  (ml/µg 9/22ها )میزان فنل در کالوس( و کمترین g/mlµ721کشت )گردید. بیشترین میزان فنل در محیط

سوسپانسیون بیشترین وزن خشک سلوخ در  لیتر زردچوبه مشاهده شد. در فاز میلی گرم در 2000محیط حاوی 

گرم میلی 25/0و  5/0در غلظت  D-2,4گرم در لیتر ساکارز مشاهده شد. همچنین هورمون  00و 00حاوی  B5محیط 

 گرم وزن خشک( و 25/0شاخص رشد ) 20بیشترین رشد سلوخ در روز  .گردید لیتر باعث افزایش وزن خشک در



 

 

 خ

 

طبق  گرم در لیتر ساکاروز مشاهده شد. 00حاوی   B5در محیط (2050000) بیشترین تعداد سلوخ نیز در همان روز

منتون و  ، درصد، لیمونن، تیموخ، 90/8ترکیبات مهمی مثل منتوخ به میزان   GC/Massنتایج بدست آمده از آنالیز

در راستای تولید تواند به عنوان جایگزینی سودمند نتایج حاصل از این پژوهش میخ مشاهده شد. روکاکارو

 گردد.استفاده سلولی  فناوری از جمله کشتهای منتلف زیستهای ثانویه با روشمتابولیت

 ،فنلمنتول سوسپانسیون سلولی،کالزایی، ،.Mentha arvensis Lکلمات کلیدی: 
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 گیاهان دارویی-4

 تعریف و اهمیت گیاهان دارویی -4-4

ها و شود )بوته، درختچه و درخت( که در درمان بیماریگیاهان دارویی به گستره وسیعی از گیاهان اط ق می   

ای و طبی قرار گیرند. اکثر این گیاهان در سه گروه عطری، ادویهیا در پیشگیری از بروز آن مورد استفاده قرار می

توانند باشند، به های انسانی میهای موثر در درمان بیماریرویی منبع با ارزشی از متابولیتگیرند. گیاهان دامی

، حداقل 2که تنمین زده شده، حدود هفتاد هزار گونه گیاهی از گلسنگ تا درختان تنومندی چون ژینکوطوری

زارع اند )ری استفاده شدههای دور تا کنون، به عنوان دارو در جوامع بشیک بار در طوخ تاریخ طب از گذشته

 .(2082کاریزی،

طی صنایع غذایی و بهداشتی از دیرباز مورد توجه بوده است ولی در  ،استفاده از گیاهان دارویی در طب سنتی

ض جانبی و ربه دلیل عوا ،با منشا گیاهی هاییدارومصرف مردم به هر چه روز افزون با گرایش  های اخیرساخ

تاکید سازمان بهداشت  ،بحث بیشتر شده است. از سوی دیگر اینوجه جهانیان به ت ،سوء داروهای شیمیایی

سبت به سرمایه ن جهانی در جایگزینی تدریجی مواد طبیعی به جای مواد شیمیایی موجب شده تا کشورها

ی، گذاری، برنامه ریزی کشت و تولید انبوه گیاهان دارویی در سطوح صنعتی و استفاده از آن در صنایع داروی

ها را در جایگاه دارویی، کشت و تجارت آن و غذایی اقدام کنند. چنین توجه و اقبالی به سوی گیاهان بهداشتی

اقتصادی مناسبی قرار داده است، اما با توجه به پیشینه کهن استفاده از گیاهان دارویی در ایران، چنین به نظر 

کشور به خوبی بهره برداری کنیم و در جایگاه مناسبی در  های موجود درایم ازظرفیترسد که هنوز نتوانستهمی

 (.2085؛ سیفی، 2029 ،یگیدبیعرصه تجارت جهانی گیاهان دارویی جایی برای خود پیدا کنیم )ام
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  4فناوری زیستی- 4-2

ده برای هایی با استفاده از موجودات زنبرای توصیف فرآیند 2922کلمه فناوری زیستی برای اولین بار در ساخ    

تعریف حاضر از  .تولید یک محصوخ یا اجزای یک فرآیند مانند کارخانجات صنعتی مورد استفاده قرار گرفت

هر گونه فعالیت هوشمندانه بشر درخلق، بهبود و عرضه محصگگگوخت گوناگون با  "ست ازا فناوری زیستی عبارت

 ,Van) باشد.یم ها در سطگح مولکگولیآناری ژنتیکی کصوصاً از طریق دستاستفاده از موجودات زنده من

های گذشته منحصر به کشورهای توسعه یافته نبوده و کشورهای در (. استفاده از فناوری زیستی در دهه2009

یابی به آن گذاری در این بنش به دنباخ دستحاخ توسعه نیاز به استفاده از آن را احساس کرده و با سرمایه

باشد. زیست فناوری که امروزه مهمترین کاربرد فناوری زیستی در بنش کشاورزی میتوان گفت اند. میبوده

اسمعیل زاده و گیری داشته است )های منتلف از جمله گیاهی کاربردهای چشمکشاورزی در زمینه

 (.2092شریفی،

  های ثانویهاهمیت متابولیت -4-9

بهاترین ترکیبات شیمیایی گیاهی هستند، که جزء گرانهای حاصل از متابولیسم ثانویه گیاهی تولید فرآورده   

آوری گیاهی امکان تولید تجاری آن به وسیله رآکتورها فراهم گردیده است، با فنامروزه با استفاده از زیست

های ثانویه را در شرایط آزمایشگاهی تولید نمود. تحقیقات زیادی در توان متابولیتاستفاده از کشت بافت می

های ثانویه صورت گرفته است. خزم به ستفاده از کشت سوسپانسیون و سلوخ گیاهی برای تولید متابولیتزمینه ا

های گیاهی در درمان ای از مواد هستند که به صورت عصاره یا پودرهای ثانویه دستهذکر است که متابولیت

انویه گیاهی با خصوصیات دارویی، های ثتولید متابولیت شوند.های شایع به کاربرده میبسیاری از بیماری

بهداشتی و صنعتی در شرایط آزمایشگاهی، فواید زیادی در مقایسه با استنراج این مواد از گیاهان، تحت شرایط 

شود که کیفیت مواد حاصل در طوخ زمان تغییر نکند. کنترخ دقیق پارامترهای منتلف، سبب می طبیعی دارد.

  .(90فارسی و ذوالعلی،ا ٌتحت تاثیر شرایط آب و هوایی و آفات است )در حالی که در شرایط طبیعی مرتب

                                                 
1 - biotechnology 
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 کشت بافت-4-1

هر اندامی از گیاه اعم از سلوخ انفرادی، بافت و یا اندام در  2ایکشت بافت به طور کلی به کشت درون شیشه

شت بافت به عنوان های کدر حاخ حاضر تکنیک(. 2090ذوالعلی،  شود )فارسی وشرایط کام  استریل ات ق می

گیرد. ع وه بر آن در ابزاری قوی جهت مطالعات اساسی و کاربردی بیولوژی گیاهی مورد استفاده قرار می

توان در حاخ حاضر میای در اص ح گیاهان داشته است. های تجاری گستردهها کاربردهای اخیر این روشساخ

ر کشورهای توسعه یافته و نیز در حاخ توسعه خصوصاً گفت که کشت بافت به مرحله بلوغ خود رسیده است، د

 (. 2088های آسیایی به صورت گسترده مورد توجه قرار گرفته است )اثنی عشری و خسروشاهی، کشور

 

 های سلولی تمایز نیافتهکشت کالوس یا توده-4-5

شکل ای سلولی بیهتودههای حاوی آگار که منجر به تولید های جدا کشت گیاهان بر روی محیطکشت اندام   

مرحله شروع تشکیل کالوس، تقسیم سلولی و تکثیر و تمایز  0نامند. که شامل میگردد را کشت کالوس می

ها برای تقسیم، شود. در مرحله اوخ )تشکیل کالوس( همزمان با آماده شدن سلوخهای کالوس میسلوخ

 .(2090)فارسی و ذوالعلی یابد متابولیسم سلولی افزایش می

  

 ای باززایی در شرایط درون شیشه-4-6

ورزی ژنتیکی در گیاهان عالی، به ای و اعماخ فنون دستهای درون شیشهموفقیت در بسیاری از تکنیک   

زایی و ای بستگی دارد. باززایی به فرآیند تمایز سلولی، هستهباززایی موفق گیاهان در محیط درون شیشه

شود )فارسی و ذوالعلی، های گیاهی یا یک گیاه کامل تشکیل مید که در نتیجه آن اندامشوزایی اط ق میاندام

2090.) 

                                                 
1 - in vitro 
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 کشت سوسپانسیون سلولی-4-7

های قابل تبدیل به گیاه مادری را ایجاد می کند، ولی بافت آن یکنواخت نیست. به منظور کالوس ایجاد سلوخ   

(. کشت 2088شود )امیدی و طباطبایی، استفاده میهای یکنواخت از سوسپانسیون سلولی تولید سلوخ

های سلولی با سرعت تقسیم زیاد که در یک های منفرد یا تودهای از سلوخسوسپانسون عبارت است از مجموعه

های تحقیقاتی و کنند. کشت سوسپانسیون سلوخ گیاهی هم برای فعالیتمحیط مایع در حاخ گردش رشد می

ها های زیادی دارد. از مزایای مهم این نوع کشت بافت تماس مستقیم اغلب سلوخبردهم برای اهداف تجاری کار

های سلولی در این باشد. همچنین اندازه کوچک تودهبا محیط کشت و در نتیجه عدم تاثیر شیب غلظت می

شود. یشی میهای رشد و سایر مواد آزماسیستم موجب نفوذ سریع و بهتر و در نتیجه یکنواختی اثر تنظیم کننده

شود که از آن جمله های تحقیقاتی و تجاری کشت بافت تولید میاین روش برای اهداف منتلفی در آزمایشگاه

های ثانویه به منظور مصارف دارویی و صنعتی را نام برد که بیشترین کاربرد کشت توان تولید متابولیتمی

دارویی جدید )که تا کنون در گیاهان کامل یافت های سوسپانسیون سلولی، تولید مواد شیمیایی و پروتئین

(. به طور معموخ سوسپانسیون سلولی با انتقاخ کالوس به 2088باشد )اثنی عشری و خسروشاهی، اند( مینشده

محیط کشت مایع )دارای ترکیب مشابه با محیط کشت کالوس( و تکان دادن آرام سوسپانسیون با استفاده از 

آید. در این حالت گراد به دست میدرجه سانتی 25دور در دقیقه و در دمای  200شیکر افقی با سرعت 

ها با کنند که دارای تجمعی از سلوخشوند و تولید سوسپانسیونی از سلوخ میهای کالوس از هم جدا میسلوخ

 (.2088 شوند )امیدی و طباطبایی،های انفرادی را نیز شامل میهای منتلف هستند و سلوختعداد و اندازه

 مراحل چرخه رشد سوسپانسیون سلولی -4-7-4

: در این مرحله 2مرحله خفته نمایند:سلوخ های کشت سوسپانسیونی پنج مرحله زیر را در چرخه رشد طی می   

گیرد. در این مرحله ممکن است شوند و تقسیم سلولی صورت نمیها به محیط کشت تازه منتقل میسلوخ

 ها تولید شود و یا سرعت یک فعالیت فیزیولوژیکی در آنها افزایش یابد.لوخهای خاصی در سمتابولیت

                                                 
1 -log phase 
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: در این مرحله یک دوره تقسیم سلولی قرار دارد. این فاز یک محدوده زمانی کوتاه در اوایل 2مرحله تصاعدی

 یابد.کشت است که طی آن سرعت رشد افزایش می

 یابد.ها افزایش مییم شدن سلوخشود ولی روند حج: تقسیم سلولی کند می2مرحله خطی

 یابد.ها و همچنین حجیم شدن آنها کاهش می: در این مرحله سرعت تقسیم سلوخ0مرحله کند شدن 

)اثنی  یابدها کاهش میمانند و در طی آن وزن خشک سلوخها ثابت می: تعداد و اندازه سلوخ4مرحله سکون 

 .(2088عشری و خسروشاهی، 

 

 های رشدکنندهتنظیم -4-8

شوند و رشد و نمو را های رشد ترکیبات آلی هستند که به طور طبیعی در گیاهان عالی سنتز میکنندهتنظیم   

ای های رشد که در کشت بافت گیاهی از اهمیت ویژهدهند. دوگروه اصلی از تنظیم کنندهتحت تاثیر قرار می

تورم  ها القا تقسیم کالوس، تقسیم سلوخ،عمومی اکسین باشند. ویژگیها میها و سایتوکینینبرخوردارند اکسین

شود و بافت کالوس های باخی اکسین، ریشه تشکیل نمیشود. در غلظتهای نابجا میها و تشکیل ریشهبافت

دی کلروفنوکسی استیک اسید -4،2گردد. ترکیباتی که بیشترین کاربرد را داشته و بسیار موثراند، ایجاد می

(2,4-D) فتالین استیک اسید و ن(NAA) ها مشتقات آدنین بوده و نقش مهمی در القاء باشند. سیتوکنینمی

 (BA)، بنزیل آدنین (KIN)نمایند. ترکیباتی که بیشترین استفاده را دارند، عبارتند از کینتین ساقه دهی ایفا می

روند. اگر همراه با شد و نمو به کار میها غالبا برای تحریک رو ذآتین. این هورمون  (BAP)یا بنزیل آمینوپورین

به طورکلی  .(2090همکاران، بنشند )فارسی واکسین به کار برده شوند، تقسیم سلولی را سرعت می

تشکیل و تکثیر طویل شدن سلوخ،  های رشد )اکسین و سایتوکینین( با تحریک تقسیم سلوخ،کنندهتنظیم

 (.2088کنند )اثنی عشری و خسروشاهی، ای تسریع میکالوس را در شرایط درون شیشه

                                                 
1 - Exponential phase 
2 - Linear phase 
3 - Deceleration 
4 - Stationary phase 
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 الیسیتور -4-3

 بیوسنتز باعث دفاعی هایپاسخ القای طریق از که هستند زیستیغیر و یا زیستی منشأ با ترکیباتی الیسیتورها   

 ساکاریدها،پلی شامل زیستی الیسیتورهای(. Zhao et al. 2001) شوندمی ثانوی هایمتابولیت انباشت و

ها گیاهان )سلولز و پکتین( و میکروارگانیسم ها،سلوخ قارچ دیواره قطعات یا و هاگلیکوپروتئین ا،هپروتئین

 دارای است ممکن زیستی الیسیتورهای (.Vasconsuelo and Boland, 2007) باشدمی )کیتین و گلوکان(

 ترکیبات ای ازمجموعه و رقارچ و عصاره منمنامشنص مانند  یا و کیتوزان باشند و کیتین مانند مشنص ترکیب

ثانوی  یهاتیمتابول یفناورستیمربوط به ز هایپژوهشدر  زیستی باشند. به طور کلی استفاده از الیسیتورها

هایی در زمینه مسیرهای بیوسنتزی که منجر به یافته کسب کند: ننستی دو هدف اصلی را دنباخ میاهیگ

در های ثانوی برای کاربرد تجاری. دوم افزایش تولید متابولیت شود.های ثانوی میتشکیل و تنظیم متابولیت

های زیستی و غیر زیستی از طریق فعاخ خواران و دیگر تنشها، حشرات، علفبه حمله پاتوژن طبیعت گیاهان

های فوق ها، پاسخنظیر فیتوالکسین های ثانویهای دفاعی شامل القای تشکیل متابولیتکردن مکانیسم

 Vasconsuelo and) دهندسدهای دفاعی ساختاری مانند رسوب لیگنین در دیواره سلوخ پاسخ می حساسیتی و

Boland, 2007) .شوند. در ای تولید میهای ثانویه اغلب در واکنش به تنش تغذیهدر گیاهان کامل، متابولیت

ها باشد. همچنین تواند عامل محرکی برای سنتز فرآوردهای میای نیز تنش تغذیهمحیط درون شیشه

کنند. بهترین مثاخ در این های خاصی را تحریک میهای میکروبی گیاهان کامل، اغلب سنتز متابولیتآلودگی

شوند. به منظور درک مکانیسم عمل های قارچی است که باعث تولید برخی ترکیبات محرک میرابطه پاتوژن

گیاهان در سطح آنزیمی بررسی شده است. اگرچه های ثانویه عوامل محرک، اثرات آنها بر روی متابولیت

شوند، هنوز های ثانویه گیاهی میمکانیسمی که به واسطه آن عوامل محرک باعث افزایش بازدهی تولید متابولیت

ولی بدیهی است که اگر یک عامل محرک مناسب برای تحریک سنتز فراورده خاصی انتناب شود، روشن نیست، 

 (.2088دار خواهد بود )اثنی عشری و خسرو شاهی، اضح و معنیاثر تحریکی آن کام  و
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 سنتز منتولمراحل بیو -4-04

گرم، ماده 22/250و وزن ملکولی  OH19H10C( با فرموخ شیمیایی 2-2ترکیب با ارزش منتوخ )شکل   

 شود.کریستالی سفید براق است که در دمای اتاق به صورت جامد مشاهده می

 

  
 

 (. al,2005 etRodneyهای منتوخ )کریستاخ-Bساختار شیمیایی منتوخ  - A( 2-2شکل)

 

به ژرانیل   (DMAPP)یروفسفاتپ یلآل یلمت ید و (IPPژرانیل فسفات سنتتاز اولین واکنش ترپنوئیدی )

(، ترانس ایزوپیپریتنوخ L3OHهیدروکسی ز)-0-(، لیموننLSکند.لیمونن سنتتاز)فسفات را کاتالیز می

(، منتون PR(، پولیگون ردوکتاز)iPl(، سیس ایزوپولیگون ایزومراز)iPR(، ایزوپیپریتنون ردوکتاز)iPDاز)دهیدروژن

ای سنتزمنتوخ شرکت مرحله 8هایی هستند که در مسیر ( دیگرآنزیمMFS( و منتوفوران سنتتاز)MRردوکتاز)

شود تون ردوکتاز کاتالیز میباشد توسط منکنند و آخرین مرحله که تبدیل ملکوخ منتون به منتوخ میمی

(.2005et al Rodney.) 

A B 
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 (. al.2005 etRodney) سنتز منتوخ بیو مراحل (2-2)شکل

 

های مجزا از جمله پ ستید، سیتوزوخ، میتوکندری و شبکه آندوپ سمی صورت ها در اندامکهر کدام از واکنش

سنتتاز که  لیموننشود. میانجام  پ ستیدن در منوترپ بیوسنتز اولیهراحل (. م 2005al etRodney ,گیرد )می

حمل کننده  پروتئین پیش یکمنوترپن در گونه نعناع، به عنوان  بیوسنتزدر  اختصاصیمرحله  اولینمسئوخ 

ماده ده  یشفسفات )پ دی ژرانیلشدن  حلقویسنتتاز  لیموننشود. میترجمه  طویل پ ستیدیگذرا  پپتید یک

 تریناز ساده یکی لیموننفسفات به  دی گرانیل تبدیلکند. یم یزرا کاتال یموننل منوترپن( به یکربنه عموم

سنتاز  یموننل cDNAاز  kDa 4/22مولکولی با جرم  پروتئین یکاست.  ترپنوئیدهاشدن  حلقوی هایواکنش

 لیموننان . مکدهدمیرا نشان  آمینو پایانهدر  پپتید یکآن حضور  اسیدآمینه توالی تجزیهشود و یم یدتول

خارج از  ترپنوئیدها متابولیسمبنش از  یاشاخه  چندیندارند.  پ ستیدیها منشاء کرد که منوترپن تائید سینتاز

منوترپن  یسمدر متابول یدهد. پولگان نقش مرکزمیرخ  میتوکندریو  آندوپ سمیشبکه  سیتوزوخ،در  پ ستید

پولگان است که در  یر،مس یانیمحصوخ م .منتون به عهده دارد منتوفوران و یماده برا یشدر نعناع را به عنوان پ

تواند از میمنتوفوران  جانبیکرده و محصوخ  تولیدمنتون  سیتوزولی دهد. پولگان ردوکتازیرخ م یتوزوخس

 (.Turner et al. 1999شود ) تسریعقرار دارد  آندوپ سمیکه در شبکه  سینتازپولگان توسط واکنش منتوفوران 
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 L.  Mentha arvensisشناسیگیاه -4-44

 ,Mint  Field Mint, Corn mint :متداوخاسامی -2-22-2

  .Mentha arvensis L:علمی نام

 Lamiaceae: خانواده

 L.   arvensisگونه شناسیگیاه خصوصیات -4-44-2

   Mentha arvensis L.   متعلق به خانوادهLamiaceae  )از واریته )نعناعیان piperascens .یعلف یاهیگاست 

هیبریدی  باشد.می 2n=72باشد. گیاهی هگزاپلویید با عدد کروموزومیو دارای دو نوع خزنده و زیر زمینی می ایپا

 4تا  0های نعناع به (. ضنامت ریشهHusseian et al, 2010است ) M.aquaticaو  M.arvensisاز دو گونه 

های نابجا به درون زمین نفوذکرده است که از ای از ریشهها، دستهرهاز نوع اوخ آن در محل گ رسد.متر میسانتی

های زیرزمینی نعناع به رنگ سفید، نازک و شود. اندامسمت مقابل آن یک شاخه قائم، برگدار و کوچک خارج می

ار ریشه نعناع چندان عمیق نیست و به صورت پراکنده در سطح خاک قر .رسندمتر میسانتی 20تا  5به طوخ 

ها در آنها به رنگ قرمز مایل به بنفش یا مایل به به واسطه وجود آنتوسیانین دارد. ساقه این گیاه چهارگوش و

 200تا  00ارغوانی است طوخ ساقه متفاوت بوده و به شرایط اقلیمی محل رویش گیاه بستگی دارد و بین 

ابات بیشتری برخوردار است. در محل هر متر است. قسمت باخیی ساقه نسبت به قسمت پایینی از انشعسانتی

متر، سانتی 5-2× 2-2ها بلند به طوخ شود. برگی این گیاه دو برگ متقابل دیده میهای ساقهیک از گره

ها به رنگ شوند. رگبرگبیضوی شکل، نوک تیز، دندانه دار، کمی پوشیده از کرک و به رنگ سبز مشاهده می

های این گیاه بنفش روشن یا کم و بیش ارغوانی مایل های فراوانی هستند.گلبآبی و در پهنک برگ دارای انشعا

های مجتمع ها به صورت خوشهگردند. گلهای مرداد و شهریور ظاهر می( که در ماه0-2)شکل  به بنفش است

کمی پس ها کوتاه بوده و مدت گل تشکیل شده است. عمر گل 2تا  0روی محورهایی قرار دارند که هر محور از 
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شوند. نعناع میوه کپسولی کوچک به رنگ قرمز تیره دارد. بذر این گیاه فاقد قوه از تشکیل از گیاه جدا می

 (.Brick Ell 1996رویشی است )

 

 
 Menthea arvensisبرگ گیاه  -Mentha arvensis B گلتصویری از  – A( 0-2)شکل

 

 Mentha arvensis گیاه اجزا -4-2شکل

 

 اکولوژی نیازهای و جغرافیایی کنشپرا -4-44-9

. در دانندمی نعناع منشا را آسیا شناسانگیاه از ایدر مورد منشا این گیاه اخت ف نظرهایی وجود دارد. عده   

که، برخی دیگر منشا آن را انگلیس دانسته و معتقدند که این گیاه در قرن هفدهم در انگلیس به وجود حالی

 در را. نعناع رویدمیطق معتدخ آسیا، اروپا، شماخ آمریکا و استرالیا در سطوح وسیعی آمده است. نعناع در منا
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 کندیم دیتول اسانس یادیز مقدار مرطوب و سرد نسبتا میاقل در افتهی رشد اهیگ .کرد کشت توانمی نقاط اکثر

 -22 دمای تا قادرند گیاه این زیرزمینی های. اندامباشدنمی مناسب گیاه این کشت برای سرد خیلی مناطق اما

 نمو و رشد در تسریع منظور به مناسب حرارت درجه. کنند تحمل محدودی مدت برای هم را گرادسانتی درجه

 باشد قرارگرفته هیسا در اهیگ اگر. است گرادسانتی درجه 20 تا 28 اسانس تولید در افزایش همچنین و گیاه

بعضی  .دهدیم شیافزا را مواد نیا مقدار دیشد یسرما کهیحال رد ابدییم کاهش آن در منتوخ یاسترها مقدار

 اسانس تولید مقدار(  گراد سانتی درجه 25 تا 22) باختر هایاز محققان معتقدند که هر چند در درجه حرارت

. مقدار گردد( تاثیر منفی داشته و باعث کاهش آن میمنتوخولی در مقدار اسانس ) یابد،می افزایش گیاه در

 موجود غذایی مواد همچنین و نورکافی ، آب رطوبت، مقدار با مستقیمی رابطه فلفلی نعناع در شده تولید اسانس

 .(2084 امیدبیگی،)  شود می عملکرد افزایش باعث و داشته خاک در

 

 یدرمان اتیخصوص -4-44-1

 تازه برگ و دارگل یهاشاخهسر. است آن دارگل سرشاخه ای و برگ نعناع، ییدارو استفاده مورد یهاقسمت   

 نیتسکبر اثر  ع وه موجود منتوخ نیهمچن و داشته تشنج ضد و نفخ ضد معده، یمقو ،یروبنشین اثرات اهیگ

اثر بازدارنده بر رشد  آنعصاره  نی(. همچن2020 ،ی)زرگر گرددیم محسوب یقو ویروس یآنت از درد

خارش،  قارچی،ها مانند آکنه، عفونت از بیماری ایگسترده فطیدرمان  برایروغن نعناع میسیلیومی قارچ دارد. 

کولون  ی،روان یخستگ ی،افسردگ ی،خواب آلودگ یجه،گاخ، سرگ سوختگی،آفتاب روماتیسم،سردرد، دندان درد، 

تنش،  ی،و اخت خت عصب ینهاحتقان س یه،درد معده، سوء هاضمه، قولنج، ذات الر سوزش و ینوس،س یک،اسپاست

 در شده انجام هایبررسی در همچنین(.  2080 همکاران، و)جعفرنیا  شودمیاستفاده و وبا  یت، برونشآسم، سل

 .کندیم یریجلوگ هاسلوخ نیا یروشیپ از یفلفل نعناع اسانس که شده مشنص موش سرطانی هایاندام

از گلوکز در  یناش ییزدا تیو سم دیریسیگلیتر سطح و کلستروخ کاهنده عنوان به گزارشات یبرخ در نیهمچن

 با همراه نعناع اسانس از رانیا در حاضر حاخ در(. Samarth et al, 2009شده است ) یمعرف یابتید یهاموش
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 قرص. شودیاستفاده م است، دهیرسبه ثبت  رانیکه در ا ریز یاهیگ یدر ساخت داروها یاهیگ یهاگونه گرید

 آورنده نییپا :مصرف)موارد  کومیآل دارروکش قرص(، دهان و گلو طمنا التهابات: مصرف)موارد  نیآلتاد یدنیمک

(، ساده یهااسهاخ :مصرف)موارد  پ نتازخ گرانوخ(، اشتهاآور نفخ، ضد ن،ییشرا تصلب ضد خون، یچرب و فشار

)موارد  نیکارام پودر(، معده نفخ و تیگاستر عشر، یاثن زخم و معده زخمدرمان  :مصرف)موارد  سیدرگل قرص

 یگوارش اخت خت و نوزادان درددخ  :مصرف)موارد  کسچریم یکاراو شربت( نفخ همراه هضم اخت خت: صرفم

 مانت یدنیجو قرص(، سرفه و یسرماخوردگ در گلوالتهاب  :مصرف)موارد  ماسومنت یدنیمک قرص(، کودکان در

قارچ  :مصرف)موارد  منتاژخ ژخ (،دهان کننده شبوووخ معده نفخ گوارش، دستگاه یهااسپاسم :مصرف)موارد 

 نعناع اسانس(. یسطح یهایسوختگ و هایدگیگز و سوزش و خارش ضد ران، کشاله و پا انگشتان یخ یکچل

 .(2088 ،ی)معاون است موثر یشکم یهاکرامپ بهبود در یفلفل

 

 L.   Mentha arvensisدر اسانس ویژگی -4-44-5

 دو هر در اسانس محتوی هایحفره .شودیم انجام یدهگل از قبل اهیگ کل از اسانس استنراج یکل طور به

 استشمام مطبوع و معطر یبو اهیگ نیا یهوای یهاقسمت هیکل از اسانس وجود واسطه به. دارند وجود برگ طرف

 با. گرددمی ذخیره رویشی پیکر در گیاه رویش ابتدای در اسانس. است تند کمی و خنک ایو دارای مزه شودیم

 با که شودمی ذخیره و ساخته کوتیکوخ زیر هایحفره در اسانس. یابدمی افزایش اسانس سنتز سرعت گیاه، درش

 نامشنص هنوز قیدق یترشح سمیمکان. شودیم لیتشک یترشح یهاسلوخ رأس وارهید از کوخیکوت شدن جدا

 کوخیکوت بیتنر توسط ای وخکیکوت قیطر از فرارها پنش قیطر از اسانس اجزاء ترشح شده فرض چه اگر است،

 یروزها. ردیگیم قرار ینور دوره شدت ریتاث تحت اسانس عملکرد و اهیگ رشد یفلفل نعناع در. شودیم انجام

 انیجر با بلند یروزها کهیحال در شودیم ادیز یهااستولون و کوچک یهابرگ خزنده، اهانیگ موجب کوتاه

. شودیم اسانس عملکرد نیباختر و ادیز یهاگل و برگ ستاده،یا اناهیگ دیتول باعث شب در باخ دما و فتون
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 و باخ فتون انیجر بلند، یهاروز. دهندیم قرار ریتاث تحت را اسانس باتیترک ط،یمح یشدت نور، طوخ روز و دما

 (.Samarth et al, 2009) شودیم منتون شده دیاکس یهامنوترپن تجمع باعث سرد یهاشب

 

 

 

 
 (Saric-Kundalic et al,2009سپرمانند نعناع ) یاغده کرک یکل طرح -5-2 شکل

 
 

 غدد یسلول یولوژیب مطالعه یبرا یمناسب مدخ عنوان به نعناع اهیگ سپرمانند (2-5ی)شکل اغده یهاسلوخ

 (.Koerper et al,1999) رودیم کار به منتوخ وسنتزیب یشناس میآنز و یمولکول کیژنت توسط یاهیگ اسانس

 

 L.   Mentha arvensisاسانس ترکیبات -2-44-6

درصد منتوخ،  80-20درصد روغن است که اسانس آن دارای ترکیباتی از قبیل  0/2 -0/2 آن شامل باتیترک   

 Savita Andباشد )درصد متیونین، و ترکیباتی چون لیمونن، پنتین، و کاریوفلین می 8درصد متیل استات،  20

Mohan,2002.) 

 منتول یاقتصاد تیاهم-7 -4-44

 این اسانس تولید برای ایمحصوخت گیاه نعناع از ارزش تجاری قابل توجهی برخوردار است و به طور گسترده   

 شرایط دلیل به متحده ایاخت حاضر حاخ در گیاه این تجاری تولیدکننده مهم مناطق عمده. شودمی کشت گیاه

 سلول کلاهک غده

 سلول ساقه

 سلول پایه
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 از توانمی نعناع تولیدکننده دیگر کشورهای از(. Chakraborty et al, 2008) باشدمی مطلوب هوایی و آب

 ساخنه مصرف مقدار. (2084 بیگی،)امید برد نام مجارستان و آرژانتین فرانسه، ژاپن، برزیل، بلغارستان، روسیه،

 در آمریکا مورد این در. دخراست میلیون 000 به نزدیک اولیه ماده ارزش با تن هزار هفت جهان در نعناع اسانس

از نظر تجاری  .نمود استحصاخ کشت زیر زمین هکتار 40000 از اسانس تن 0200حدود 2992 ساخ

شناخته  هایمونوترپن بهترین از یکی قطعا منتوخ. هستند مهم بسیار منتوخ جمله از گیاهی هایایزوپرنوئید

به باشد. می .arvensisLاسانس گونه شده است که به عنوان یک ترکیب خالص و یا جزء ضروری تشکیل دهنده 

اسانس  %00کنند. از اسانس نعناع را از این گیاه استنراج می %80-90های چین، ژاپن و هند طور متوسط کشور

در  %0صنعت تنباکو و  %22به عنوان طعم دهنده، %22در صنایع داروسازی،  %22به صورت مصرف خوراکی، 

 و شودمی تولید روش چند توسط تجاری مقیاس در مصنوعی منتوخ. شودیم استفاده وسیع طور بهموارد دیگر 

 .(Chakraborty et al, 2008) آیدمی دست به اسانس بنار تقطیر از خالص کریستالی شکل به

 

 لزوم تحقیق -4-42

 250اه به استفاده انسان از این گی باشد.میترین گیاه دارویی مطرح جهان ترین و پرمصرفنعناع یکی از مهم   

های معتبر به عنوان دارو یاد ها، پیکر رویشی و اسانس نعناع در اکثر فارماکوپهگردد. از برگهزارساخ قبل باز می

 باشند کهبرای تولید منتوخ می منابعی تنها جنس این اعضایهای منتلف اندام(. 2029)امید بیگی،  شده است

 نعناع جنس از منتلفی هایفعالیزیست این بر ع وهاست.  جهان در اقتصادی لحاظ ازها اسانس ترینمهم از یکی

 از ویروسی دض فعالیت، M.spicata ،M.arvensis ،M.piperitaء گونه 0 یمیکروب ضد فعالیت .است شده گزارش

 فعالیتت در برابرمحافظ قارچی، ضد فعالیت ، M.spicataگیاهی سلوخ سمیت ضد فعالیت ، M. piperitaروغن

 ملکولی سازیهشبی .است شده گزارش M. piperitaروغن های سرطانی و پیشگیری از پیشروی سلوخ  UVاشعه

 عنوان به نعناعو  گرفته قرار العهطم مورد نعناع در منتوخ تولید با رابطه در کلیدی هایآنزیم عملکرد بیان و

 این باخی تجاری ارزش به توجه با است فتهگر قرار استفاده مورد ساخ هزاران ،ارزش با معطر گیاه'و کننده شبووخ



 

 

76 

 

 .(Chakraborty et al, 2008) تاس اخیر هایساخ در مناسبی هدف منتوخ اسانس از بزرگ مقیاس در تولید ،گیاه

شود که شامل سنتز شیمیایی و استنراج اسانس در حاخ حاضر در دنیا از دو روش برای تولید منتوخ استفاده می

های باخ های شیمیایی ع وه بر داشتن دانش پیچیده و صرف هزینهباشد. تولید اسانسع میطبیعی از گیاه نعنا

تولید اسانس به صورت طبیعی نیازمند کشت  .داشته باشد انسانی برس مت نامطلوب اثرات تواندمیدر کشور ما، 

باشد ان اسانس از گیاه میوسیع گیاه نعناع و بهینه سازی شرایط محیطی به منظور بدست آوردن حداکثر میز

انبوه  تولیداست.  عزراعی و عملیات کاشت، داشت و برداشت نعناهای باخی بهکه خود متحمل صرف هزینه

سویی  از و باشدغیرممکن می یا شکل وم های شیمیایی عمدتاًازطریق روش مقیاس زیاد درها اسانسوسریع 

زیستی ازجمله کشت  کارهای فناوریاستفاده ازراه. بیعت استط از های منتلف مانع تامین این موادمحدودیت

 Mulabagal and) باشدهای ثانویه میسریع وانبوه متابولیت حلی مناسب برای تولیدسوسپانسیون سلولی، راه

Tsay, 2004; Rao and Ravishankar, 2002). 

بوده است که در نهایت سبب  L  Mentha arvensisسازی سوسپانسیون سلولیدر این مطالعه ت ش بر بهینه

های شود. همچنین با فراهم آوردن شرایط افزایش متابولیت ثانویه با اعماخ تیمارافزایش ارزش اقتصادی گیاه می

مناسب با تعیین بهترین تیمار در محیط سوسپانسیون سلولی میزان ترکیبات ثانویه، بویژه منتوخ را افزایش 

 دهیم.

 

 قیق: اهداف مشخص تح -4-49

 بهینه سازی کالزایی در گیاه نعناع -2

 تعیین مناسب ترین محیط و تیمار هورمونی به منظور کشت سوسپانسیون سلولی -2

 ها برای گیاه نعناعتعیین منحنی رشد سلولی و شاخص رشد سلوخ -0

 با استفاده از دستگاه  هابررسی میزان تولید متابولیت -4
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 سؤالات تحقیق: -4-41

 باشد ؟تولید متابولیت ثانویه منتوخ در کشت سوسپانسیون نعناع امکان پذیر میآیا  -2

 آیا تیمارهای اعماخ شده می تواند تاثیری در تولید منتوخ داشته باشد؟ -2

 گردد؟آیا تیمارها باعث تغییر در اجزای اسانس نعناع می -0

 

 های تحقیق:فرضیه - 4-45

 گردد.داکثر کالوس میتیمارهای اعماخ شده باعث تولید ح-2

 شوند .متابولیت های ثانویه در کشت سوسپانسیون تولید می-2

 شوند.تیمارهای منتلف باعث تغییر میزان متابولیت های ثانویه به ویژه منتوخ می-0
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 فصل دوم

 مروری بر تحقیقات انجام شده
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  منابع و تحقیقات انجام شده در موضوع یبررس -2

که  استفاده از تکنیک کشت سوسپانسیون در گیاهان دارویی کاربرد زیادی دارد. مواردی مشاهده شده است   

های موجود در کشت سلولی بیشتر از میزان آن در گیاه کامل است و حتی در کشت سلولی میزان متابولیت

شود. با توجه به آنکه در طبیعت سرعت و مقدار تولید ر گیاه اولیه تولید نمیشود که دهایی تولید میمتابولیت

تولید تجاری از منابع موجود اقتصادی نبوده و ضروری است برای تولید های ثانویه کم بوده، بنابراین متابولیت

طور بهینه استفاده  سوسپانسیون سلولی به های ثانویه و مواد دارویی از فنون کشتسریع و تجاری متابولیت

برای اولین بار حق ثبت اختراع برای تولید مواد از کشت بافت گیاهی را  2950گردد. نیکل و روتین در ساخ 

کسب کردند. همچنین محققان متعددی تولید ترکیبات مفید از کالوس و سوسپانسیون سلولی را گزارش کردند. 

و در کشت  berberinباکتریایی ماده ضد  Thalictrum minusبه عنوان مثاخ در کشت سوسپانسیون سلولی،

تولید شد. کشت کالوس گیاه  ajmalicineماده ضد فشار خون  Catharantus roseusکالوس گیاه 

Stizolobium hassjo  تولید دارو ضد پارکینسون دی هیدروکسی بنزین را به همراه داشت که همچنین به عنوان

ماده  .H.niger Lشناخته شده است. در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه  L-  Dopaدی اکسی فنیل آخنین یا 

های های ثانویه در غلظتآنتی کولینرژیک ان بوتیل بروماید مشتق شده از هیوسین تولید شد. برخی متابولیت

های کشت شده نسبت به گیاهان کامل از همان گونه مشاهده شده است که شامل بسیار باختر در سلوخ

ginsengoside  از گیاهPanax ginsing (22  درصد در کل  5/4درصد از وزن خشک سلولی در کشت بافت و

درصد در کل گیاه( و  2/2درصد در کشت بافت و  28) Morinda citrafoliaها از گیاه گیاه( آنتراکینون

باشد گیاه( می درصد در کل 5/2درصد در کشت بافت،  22) Lothospernum erythrorhizonشیکونین از گیاه 

(Linden, 2006.) 

 کشت در ... و نفوذپذیری القاء، فیزیکی، شرایط نمونه، ریز کشت، محیط ترکیبات نظیر متعددی عوامل

 قندها، قبیل از گیاهی های سلوخ کشت محیط اجزای عمده. موثرند ثانویه متابولیت تولید و سلولی سوسپانسیون

 .باشندمی ثانویه هایمتابولیت تجمع و رشد در مهمی هایشاخص ،رشد هایکننده تنظیم و نیترات فسفات،
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پروانش  سلولی کشت در آلکالوئید ایندوخ تجمع برای ساکارز غلظت بهترین که است داده نشان تحقیقات

(Catharanthus roseus) نیترات باعث افزایش و آمونیوم کاهش. است حجمی درصد وزنی 24 تا 22 های غلظت 

 و بربرین تولید نیترات به آمونیوم باختر هاینسبت که حالی در شود،می بتاسیانین و شیکونین دتولی افزایش

 تجمع بر منفی اثری و عمدتا شودمی سلوخ رشد افزایش باعث فسفات زیادی مقادیر. دهدمی افزایش را یوبیکینون

اسفند  در را و آلکالوئیدها پروانش یسلول کشت در را آجمالسین تجمع فسفات کاهش .دارد ثانویه هایمتابولیت

Peganum harmala)انگشتانه  گل در را دیگوکسین سنتز آن افزایش ( و (Purpurea dijitalise) را بتاسیانین و 

 مواد بر ع وه. کندمی تحریک (Phytolacca americana) سرخاب و (Chenopodium rubrum)تره  سلمه در

 موثر های ثانویهمتابولیت تجمع بر نیز اکسیژن و PHدما،  نور،: مانند تکش محیط شرایط کشت، محیط غذایی

افزایش  بر نور از محرومیت و بابونه گیاه کالوس هایکشت در هاترین سزکوئی ترکیب تجمع بر نوردهی. باشدمی

 به بناکسیدکر دی افزودن .دارد تاثیر (Citrus limon)ترش  لیمو کالوس هایکشت در هامونوترپن تجمع

 Mulabagal) است نموده القا را سینالوخ تشکیل و هامونوترین سنتز موسکات، انگور سلولی هایسوسپانسیون

and Tsay, 2004). از عبارتند باشند موثر ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش در توانندمی که اقداماتی سایر: 

 گلیکو ساکاریدها، پلی زنده غیر منمرو و اکتریاییب قارچی، منشاء با زنده القاگرهای سازها، پیش افزودن

 هایمتابولیت تشکیل در آغازگر عنوان به زانتان و سنگین فلزات هاینمک شده، فعاخ غیر هایآنزیم ها،پروتئین

 تحرک بی تولید، محل از محصوخ کردن دور اولتراسونیکاسیون، یا و کیتوزان مانند ساکاریدهایی پلی و، ثانویه

 برای مثاخ : (Rao and Ravishankar,2002 ). باخ کارآیی و تولید با هاییسلوخ انتناب گیاهی، هایسلوخ نمودن

در  دیاس کینیرزمار دیتول یبرا یسلول ونیجاسمونات در کشت سوسپانس لیو مت کیجاسمون دیاس فاکتور دو اثر

 95/222)کینیرزمار دیاس مقدار نیشتریب قیتحق نیقرار گرفت. در ا شیمورد آزما Mentha piperita اهیگ

 ماریت جاسمونات لیمت موخر کرویم 200ساعت با  24شد که به مدت  دهید ییهاوزن خشک( در نمونه گرمیلیم

 (. Krz-anowska et al, 2011) بودند شده
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سیتور یمطالعه که بر روی افزایش میزان ماده موثره منتوخ انجام گرفت مشنص گردید که استفاده از ال در

منتون با غلظت  ماریداشت. استفاده همزمان ت یشیبر میزان تولید منتوخ تاثیر افزا LSکیتوزان در محیط کشت 

منتوخ را نشان داد و  دیتول شیافزا لیپتانس کروموخریم 00غلظت  باy-cyclodextrin  ماریو ت کروموخریم 05

 دینسبت به شاهد گرد تریگرم در لیلیم 8/240منتوخ تا سطح  شیموجب افزا یقارچ توریسیال ماریت

(Chakraborty and. Chattopadhavy,2008). 

( انجام catharanthus roseus) گیاه پروانش سلولی سوسپانسیونو  زاییکال سازیینهبه یدر آزمایشی که برا 

یا  BAPگرم در لیتر . میلی/5به تنهایی و یا به همراه  D-2,4گرم در لیتر میلی 2 یحاو یهورمون تیماربا  .یدگرد

KIN یطدر مح یوزن خشک سلول یشترینب یسلول یوندر سوسپانس ینبهترین کالوس را تولید کردند. همچن 

)احمدی و شد  گیریاندازه BAP یتردر ل گرمیلیم 2به همراه  D-2,4 یتردر ل گرمیلیم 2 و 2 یحاو کشت

 (.2092همکاران،

 .Datura stramonium L اهیگ یسلول ونیدر کشت سوسپانس یتروپان یدهایآلکالوئ دیبررسی تول در

 رشد یهاکنندهمیتنظ یدارا MS طیدر مح یشفاف حاصل از جداکشت برگ یهااز کالوس یسلول ونیسوسپانس

منتلف ساکاروز،  ریدر مقاد به دست آمد. NAA تریدر ل گرمیلیم 2 و KINتریل در گرمیلیم 5/0 غلظت با

 نیا جینتا نیگرم در لیتر ساکارز در هفته هفتم بود. همچن 40ها مربوط به محیط دارای د سلوخبیشترین تعدا

 گرددیم یتروپان یهادیوسنتزآلکالوئیموجب کاهش ب میپتاس تراتیغلظت ن شیمشنص ساخت افزا شیآزما

ام شد مشنص انج Pueraria tuberoseدرتحقیقی که بر روی کشت سوسپانسیون گیاه  (.2080بنش،)ایران 

باعث افزایش میزان  سالیسیلیک اسیدجاسمونات و  متیلسیتورهای عصاره منمر، یگردید که استفاده از ال

 یمارساعت ت 48شده در  یدتول یزوف ونوئیدا یزانم یشترینب همچنینگردد. تابولیت ثانویه ایزوف ونویید میم

 .(Goyal and Ramawat,2008)با عصاره منمر در فاز سکون گزارش داده شد  یاهگ
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که میزان تولید  Cephaelis ipecacuanha ایپکاکوانا گیاه ریشه سوسپانسیون کشت از امتین و سفالین دیتول

شد  گزارش یادر شرایط گلنانه یگیاهان مادر یبرابر با مقادیر تولید یدر کشت سلول یشده این مواد آلکالوئید

(Richard ,1988.) 

اسپند  اهیدوگ منلوط یسلولونیدرکشت سوسپانس دیآلکالوئ نیبتاکربول دیتول دیتول یسکه در برر یقیتحق در

PeganumharmalaL. عطرسنگ وVarthemia persica DC. زانیم رشد هایانجام شد در حضور تنظیم کننده 

 یمتانول هعصار در نیهمچن. یافت افزایش( یمتوال هفته 4 یط)در  زمان شیافزا اثر در دیآلکالوئ نیا

 و)اصغری  شدند ییشناسا هارموخ و هارمالوخ ن،یهارم یهادیآلکالوئ اسپند یسلول ونیسوسپانس

 (Siyibumمیخارمر اهیگ یکشت سلول محیطدر  گنانیلنوف و درصد بیشترین دیتول (.2088همکاران،

marianum )2,4 تریدر ل گرمیلیم 2 حضوردر-D  تریدر ل گرمیلیم 5/2و KIN شهیکشت ر عات جداو قط 

 92 ییدر صد کالزا نیشترینشان داد که ب KIN و NAAکننده  میاستفاده از دو تنظ نیمشاهده شد. همچن

در تحقیق انجام شده بر روی  .صورت گرفت تریدر ل گرمیلیم 5/2و غلظت  شهیدرصد در قطعات جداکشت ر

 )موراشگ و اسکوک(، MS لوس در محیطهای کاص شد که سلوخمشن Achillea millefoliumگیاه بومادران 

های رشد گیاهی نتوانستند اسانس تولید کنند اما در بررسی مقدماتی بر روی عصاره همراه با تنظیم کننده

 اهمیت به توجه با (.2084اند )شمس اردکانی و همکاران،ها تولید تانن کردهکالوس مشنص شد که سلوخ

این  بیشتر چه هر تولید منظور به هاییروش دنباخ به تقاضا، محققین شافزای و گیاهی هایمتابولیت اقتصادی

 ثانوی هایمتابولیت بیوسنتز چگونگی با رابطه بیشتری در شواهد بافت کشت روش از استفاده با .هستند ترکیبات

 در ارزش با هایمتابولیت تولید زیست فناوری هایروش از استفاده با و آیدمی بدست آن مکانیسم تنظیمی نیز و

 بیشتر چه هر منظور تولید به مناسبی روش زیستی الیسیتورهای از افزایش داد. استفاده توانمی را گیاهان

 زیستی فعاخ الیسیتورهای ترکیبات رسدمی نظر باشد. بهدرون شیشه می کشت شرایط در ثانوی هایمتابولیت

 .دارند ثانوی هایابولیتمت تولید و افزایش دفاعی هایپاسخ القای در موثری نقش
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 فصل سوم

 کارمواد و روش
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 این تحقیق در آزمایشگاه بیوتکنولوژی پژوهشکده گیاهان دارویی جهاد دانشگاهی کرج انجام شد. مراحل کار   

 در دو فاز جداگانه انجام گردید.

 

 استریل ریزنمونه تهیه -9-4

آوری و به آزمایشگاه منتقل خانه پژوهشکده گیاهان دارویی جمعاز گل .Mentha arvensis Lچه نعناع گیاه   

 یکهای سالم و عاری از آفت و بیماری در محیط آزمایشگاه ابتدا به مدت ساقه ها،گردید. پس از جدا کردن برگ

 یرفلوا ینارشستشو داده شده و سپس در خم یظرفشوی مایعقطره   دو یا سهساعت در زیر آب جاری همراه با 

درصد یک با درصد کلر فعاخ  2به وسیله هیپوکلرید سدیمو پس از آن  یقهدق یکدرصد به مدت  20ابتدا با الکل 

دقیقه با آب  پنجبار و هر بار به مدت  سهها ها و ساقهگردید. در مرحله بعد برگ دقیقه استریل 20به مدت 

  و شدند.مقطر استریل، شستش

 

 مزرعهموجود در برگ و ساقه نعنا ع -2-0شکل

 

                                                 
1 - Naocl 
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 ایرفلو لامینار و آزمایشگاهی ادوات ظروف، کردن سترون -9-2

ای شامل ارلن، بشر و دیگر وسایل قابل اتوک و نظیر کاغذ واتمن، دستکش و همچنین آب مقطر ادوات شیشه   

 یسترون شدند. جهت ضدعفون یقهدق 20سفر به مدت اتم 5/2و فشار گراد سانتی 222 توسط اتوک و با دمای

قرار داده  یکیپ ست هاییسهو سپس درون ک یچیدهپ ومییینها را درون ورقه آلومآن ،هاها و اسکالپلکردن پنس

قبل از  ایرفلو خمینارکردن محفظه  استریل برای .بمانند باقی استریل وضعیتها در آن تا یدندو اتوک و گرد

 استفاده شد. درصد 20از پنبه آغشته به الکل شروع کار 

 

 کشت محیط -9-9

 کشت طیمح هیته روش -9-9-4

، تمام  ¼MS یا MS1/2به عنوان بستر کشت استفاده شد. )برای تهیه محیط کشت  MS یهکشت پا یطاز مح   

 مل استفاده شد.کا MSها و ساکارز و آگار به همان اندازه یتامینشدند، اما و 1/4و  1/2 یمعدن یهانمک

 رهیذخ یهامحلول هیته -9-9-4-4

شد.  یهته یازمورد ن یباتترک ییچند برابر غلظت نها یحاو یمادر یهاکشت، ابتدا محلوخ یطمح یهته یبرا   

، ×(2000)یا  ×(200، کم مصرف )×(20مادر عناصر پر مصرف ) یهاابتدا محلوخ یهکشت پا یطمح یهته یبرا

از فساد  یریبه منظور جلوگ یششدند. در طوخ آزما یهصورت مجزا تهبه ×( 200ها )یتامینو و×( 200آهن )

 یمیاییمواد ش یهشدند. کل یدارنگه گرادیسانت درجه چهار یو در دما ینچاخآنها در  یتمام ی،مادر یهامحلوخ

 هلند بودند. Duchefaکشت ساخت شرکت  یهایطمح یهته یمورد استفاده برا یهاو هورمون
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  4مصرفعناصرپر رهیذخ محلول-9-9-4-2

 لیترّمیلی 500در آب مقطر حل شدند و به حجم   ییبرابر غلظت نها 20 یزانمصرف ابتدا به معناصر پر   

 از آن برداشته شد.لیتر میلی 50رسانده شدند. برای تهیه یک لیتر محیط کشت 

 

  2مصرفعناصرکم رهیذخ محلول-9-9-4-9

و  2CoClمیکرو( ولی  یکبرابر کرده )محلوخ شماره  0یکرا  4CuSoو  2CoClف بجز مصرهمه عناصر کم   

4CuSo  میکرو( و با آب مقطر به حجم  2برابر کرده )محلوخ شماره  00یکراcc 200  رسانده شد. برای تهیه

 ه شد.برداشت دواز محلوخ شماره  یترل میلییک و  یکاز محلوخ شماره  لیتر میلی20لیتر محیط کشت  یک

 

 آهن رهیذخ محلول-9-9-4-1

EDTA   2Na  وO2H .74FeSO برابر کرده و با آب مقطر به حجم  20راcc 200  رسانده شد، سپس برای تهیه

 از آن برداشته شد.لیتر میلی 20لیتر محیط کشت  یک

 

 هانیتامیو رهیذخ محلول -9-9-4-5

ابتدا در آب مقطر حل شدند و سپس محلوخ  ییبرابر غلظت نها 20 یزانکشت به م یطمح یهایتامینو   

 یها برایتامینو یحجم مورد استفاده از محلوخ مادر رسانده شد. یترل میلی 200حاصل، با آب مقطر به حجم 

 بود. لیتردر  لیتر میلی 20کشت  یطمح یترهر ل یهته

 

                                                 
1 - Macroelements 

 
2 - Microelements 
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 رشد هایکننده تنظیم رهیذخ محلول-9-9-4-6

محلوخ  یهته ی. به طور جداگانه برایداستفاده گرد D-2,4و BAP ،KIN، NAA یهااز هورمون یقتحق یندر ا   

،  (NAA.مورد نظر، ابتدا در ح خ مربوط به آن هورمون حل شد یتوکنینسا یاو  ینگرم از اکسمیلی 20 یمادر

KIN   وBAP  یمقداردر NaOH 2,4نرماخ و یک-D  کهزمانیدرصد حل شد(، سپس  90چند قطره اتانوخ  در 

 یمادر یهامحلوخ که ینا یحرسانده شد. توضگرم در لیتر میلی 200محلوخ شفاف شد، با آب مقطر به حجم 

  .شدند ینگهدار یبعد یهااستفاده یبرا ینچاخرنگ در  تیرهتوسط ظروف 

 ریزازدیادی-9-1

های  در محیط کشت دو گره بودندیا  یکبه منظور ریزازدیادی، ریزنمونه های استریل شده که حاوی حداقل    

MS  ،1/2کاملMS  1/4و MS  کشت فعاخ زغاخ لیتر در گرم 2 یا 0با همراه و گیاهی رشد هایکننده تنظیم بدون 

 8و  روشنایی دوره ساعت20 در گرادسانتی درجه 24 دمای با رشد اتاق به شده کشت تیمارهای سپس. شدند

 دستگاه با نور شدت. شد داده انتقاخ روز 00 مدت به لوکس 4500و 2500 نور شدت با تاریکی دوره ساعت

 .(0-2)شکل گردید تنظیم کولیس

 

 محیط در شده باززا هایگیاهچه -C .فعاخ زغاخ فاقد MS محیط در شده باززا هایگیاهچه -B .کولیسدستگاه  -A ( 0-2شکل )

 فعاخ زغاخ حاوی
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 ریزازدیادی در گیریاندازه صفات-9-1-4

 از استفاده با هاساقه قطر و سوم و دوم برگ فاصله طوخ، تعداد، صفات هفته از کشت، چهار گذشت از پس   

 .شد گیریاندازه کولیس دستگاه

 

 شرایط کشت -9-5

های طمحی PHگرم در لیتر آگار افزوده شد. همچنین  2گرم در لیتر ساکارز و  00های کشت به تمامی محیط   

 20گراد به مدت رجه سانتید 222های کشت و ظروف در دمای محیطتنظیم گردید. تمامی  8/5در  کشت

 بار استریل گردیدند.  2/2و با فشار دقیقه 

 زاییکالفاز  -9-6

 خارج شیشه از سترون روزه 22 هایگیاهچه ، ریزازدیادی طریق از مناسب های نمونه ریز به یابیدست از پس   

 تنظیم حاوی  MS پایه کشت محیط در و شده بریده مربع رمتسانتی یک الی دو قطعات در برگها سپس و

 2 و 2 ، 5/0 ،0 هایغلظت با(  KINوBAP ) سایتوکنین و( NAA و D -2,4) اکسین رشدی هایکننده

 ابتدا گیاه، برگ هایاندام کردن آماده برای. شدند کشت یکدیگر با ترکیب در یا و تنهایی به لیتر در گرممیلی

 از و گردید ایجاد برگ روی بر هاییزخم استریل اسکالپل وسیله به بعد و انجام برگ طرف رچها از برش چهار

 زیر و استریل شرایط در مناسب برگی هاینمونه ریز. گرفت قرار کشت محیط روی بر ریزنمونه برگ زیر سمت

 انتقاخ زاییکالوس محیط حاوی کشت ظروف در بود شده عفونی ضد درصد 20 الکل با قب  که ایرفلو خمینار

 .یافتند
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 MSهای برگی در محیط کشت کشت ریز نمونه (0-0شکل)

 

 در کشت ظروف کالوس، القای منظور به. شد داده قرار ریزنمونه چهار تکرار هر برای و تکرار سه تیمار هر برای

 روز 00 مدت به گرادسانتی درجه 24 دمای در تاریکی ساعت هشت و روشنایی ساعت 20 شرایط در رشد اتاق

 .شد داده قرار

   

 پس ازکشت(روز  C-22روز  B-24روز  A -5) کالوس از ریزنمونه برگی تشکیل حلامر (4-0شکل)

 صفات اندازه گیری شده در فاز کالزایی-9-6-4

 . گرفت قرار گیریاندازه و بررسی مورد کالوس فرم کالوس، رنگ کالزایی، درصد هفته چهار گذشت طی   

 

 کالزایی صددر-9-6-4-4

 تعداد نسبت اساسبر کالزایی درصد. گرفت قرار بررسی مورد نیز کالوس فرم و کالوس رنگ مرحله این در   

 .گردید محاسبه کشت ظرف یک در شده کشت هایریزنمونه کل تعداد به کالوس دارای هایریزنمونه
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 گیری وزن تر و خشک کالوس در محیط جامداندازه-9-6-4-2

 تر وزن مجموع میانگین صورت به هاآن وزن میانگین کشت، محیط روی بر هاریزنمونه کشت از پس ماه یک   

 80 دمای در و بندیبسته آلومینیومی ورق در نظر مورد هایکالوس خشک وزن گیریاندازه برای. گردید بررسی

 شدند وزن دوباره آلومینیومی ورق و سکالو نهایت در و شد داده قرار آون در ساعت 24مدت به سانتیگراد درجه

 .آمد دست به آلومینیومی ورق وزن کردن کم با کالوس وزن و
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 MS یهپا در محیط کشتگرم در لیتر میلی  برحسب  KINو  D-2,4 ،BAP،NAAهای ترکیبات مورد استفاده از غلظت -0-0جدوخ

 ییکالزا یبه منظور بررس

  اکسین یتوکینینسا ترکیب هورمونی
KIN BAP 2,4-D  NAA  

     شاهد4

2   5/0  
9   4  
1   2  
5  5/0   
6  5/0 5/0  
7  5/0 4  
8  5/0 2  
3  4   

40  4 5/0  
44  4 4  
42  4 2  
49  2   
41  2 5/0  
45  2 4  
46  2 2  
47 5/0    
48 4    
43 2    
20 5/0  5/0  
24 4  5/0  
22 2  5/0  
29 5/0  4  
21 4  4  
25 2  4  
26 5/0  2  
27 4  2  
28 2  2  
23    5/0 
90    4 
94    2 
92  5/0  5/0 
99  5/0  4 
91  5/0  2 
95  4  5/0 
96  4  4 
97  4  2 
98  2  5/0 
93  2  4 
10  2  2 
14 5/0   5/0 
12 5/0   4 
19 5/0   2 
11 4   5/0 
15 4   4 
16 4   2 
17 2   5/0 
18 2   4 
13 2   2 
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 مختلف کشت هایبررسی محیط -9-7

پس از انتناب بهترین تیمار هورمونی، جهت تعیین بهترین محیط کشت برای فاز سوسپانسیون سلولی، دو    

 کشتهای محیطه شد. انتقاخ داد B5وN6،ER، WPM،  MS های ی برگی و کالوس به محیط کشتریز نمونه

 تکرار سه طیهر مح یبراتهیه شدند.   گرم در لیترمیلی 5/0 ( با غلظتD -2,4رشدی اکسین ) در تنظیم کننده

 ساعت 20 طیشرا در رشد اتاق در کشت ظروف ،ییکالزا منظور به. شد داده قرار زنمونهیر چهار تکرار هر یبرا و

 تیمارهای به .شد داده قرار روز 00 مدت به گراد یسانت درجه 25 یدما در یکیتار ساعت هشت و ییروشنا

 تمام. گردید تنظیم 8/5 کشت محیط PH. شد افزوده آگار لیتر در گرم 2 و ساکارز لیتر در گرم 00 زاییکال

 رشد اتاق به تیمارها.. گردیدند اتوک و دقیقه 20 مدت به بار 2/2 فشار و گراد سانتی درجه 222 دمای در محیط

 شدند. دارینگه تاریکی در و گرادسانتی درجه 24 دمای اب

 

 یریگ اندازه موردصفات  -9-7-4

 ییکالزا درصد -9-7-4-4

 نسبت اساسبر ییکالزا درصد. گرفت قرار بررسی مورد  هاکالوس یترد زانیم زین و فرم رنگ، مرحله نیا در   

 .دیگرد محاسبه کشت ظرف کی در شده کشت یهازنمونهیر کل تعداد به کالوس یدارا یهازنمونهیر تعداد

 

 نظر مورد هایمحیط در کالوس خشک و تر وزن گیریاندازه-9-7-4-2

 هاکالوس وزن تر مجموع صورت به هاآن وزن میانگین کشت، محیط روی بر هاریزنمونه کشت از پس ماه یک   

 داده شد. انتقاخ آلومینیومی ورق به هاکالوس تر وزن گیریاندازه برای. گردید بررسی هاتعدادکالوس بر تقسیم

 خشک وزن گیریاندازه برای و دهدمی دست از را خود آب سرعت به کالوس زیراسرعت انجام گرفت  به کار این

 درجه 80 دمای در و نگیرد صورت هوایی تبادخ تا شدند بندیبسته آلومینیومی ورق در نظر مورد هایکالوس

 و شدند وزن دوباره آلومینیومی ورق و کالوس نهایت در و شد داده قرار آون در ساعت 24مدت به گرادسانتی
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 کشت به و تیمارها بهترین بعد مرحله در. آمد دست به آلومینیومی ورق وزن کردن کم با کالوس وزن

 .شد داده انتقاخ سوسپانسیون

 

 هاکالوسدر ولمیزان تولید فن آنتی اکسیدانی در کنترل اثر ترکیبات مختلف-9-8

 ظتلغ در D-2,4 با B5و MSهای کالوس در محیط ریزنمونه ،یابی به غلظت مناسب هورمونیپس از دست   

 سیتریک لیتر در گرممیلی 500 یا 200 ،2فعاخ زغاخ گرم دو یایک  مقدار سپس .شد لیترتهیه در گرممیلی 5/0

) Curcumaچوبه زرددر لیتر  گرممیلی 2000 یا 500، 0آسکوربیک اسید لیتر در گرممیلی 2000 یا 2،500اسید

) longa l 4(نوپلی ونیل پیرولید) درلیتر گرممیلی 500 یا 250 مقدار و PVP به مجزا طور به یک هر 

 نظر بود، در هااکسیدان آنتی فاقد که B5و MS پایه هایمحیط شاهد هاینمونه. شد اضافه پایه هایمحیط

 محیط به ک و اتو از قبل شده ذکر هایغلظت در یک هر زردچوبه و PVP ،سیدسیتریکا فعاخ، زغاخ .شد گرفته

 محیط کردن اتوک و از بعد باخ، دمای به آن پایداری عدم دلیل به آسکوربیک اسید ولی گردید اضافه کشت

 توسط رسید گرادسانتی درجه 50از کمتر به محیط دمای که زمانی ،استریل شرایط در و خمینار زیر در کشت

 قرار ریزنمونه چهار تکرار هر برای و تکرار سه تیمار هر برای .شد اضافه کشت محیط به فیلتری استریلیزاسیون

 ساعت هشت و روشنایی ساعت 20 شرایط در رشد اتاق در کشت ظروف کالوس، القای منظور به. شد داده

 .شد هداد قرار روز 00 مدت به گراد سانتی درجه 25 دمای در تاریکی

 

                                                 
1 -Activated charcoal 
2 -C6H8O7 
3 - C6H8O6 
4 -poly venil peroledon 
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 های کشت شده در محیط حاوی زرد چوبهکالوس-Bهای کشت شده در محیط حاوی زغاخ فعاخ سکالو-A( 5-0شکل)

 

 هاوکالوس کشت محیط در شده تولید فنول میزان گیریاندازه-9-8-4

 فنولی باتترکی گیریاندازه هایروش ترینمتداوخ از (2092)شریعتی فر و همکاران، سیوکالتیو فولین روش   

 کمپلکس ایجاد و قلیایی محیط در فنولی ترکیبات توسط فولین معرف احیا روش این در کار اساس .باشدمی

 .دهدمی نشان متر نانو 200 موج درطوخ  را جذب حداکثر که است رنگ آبی

 قرار استفاده مورد فنوخ میزان تنمین جهت ،(لیترمیلی 20)ها کالوس و هاکشت محیط از مشنصی حجم

 80 اتانوخ لیترمیلی 5 مقدار لوله هر به شد، سپس داده انتقاخ فالکون هایلوله به هاکالوس و هاریزنمونه. گرفت

دوار،  شیکر در دقیقه 00 مدت به هالوله. گردید منلوط کام  ایشیشه میله یک از استفاده شد و با اضافه درصد

 دقیقه در دور 4000 سرعت با دقیقه 00 مدت به محتویات سپس گرفت، قرار دقیقه در دور 220 سرعت با

 با فنوخ محتوی. شد داده عبور 42شماره واتمن صافی کاغذ از رویی خیه سانتریفیوژ، از پس. شد سانتریفیوژ

 گرواکنش لیتر میکرو 500 عصاره هر از لیترمیلی یک به. شد گیریاندازه سیوکالتیو فولین معرف از استفاده

 اضافه آن به سدیم کربنات درصد 20 محلوخ از لیترمیلی 2 مقدار دقیقه سه از شد، پس اضافه یوکالتیوس فولین

 200 موج طوخ در بعد ساعت 2 منلوط جذب. شد رسانده لیترمیلی 20 حجم به مقطر آب با گردید منلوط

بر   .Mentha arvensisLنولی میزان ترکیبات ف .شد قرائت ب نک مقابل در اسپکتوفتومتر دستگاه توسط نانومتر

های محلوخمبنای مقادیر جذب ناشی از واکنش عصاره  با معرف فولین سیوکالتیو و بر اساس مقایسه آن با 

 Y=0.0096Xبر طبق معادله خط بدست آمده از منحنی استاندارد اسید گالیک  واستاندارد اسید گالیک 
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 .شد گزارش عصاره گرم در گالیک اسید گرممیلی ادخمع میزان اساس بر کل فنوخ میزانمحاسبه گردید. 

 .گردید گزارش هاآن گیننمیا و تکرار بار سه آزمایش

 

 

 پلکس آبی رنگ( ایجاد کم0-0شکل)

 کشت سوسپانسیون :فاز دوم-9-3

 تهیه محیط کشت -9-3-4

در  D-2,4به همراه هورمون   B5و  MSمحیط کشت مورد استفاده در این مرحله شامل محیط کشت    

از  آگار نیهمچن انتناب شد. ساکارز گرم 00و 00 مقدار وگرم در لیتر میلی 25/0و  5/0، 25/0، 0های غلظت

 . گردید حذف هاکشت طیمح بیترک

 

 ها به محیط کشت سوسپانسیونانتقال کالوس -9-3-2

را در شرایط کام  استریل به  حاصل از فاز اوخ2های ترددر این مرحله ابتدا با استفاده از اسکالپل کالوس   

 گرم محیط کشت مایع انتقاخ داده شد.میلی 25تر تقسیم کرده و به قطعات کوچک

                                                 
1 -friable callus 
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 در فاز سوسپانسیون ها به محیط کشت مایعانتقاخ کالوس (2-0شکل)

 داری و بهینه سازی شرایط کشت سوسپانسیوننگه -9-3-9

دور در دقیقه  200گراد و سرعت درجه سانتی 25شرایط دمای  های سوسپانسیونی به شیکرانکوباتور بامحیط   

همچنین  انتقاخ داده شدند. گرادسانتی درجه 25 دمای در تاریکی ساعت هشت و روشنایی ساعت 20 شرایط در

در هر واکشت مقدار  واکشت شدند، این عمل تا تولید حجم مناسب از توده سلولی تکرار گردید.ها هر هفته نمونه

 محیط کشت تازه به سوسپانسیون افزوده شد. مشنصی

 

 اندازه گیری وزن خشک سوسپانسیون سلولی -9-3-1

( استفاده شد. برای این منظور میکرون 250) 00فلزی فیلترهایها از کالوسوزن خشک  جهت اندازه گیری   

یل گردید سپس در زیر تهیه و استرلیتر میلی 200 هایگرم در ارلنمیلی 20ها به میزان ابتدا محیط کشت

 وتازه اضافه  طیمح هاستریل عبور داده و ب فیلترهای از لیتر محیط حاوی سلوخمیلی 25خمینار ایرفلو مقدار 

از  کی هرهفته وزن خشک  4و به مدت  بارکی روز هفتفاصله  به. شدند داده انتقاخ انکوباتور ریشک به هاارلن
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 48ها به مدت گیری وزن خشک، سلوخانجام گرفت. برای اندازه یصاف کاغدو  بوخنر فیها با استفاده از قنمونه

 ها بررسی شد.وزن خشک سلوخ گراد قرار گرفتند و سپسدرجه سانتی 00ساعت در دمای 

 
 میکرون 250های فلزیفیلتر( شمایی از 8-0شکل )

 

 اندازه گیری سرعت رشد سلولی در محیط کشت سوسپانسیون: -9-3-5

تهیه و استریل گردید لیتر میلی 200 هایمیلی گرم در ارلن 20ها به میزان این منظور ابتدا محیط کشت برای   

استرخ عبور داده و به محیط تازه  فیلترهای از میلی لیتر محیط حاوی سلوخ 25دار در زیر خمینار ایرفلو مق

روز وزن خشک هر  40 به مدت انیروز در م کی انکوباتور انتقاخ داده شدند. به فاصله ریها به شکارلناضافه و 

ها به گیری وزن خشک، سلوخانجام گرفت. برای اندازه یصاف ذو کاغ بوخنر فیها با استفاده از قاز نمونه کی

 ها بررسی شد.وزن خشک سلوخ گراد قرار گرفتند، سپسدرجه سانتی 00ساعت در دمای  48مدت 

 د با استفاده از فرموخ زیر بررسی گردید:به فاصله یک روز در میان شاخص رش 

Growt index (GI)=   

 گیری شاخص رشد سلوخ( اندازه2-0فرموخ)

 

 باشد.بیوماس نهایی میFWبیوماس اولیه و  0Wکه در آن 
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کاغذ صافی  – Cقیف بوخنر –  Bمحیط سوسپانسیون صاف شده به وسیله مش -A گیری وزن خشک سلوخ)اندازه (9-0شکل)

 (های خشک شدهواتمن به همراه سلوخ

 

 ها گیری تعداد سلولاندازه-9-3-6

. در این باشدگیری میزان رشد در کشت سوسپانسیون سلولی میترین روش اندازهها دقیقشمارش تعداد سلوخ   

د. بدین منظور شانجام ( hemocytometer)ها در واحد حجم توسط خم هموسیتومتر روش تعیین تعداد سلوخ

گیری را حداقل سه مرتبه تکرار نمود. همچنین تعداد سوسپانسیون سلولی باید طوری رقیق شود که بتوان اندازه

های سلولی منفرد درشت در عدد باشد. باید توجه داشت که توده 2000های ثبت شده باید بیش از کل سلوخ

و در نتیجه بروز خطا در  رش خم هموسیتومترها موجب بارگیری ناقص منزن شمابعضی از سوسپانسیون

رقیق شد. 2/2شود. به همین دلیل ابتدا محلوخ سوسپانسیون با آب مقطر دیونیزه به میزان ها میشمارش سلوخ

ماکرو 5/0)رنگ آبی( استفاده شد.   evans blue)رنگ قرمز( و یاsafranin ها از محلوخ آمیزی سلوخبرای رنگ

 evans و یا safraninلیتر محلوخ ماکرو5/0م قرار داده سپس مقدار را بر روی خانسیون لیتر از محلوخ سوسپ

blue  دقیقه رنگ با آب مقطر شتشو شد و در  سهگاه خمل روی آن قرار داده شد و پس از به آن اضافه شد. آن

هایی که تنها دیواره وخسل هایی که کام  رنگ گرفته بودند مرده وزیر میکروسکوپ نوری مشاهده گردید. سلوخ
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با مشاهده و به وسیله میکروسکوپ ها سلوخدقیقه پس از رنگ آمیزی،  سه. بودندسلوخ زنده  شدهها رنگ آن

  خم هموسیتومتر شمارش گردید. استفاده از

 

 

 (Evans blueو   Safranin توسط رنگ آمیزیها است.)که نشان دهنده مرگ سلوخ های کام  رنگ شده( تصاویری از سلوخ20-0شکل)

 

 نحوه کار با لام هموسایتومتر-9-3-6-4

 2/0متر مربع و عمق هر مربع یک میلیمربع است که هر کدام  نههموسایتومتر شامل خم  یک شبکه کامل در   

نانو متر است. ناحیه شمارش مرکزی هموسایتومتر شامل  200متر است. حجم نهایی هر مربع در این عمق میلی

متر مکعب لییم 2/0حجم واقع در یک مربع بزرگ  .مربع کوچکتر است 20بع بزرگ و هر مربع دارای مر 25

هایی را که بر روی خطوط دو خمل قرار گرفته بر روی های بزرگ تنها سلوخبرای شمارش سلوخباشد. می

ها باید به میزانی رقیق لوها اجتناب شود .محشوند تا از شمارش دوباره سلوخهای بزرگ هستند شمارش میمربع

مربع بزرگ  های موجود در چهارتوان تنها سلوخهای بزرگ میها روی هم قرار نگیرد. برای سلوخشود که سلوخ

  (.22-0)شکل  و میانی را شمارش کرد
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در زیر  ها به وسیله خمشمارش سلوخ-C کامل هموسایتومتر سطح-B شمایی کلی از خم همو سایتومتر-A (22-0شکل)

 میکروسکوپ

 

 الیسیتورها-9-3-7

  (methyl jasmonate) متیل جاسمونات تهیه استوک-9-3-7-4

میلی  9( به مقدار 757393درصد محلول آبی از شرکت زیگما ) با کد  59ماده متیل جاسمونات در غلظت    

در  N1V1=N2V2ز فرمول استفاده ا با.شد  مولار تهیه 11/7سپس استوک آن با غلظت  لیتر خریداری گردید.

 میکرولیتر تهیه گردید 7و1غلظت های 

 

 (chitosan)تهیه کیتوزان 9-3-7-2

گرم پودر کیتوزان در  2سپس . ک اسید تهیه شدیدرصد است 2محلوخ  گرم در لیترمیلی 50مقدار  ابتدا   

به   NaOH محلوخ با ساعت حل گردید. اسیدیته 2گراد به مدت درجه سانتی 55ک اسید در دمای یمحلوخ است

 استریل شد. 220دقیقه در دمای  20رسید. محلوخ کیتوزان در اتوک و به مدت  2/5

 

 ها در فاز سوسپانسیون سلولیالیسیتور القای -0-3-7-9

جاسمونات در ها با الیسیتورهای متیل، تمام سوسپانسیونها و رسیدن به فاز رشد مطلوبلوخپس از تکثیر س   

گرم میلی20و 5های در غلظتساعت وکیتوزان  22و  48در دو بازه زمانی  Mµ 0089/0و 0044/0هایغلظت
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های لیتر محیط سوسپانسیون تیمار شدند. سلوخمیلی 50به میزان ساعت  90و  22در دو بازه زمانی در لیتر 

یبات ثانویه جهت آنالیز در گیری ترکاندازهتا زمان  ،نسیون سلولی، بعد از اعماخ تیمارسوسپا محیط رشد یافته در

 .داری شدگراد نگهدرجه سانتی -80فریزر در دمای 

 

 های تیمار شدهتهیه عصاره از سلول -9-3-8

رینته سپس فالکون  هایدر لولهو محیط کشت ها سلوخمنلوط از  میلی لیتر 20جهت تهیه عصاره مقدار    

به ها لوله .پنتان به آن اضافه شد  N ومتان دی کلرو هایخبه ترتیب از ح  (2:2نسبت ) میلی لیتر 0و  0مقدار 

ساعت انتقاخ داده 22دور در دقیقه به مدت  200گراد و سرعت درجه سانتی 25شیکرانکوباتور با شرایط دمای 

درجه  25دقیقه در دمای 25به مدت  ثانیهدور در  5000سانتریوفیوژ با شرایط  دستگاه ها بهشدند. لوله

ار در فاز باخ و ها به همراه ترکیبات فرح خدو فاز تشکیل شد. د انتقاخ داده شدند در این مرحله گراسانتی

جهت  از فاز رویی برداشته شد و میلی لیتر2و ترکیبات قطبی در فاز پایین قرار گرفت. مقدار محتویات سلولی 

 آنالیز مواد استفاده گردید.

 

   GC/Massاستفاده از  -9-3-8-4

 25/0متر، قطر داخلی  00با ستون به طوخ  Agilent 6890گاه گاز کروماتوگرافی استفاده شده از نوع دست   

بود. برای شناسایی ترکیبات تشکیل دهنده اسانس،  BPX5میکرومتر از نوع  25/0متر و ضنامت خیه میلی

تزریق شد. برنامه دمائی  GC/Massمیکرولیتر به دستگاه  یکهگزان رقیق شده بود به مقدار  -nنمونه که توسط 

دقیقه،  5گراد و توقف در این دما به مدت درجه سانتی 50دمای ابتدائی آون  .ستون بصورت ذیل تنظیم گردید

 25گراد و سپس با سرعت درجه سانتی 240گراد در هر دقیقه، افزایش دما تا درجه سانتی 0گرادیان حرارتی 

دقیقه  25دقیقه توقف در این دما و زمان پاسخ  سهگراد و درجه سانتی 000درجه در هر دقیقه، افزایش دما تا 

بود و از گاز هلیوم به عنوان گاز حامل   05به  یک splitگراد بصورت درجه سانتی 290بود. دمای اتاقک تزریق 
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 Agilentنگار جرمی مورد استفاده مدخ لیتر در دقیقه استفاده گردید. طیفمیلی 5/0با سرعت جریان)فلو( 

درجه  220و دمای منبع یونیزاسیون  EIالکترون ولت، روش یونیزاسیون  20با ولتاژ یونیزاسیون  5973

  chemstationنرم افزار از  و تنظیم گردید 500تا  40ها از تنظیم گردید. محدوده اسکن مسگراد سانتی

های موجود در کتب مرجع و با شاخص ها به کمک شاخص بازداری آنها و مقایسه آن. شناسائی طیفشداستفاده 

های جرمی ترکیبات استاندارد و استفاده از اط عات موجود در کتابنانه کامپیوتری مقاخت و با استفاده از طیف

 .(Adams,2011) صورت گرفت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مورد استفاده GC/Mass مشنصات دستگاه -7-3 جدوخ شماره

 GC Agilent 6890مدخ دستگاه 

 Mass Agilent 5973مدخ دستگاه 

 BPX5 نوع ستون

 m 30 طوخ ستون

 µ 0.25 قطر داخلی ستون

 50 دمای اولیه ستون

 300 دمای نهایی ستون

 He نوع گاز حامل

 Mass دتکتور
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 هاآنالیز داده -9-40

نجام شد. برای کام  تصادفی و با سه تکرار طراحی و اطرح ها به صورت فاکتوریل و در قالب تمامی آزمایش

ها از نرم گرفته شد. به منظور آنالیز داده ریزنمونه در نظر چهارآزمایشات محیط های کشت جامد برای هر تکرار 

و بر اساس آزمون چند  ANOVAتیمارها به کمک روش استفاده شد و  SASو MSTATCافزار آماری 

رسم  Excel 2010ها با استفاده از نرم افزار  درصد گروه بندی و نمودار 95ینان ای دانکن در سطح اطمدامنه

 شدند.
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 فصل چهارم

 نتایج وبحث
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 باززایی  -4-1

 Mentha arvensis در این مرحله اثر نوع محیط کشت، شدت نور و زغاخ فعاخ بر کشت بافت گیاه دارویی   

 بررسی گردید.

روز پس از کشت شروع به رشد کردند. تجزیه واریانس نشان داد که در صفت  پنج های کشت شدهریز نمونه

درصد و در صفت قطر ساقه فاکتور نور در سطح  پنجتعداد نوساقه اثر متقابل محیط کشت و زغاخ فعاخ در سطح 

فاکتورها  که سایردرصد معنی دار بودند در حالی پنجدرصد و اثر متقابل محیط کشت و زغاخ فعاخ در سطح  یک

 (.4-2)جدوخ نشان ندادتاثیر معنی داری بر صفات مورد بررسی 

 

ها، اقهس تجزیه واریانس اثر نوع محیط کشت، زغاخ فعاخ و نور و اثرات متقابل بین آنها بر تعداد و طوخ نو جدوخ – 2-4جدوخ

 فاصله بین برگ دوم و سوم و قطر ساقه یک ماه پس از کشت

 میانگین مربعات

درجه 

 دیآزا

 منبع تغییرات

 قطر ساقه

فاصله بین برگدوم و 

 سوم

   تعداد نوساقه طول نوساقه

ns 004/0 ns 073/0 ns 097/0 ns98/0 2 ( نوع محیط کشتA) 

ns 006/0 ns 483/0 ns 991/0 ns49/0 4 ( زغال فعالB) 

*003/0 ns 416/0 ns 224/0 *21/4 2  محیط کشت× ( ذغال فعالA×B) 

**024/0 ns 04/0 ns 234/0 ns036/0 4  نور(C) 

ns 006/0 ns 497/0 ns 916/0 ns 702/0 2  محیط کشت× ( نورA×C) 

ns 005/0 ns 047/0 ns 072/0 ns 414/0 4 زغال فعال× ( نورA×C) 

ns 004/0 ns 08/0 ns 835/0 ns 267/0 2  زغال فعال ×محیط کشت× ( نورA×B×C) 

 خطا 21 919/0 944/0 084/0 002/0

 ضریب تغییرات )%(  33/48 02/24 83/26 33/26

 بیانگرعدم اخت ف معنی دار است ns، ** اخت ف معنی دار در سطح پنج درصد و *اخت ف معنی دار در سطح یک درصد
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ری بین های حاصل از آزمایش محیط کشت، اخت ف معنی دابر اساس نتایج بدست آمده از تجزیه واریانس داده

با زغاخ فعاخ بیشترین تاثیر را درتعداد  MS1/2(. محیط کشت 2-4و 2-4)شکل د داشتها وجومحیط کشت

ای اثبات شده است. از داشت. اثر مثبت زغاخ فعاخ بر تکثیر گیاهان از طریق کشت درون شیشه (0/22)ها ساقه

گردد. اضافه ده میشوند استفادیگر ترکیباتی که مانع رشد گیاه می ها واین ماده جهت باند شدن و جذب فنوخ

اطرشی باشد )ای میها در شرایط درون شیشهنمودن زغاخ فعاخ به محیط کشت روشی مفید جهت رشد گیاهچه

 .(2089و همکاران،

 

 

 یکسان حروف. Mentha arvensisمقایسه میانگین اثر محیط کشت و زغاخ فعاخ بر تعداد ساقه  (2-4) شکل

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر

 

میلی متر( در  005/0ها )که بیشترین قطر ساقه (4-2شکل ) ها نشان دادمقایسه میانگین حاصل از داده   

 ها در محیط گرم در لیتر زغاخ فعاخ مشاهده شد. همچنین کمترین قطر نوساقه دوهمراه با  1/2MSمحیط 

1/4MS و بدون زغاخ فعاخ مشاهده گردید 
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 یکسان حروف .Mentha arvensis ( مقایسه میانگین اثر محیط کشت بر قطر ساقه 2-4شکل )

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر

 

 

-2)شکل  لوکس مشاهده شد 4500در شدت نور ر( متمیلی 04/0 ) قطر ساقه از سویی افزایش قابل توجهی در

مقدار  فراهم کردن منبع انرژی برای فتوسنتز، اثرات متعددی روی رشد گیاه دارد.(. نور صرف نظر از 4

دهد که نور در تمایز نتایج تحقیقات نشان می .یابدهای پایین و یا تاریکی کاهش میها در شدتکربوهیدرات

ها های تمایز یافته و انشعابات ساقهباعث به وجود آمدن ساختار گذارد ووغالبیت انتهایی ساقه تاثیر می هاجوانه

این بررسی نشان داد که نوع محیط کشت تاثیر معنی داری بر تعداد و طوخ  (.2092زارعی و همکاران،شود )می

های کشت بهتر است که از محیط کشت هیه محیطدر ت های باخو قطر نو ساقه ندارد. بنابراین با توجه به هزینه

 .ها استفاده نمودهای کمتر نمکظتبا غل
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 یکسان حروف. Mentha arvensis( مقایسه میانگین اثر شدت نور در قطر ساقه0-4شکل )

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر

 

 زاییفاز اول کال-2-1

های کالوس دو هفته پس از زایی نشان داد که اولین تودههای برگی کشت شده در محیط کالونهبررسی ریز نم   

های بزرگ تشکیل شد. روز کالوس 00پس از گذشت زایی ایجاد شدند وهای برگی در محیط کالکشت نمونه

ای رنگ مشاهده شد. بر اساس نتایج از سفید ،کرم، سبز و قهوهآبکی و با دامنه رنگی  وشکننده  ،ها تردکالوس

به تنهایی و یا در ترکیب با  D-2,4( در محیط %200) زاییدرصد کالاز این آزمایش بیشترین  بدست آمده

اشت وجود ند BAPبا  D-2,4و  KINبا  D-2,4ها صورت گرفت و اخت ف معنی داری بین تیمارهای سایتوکنین

ها متفاوت یتوکنینیا ترکیب با سا به تنهایی و NAAزایی در محیط کشت حاوی بود که درصد کال این در حالی

  D-2,4ها صفر بود.  بیشترین میزان وزن تر در تیمار هورمونی زایی در نمونه شاهد و سایتوکنینبود. درصد کال

 2و5/0زایی، غلظت ر محیط کال( و بیشترین وزن خشک دگرم50/0) گرم در لیترمیلی 5/0به تنهایی با غلظت 

 گرم( مشاهده شد.  24/2و88/2)  D-2,4گرم در لیتر میلی
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 .روز 00 از گذشت پس ( D-02,4گرم در لیترمیلی /5حاوی )MS  بهینه تشکیل شده از برگ در محیط هایکالوس-(4-4شکل)

 

 



 

 

53 

 

 عدر القای کالوس در گیاه نعناتر گرم در لیمیلی 5/0و 2به ترتیب مقادیر در D+KIN-2,4تاثیر  همچنین

 . مشاهده شد

 

  - Bو mg/l2BAPوA mg/l5/0 2,4-D -)حاوی MSمحیط های بهینه تشکیل شده از ریزنمونه برگ در ( تصویرکالوس5-4شکل )

mg/l 5/0 2,4-D-  mg/l 2 KIN) 

 

ها در این مدت وکنینبه تنهایی و یا در ترکیب با سایت NAAهای تولید شده در محیط کشت حاوی کالوس

      های فراوان نمود. درترکیبات هورمونی و به شدت بازا شده و تولید ریشه زمانی، کالوس اندک تولید

NAA+BAP و NAA+KIN طی گزارشی، استفاده از (. 0-4ها مشاهده گردید )شکلاز کالوس بازایی NAA و 

KIN های کشت در محیطMS  ا در دو گیاه هاز کالوس نوساقهباعث ایجادM.arvensis و  M.piperita  شده

و  NAAهای از هورمون به تربیب گرم در لیترمیلی 5/0و  5استفاده از مقادیر  (. همچنینJian etal,1999) است

BAP  روز در محیط  25به مدتMS ها در گیاه باعث توسعه شاخه از کالوسM.arvensis شود که با می

 (.Johnson etal,2011ت داشت )آزمایش انجام گرفته مطابق
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 (ml2 KIN حاوی MS( ریزنمونه باززا شده به صورت مستقیم )محیط 0-4شکل)

 

 
 ml 2(NAAحاوی MS محیط  (( ریزنمونه باززا شده به صورت مستقیم2-4شکل)

 

 

 
 (ml 5/0 BAP و  ml 2 KINحاوی  MSمحیطریزنمونه باززا شده به صورت مستقیم ) (8-4شکل)



 

 

55 

 

زان زایی نشان داد که میرفته جهت کال به عنوان تنها منبع هورمونی بکار NAAهای منتلف استفاده از غلظت

بود  D-2,4وی ی حاهابه طور معنی داری کمتر از میزان کالوس در محیط کشت هاتولید کالوس در این تیمار

 جهت کالزایی گیاه نعناع است.  D-2,4 که این امر نشان دهنده حضور 

 

 

 یکسان حروف. Mentha arvensisدرصد کالوس زایی گیاه  برهای منتلف ( مقایسه میانگین اثر هورمون9-4شکل ) 

 P≤0.05 .است سطح در ندانک آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر

 

 مشاهده شد D-2,4میلی گرم در لیتر  5/0حاوی  MSگرم( در محیط  0/22بیشترین مقدار وزن تر کالوس )

 

 یکسان حروف. . Mentha arvensis ها در گیاههای منتلف بر وزن تر کالوس(  مقایسه میانگین اثر هورمون20-4شکل)    

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر
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 24/2وD (88/2-2,4میلی گرم در لیتر   2و 5/0با  MS، بیشترین مقدار وزن خشک بر روی محیط همچنین

 .گرم( به تنهایی مشاهده شد

 

 

 یکسان حروف. . Menta arvensis Lها در گیاه لف بر وزن خشک کالوستهای من( مقایسه میانگین اثر هورمون22-4شکل )

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر

 

 های کشتبررسی محیط-9-1

( جهت تعیین D-2,4میلیگرم در لیتر  5/0پس از تعیین بهترین غلظت هورمونی به منظور کالزایی )   

 5/0حاوی  WPM، MS ،B5و  N6،ERهای های برگ و کالوس در محیطن محیط کشت ریزنمونهمناسبتری

 .کشت گردیدند D-2,4میلی 

مشاهده  WPMو N6 ،ERزاییهای برگی در محیط کاخ های کالوس دو هفته پس از کشت در نمونهاولین توده

ای برگی خشک شدند. پس از هنهد چندانی صورت نگرفت و ریز نمورش B5و  MSهای شد ولی در محیط کشت

های ای رشد یافته از برگ در این محیطهکالوس خشک صورت گرفت. روز اندازه گیری وزن تر و 00گذشت 

های کالوس کشت شده در محیط . در ریز نمونهاکثرا بازا شده بودند ای وبا اندازه کوچک به رنگ قهوه کشت

MS،B5  وN6 ،WPM وER ها نشان داد که اثر نوع آنالیز داده ای تشکیل شد.ا قهوهبزرگ و به رنگ کرم ت
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ها درصد بر درصد و وزن تر کالوس 2/0محیط کشت و ریزنمونه و اثر متقابل این دو بطور معنی داری در سطح 

 دار نبوده استها معنیداشته ولی اثر محیط کشت بر وزن خشک کالوس

 ها در وزن تر وخشک و درصد کالزاییریز نمونه و اثر متقابل آناثرنوع محیط کشت وتجزیه واریانس  ( 2-4)جدوخ
   میانگین مربعات

درجه 

 آزادی

 

 وزن خشک  منبع تغییرات

 کالوس

وزن تر 

 کالوس

  درصد کالزایی

ns02/0 **456/48 **08/2677  1  فاکتور( نوع محیط کشتA) 
 (Bریزنمونه )فاکتور  4  99/5999** 155/469** 884/0**
 (A×Bریزنمونه ) ×اثر متقابل نوع محیط کشت 1  08/2677** 852/76** 934/0**

 خطا 20  99/89 361/0 003/0

 ضریب تغیرات   %59/40 %52/20 %84/91
 بیانگرعدم اخت ف معنی دار است ns*اخت ف معنی دار در سطح یک درصد، ** اخت ف معنی دار در سطح پنج درصد و 

 

،  MS،B5های میانگین بر درصد کالزایی نشان داد تفاوت معنی داری بین محیط کشتنتایج حاصل از مقایسه 

WPM وER  در ریزنمونه برگ و کالوس وجود نداشت ولی با محیطN6  وB5 ونه برگی تفاوت در ریز نم

 داری داشت. معنی

 

 یکسان حروف .های تعیین شدهکشت( مقایسه میانگین درصد کالزایی در محیط22-4شکل)

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر
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های تعیین شده تفاوت معنی داری بین محیط کشت در مقایسه میانگین بین وزن تر ریزنمونه کالوس در محیط

ها  کمترین میزان ر این محیط کشتد گرم( 00/9و 00/20وجود نداشت و بیشترین وزن تر ) B5و  MSکشت 

مشاهده گردید. همچنین در ریز نمونه برگی بیشترین  گرم( 5/8و  2/2به میزان )  N6و ERهای نیز در محیط

ها مشاهده محیط کشت سایر داری بینگرم( مشاهده گردید و تفاوت معنی 2/0) MSمیزان کالزایی در محیط

 نشد.

 

 استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر یکسان حروف .های تعیین شدهکشت( مقایسه میانگین میزان وزن تر کالزایی در محیط20-4کل)ش

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از

 

و  B5در محیط  گرم( 0/0ها بیشترین میزان وزن خشک )وزن خشک بین محیط کشت در مقایسه میانگین

 با ریزنمونه کالوس مشاهده شد N6 نیز در محیط گرم(42/0وزن خشک )کمترین میزان 



 

 

59 

 

 

 یکسان . حروفهای تعیین شدهکشتکالزایی در محیط خشک( مقایسه میانگین میزان وزن 24-4) شکل

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر

 

 هاکالوس و کشت محیط در شده تولید فنول میزان گیریدازهان 1-1

زایی نشان داد که اولین نشانه های کالزایی دو هفته پس های برگی کشت شده در محیط کالنهریز نمو بررسی   

هفته کالوس ها به بیشترین اندازه ممکن  4-5پس از گذشت  های برگی مشاهده گردید واز کشت در ریزنمونه

 .ای روشن یا تیره مشاهده شد های تشکیل شده، ترد و یا آبکی و به رنگ قهوهکالوسرسیدند. 

های حاوی مواد آنتی اکسیدانی شروع به رشد کردند و پس روز از کشت در  محیط 24ها پس از گذشت کالوس

های الوسها، کها و کالوس انجام گرفت. در میان محیط کشتگیری فنوخ در محیط کشتروز  اندازه 05از 

های رشد یافته تیره بود. در حالی کشت شده در محیط حاوی زغاخ فعاخ رشد چندانی نکرده بود و رنگ کالوس

 تر شده بود.ها روشنها قابل توجه و رنگ کالوسها رشد کالوسکه در دیگر محیط کشت

تام فنولیک بر اساس میزان  اسیدگالیک به عنوان استاندارد برای رسم منحنی کالیبراسیون به کار رفت. میزان

 گرم اسید گالیک در گرم عصاره گزارش شدمعادخ میلی
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-Cو  PVPکالوس رشد یافته در محیط کشت حاوی  -Bکالوس رشد یافته در محیط کشت حاوی زرد چوبه -A( 20-4شکل)

 های رشد یافته در محیط حاوی زغاخ فعاخکالوس

 

ها در دو ریز ها بر میزان کنترخ فنوخ کالوسها و نوع محیط کشت و اثرمتقابل آنداناکسی( تجزیه واریانس اثر آنتی0-4جدوخ)

 برگ و کالوس نمونه

   میانگین مربعات 

 منبع تغییرات درجه آزادی 

میزان فنول   

 محیط کشت

 میزان فنول کالوس

    

 (Aها )فاکتور نوع  آنتی اکسیدان   40 536/8081** 903/294**
ns387/4 *652/5195 4    فاکتورنوع محیط کشت(B) 

ns883/59 ns 904/4577 40  ها ومحیط کشت اثر متقابل نوع آنتی اکسیدان

(A×B) 

 خطا 11 341/4276 856/247

 ضریب تغیرات  %17/22 %32/26
 خت ف معنی دار استبیانگرعدم ا ns*اخت ف معنی دار در سطح یک درصد، ** اخت ف معنی دار در سطح پنج درصد و 

 

گرم میلی 2000مقایسه میانگین بیشترین میزان فنل در محیط کشت حاوی زردچوبه در غلظت بر اساس نمودار    

( و کمترین میزان فنل در محیط کشت g/mlitµ 222به میزان )گرم در لیتر میلی 500و در غلظت در لیتر 

های کالوسل ( مشاهده شد . کمترین میزان فنg/mlitµ 8/22گرم به میزان )یک حاوی زغاخ فعاخ در غلظت 

( و g/mlitµ 9/22به میزان )گرم در لیتر میلی 2000رشد یافته در محیط کشت حاوی زرد چوبه در غلظت 
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( مشاهده شد. g/mlitµ 225( به میزان  )گرم2های حاوی زغاخ فعاخ در غلظت )بیشترین میزان فنل در کالوس

گیرد، باعث فعالیت اکسیداسیونی زیاد صورت می( در محیطی که Cucurma longa)استفاده از زرد چوبه 

شود زردچوبه به عنوان طعم دهنده، اغلب به صورت پودر مورد استفاده قرار کاهش فرایند تولید مواد فنلی می

حقیقات ت (.Araujo and leon,2001) داردر زرد چوبه خاصیت آنتی اکسیدانی موجود د 2کورکومین گیردمی

ها که در و محصوخت آن (ROS)های آزاد و انواع اکسیژن فعاخ نشان داده است که ترکیبات کورکومین، رادیکاخ

گیاه نارون  (. افزایش رشد کالوس2092 )عشقی و همکاران، اندازدالقاء و ایجاد اکسیداسیون موثرند را به دام می

ها در محیط اهده شده است در حالی که شدت رشد کالوسدرصد مش 5/0چینی در تیمار با زردچوبه در غلظت 

 حاوی زغاخ فعاخ کاهش پیدا کرده است. 

گردد های رشد نیز میزغاخ فعاخ ع وه بر جذب مواد فنلی باعث جذب بعضی ترکیبات مانند تنظیم کننده   

  .(2082همکاران، )وحدت پور و کندهای تیامین و اسیدنیکوتینیک را از محیط حذف میهمچنین ویتامین

( از mlit/µ205بیشتر) B5های کشت شده در محیط کشت نشان داد که میزان فنل در کالوسمقایسه میانگین 

( بود. میزان و نوع ترکیبات فنلی در گیاهان تحت تاثیر عوامل بسیار متفاوت mlit/µ250)  MSمحیط کشت

است.تفاوت بسیار بارزی بین محیط کشت  غذایی( دستری به موادو  دما همانند شرایط ژنتیکی و محیطی )نور،

B5 وMS تواند در تولید مواد فنولیکی موثر ها وجود دارد که میاز لحاظ نوع و غلظت عناصر و مقدار ویتامین

ترکیبات فنلی  ها منتلف سولفات آمونیوم نقش موثری در افزایش زیست توده و غلظتباشد برای مثاخ غلظت

اولین واکنش در مسیر فنیل پروپانوئید به وسیله فنیل  ،که در مسیر سنتز ترکیبات فنلی بدارد. به این ترتی

مشنص  کند.فنیل آخنیل را به ترنس سینالیک اسید تبدیل می – Lشود که لیز میاکات(Pal) آخنیل آمونیالیاز 

. در نتیجه بیان و شودهای زیستی و غیر زیستی القا میبه وسیله محرک Denova-palشده است که سنتز 

آمونیوم سولفات نقش  .شودهای منتلف سلوخ میموجب سنتز ترکیبات فنولی در قسمت palهای انباشت ژن

زی از لحاظ مقدار های گیاهی دارد. همچنین تفاوت باردر بیوسنتز سلوخpal  بسیار موثری در تنظیم بیان ژن

                                                 
1 -Curcumine 
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تواند در تولید ترکیبات فنلی موثر باشد. تیامین که می وجود دارد MSنسبت به  B5ها در محیط باخی ویتامین

نقش کلیدی به عنوان کوفاکتور در مسیرهای متابولیکی اصلی گیاه دارد. بنابراین ممکن است به طور مستقیم و 

 (.92ه کمک کند )عباسی و همکاران،با غیر مستقیم به تولید ترکیبات ثانوی

 
 یکسان حروف.  ( مقایسه میانگین نوع محیط کشت در میزان فنوخ در کالوس22-4شکل)

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر

 

 

 یکسان حروف .Menthea arvensisهای منتلف در کنترخ فنل در کالوس اکسیداننمودار مقایسه میانگین اثر آنتی-(28-4شکل )

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر

  

 

های اخیر مورد توجه پژوهشگران بیوتکنولوژِی ها ترکیبات ثانویه ارزشمندی هستند که تولید آنها طی ساخفنوخ

دهد که وجود این ترکیبات مانع فرایند مییشات متعدد در دهه گذشته نشان قرار گرفته است. همچنین آزما
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نتایج این بررسی نشان داد که . ای می گرددها در شرایط درون شیشهکالزایی و در نهایت مرگ ریزنمونه

زردچوبه به عنوان یک آنتی اکسیدان قوی،  نقش بسیار معنی داری در رهاسازی و جذب ترکیبات فنولی در 

فزایش معنی داری در میزان فنوخ باعث ا B5ی نشان داد که محیط همچنین این بررس .محیط کشت دارد

همانند تیامین و آمونیوم  B5شود. مطالعات آینده در مورد نقش زردچوبه و همچنین ترکیبات محیط می

کاملتری از نحوه تاثیر این مواد توانند راه گشای محققین جهت درک ها می سولفات در مسیر بیوسنتزی فنل

های عاری از فنل به منظور تولید توان جهت روشی ارزان و کارامد جهت تولید کالوسن پژوهش میباشد. از ای

ویه در نهای ثاها در مطالعات مرتبط با تولید متابولیتحجم باخیی از کالوس و همچنین در تولید فنل از کالوس

 ای استفاده کرد.شرایط درون شیشه

 

 فاز سوسپانسیون -4-5

ها، در فاز زم به ککر است بدد از اایان و بررسی آنالیزهای مرلله کالزایی و شرای  ااهری کالو در ابتدا لا   

گرم در میلی 17/1و 9/9، 79/9، 9لاوی B5و MSسوسپانسیون سلولی تیمارهای بهینه کالزایی شامل محی  

بدد از روز هفتها الو کشت شدند. شروع رشد ک ساکارزگرم در لیتر  09و 79و مقدار  D-2,4  لیتر هورمون

ها کاملا ترد و نرم  ااهر کالو  .هفته به لالت اشباع در آمدند 4دد از گذشت همچنین ب .مشاهده شد کشت

 مشاهده شدند.
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 .باشدها میها کنار ارلن نشان دهنده اشباع شدن محیط از سلوخ( محیط سوسپانسیون به همراه کالوسها )رسوب سلوخ29-4شکل)

 

 گیری وزن خشک سلول درفاز سوسپانسوناندازه 4-5-1

ها بازا شدند. در فاقد هورمون هیچ گونه رشد سلولی مشاهده نشد و کالو  B5و  MS در محی  کشت    

 ها مشاهده گردیدهای تدیین شده رشد سلولدر غلظت D-2,4های لاوی هورمون لالی که در محی  کشت
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 Mentha arvensisگیاه  نوع محی  کشت وهورمون واثر متقابل هریک بر میزان وزن خشک سلول ،روز(اثر میزان ساکا4-4جدول )

 میانگین مربعات

درجه 

 آزادی

 منبع تغییرات

   خشک)گرم(وزن 

   

 (A) زمان 9 0044/0*

ns0006/0 4 ( میزان ساکاروزB) 

 (A×B) (Cنوع محیط کشت ) 4 0082/0**

 D  (D)-2,4هورمون  9 0027/0**

ns001/0 9 اثر متقابل زمان× ( میزان ساکاروزA×B) 

ns0007/0 9  نوع محیط کشت ×اثر متقابل زمان(A×C) 

ns00008/0 3 2,4هورمون  × اثر متقابل زمان-D (A×D) 

ns000002/0 4 نوع محیط کشت ×اثر متقابل میزان ساکاروز (B×C) 

 D (B×D)-2,4هورمون  ×اثر متقابل میزان ساکاروز 9 006/0**

 D (D×C)-2,4هورمون  ×اثر متقابل نوع محیط کشت 9 004/0**

ns0004/0 9  نوع محیط کشت×اثر متقابل زمان×(میزان ساکاروزA×B×C) 

ns0002/0 3 2,4هورمون  ×میزان ساکاروز ×اثر متقابل زمان-D (A×B×D) 

 (B×C×D)نوع محیط × D-2,4هورمون  ×اثر متقابل میزان ساکاروز 9 001/0**

ns0002/0 48 2,4هورمون  ×اثر متقابل میزان ساکاروز-D × زمان×نوع محیط کشت(A×B×C×D) 

 خطا 428 

 ضریب تغییرات %32/59 

 بیانگرعدم اخت ف معنی دار است nsاخت ف معنی دار در سطح یک درصد، ** اخت ف معنی دار در سطح پنج درصد و *    
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 فاقد هورمون B5و MS سوسپانسیون در محیطهای بازا شده ( کالوس20-4شکل)

 

 79لاوی های مختلف ساکارز و هورمون، افزایش مدنی داری در وزن خشک در اثر غلظت در مقایسه میانگین

از طرف دیگر  .گرم ساکارز در لیتر ایجاد نشدمیلی 09شد ولی تفاوتی در غلظت  شاهدهساکارز مگرم در لیتر 

به نظر  گرم در لیتر و ساکارز باعث تفاوت مدنی داری در وزن خشک شد.مبلی 39/9افزایش غلظت هورمون به 

  گرم در لیتر وجود دارد.  09گرم در لیتر و ساکارز با غلظت میلی 39/9با غلظت  D-2,4رسد اثر متقابل بین می

 

 

 حروف .در فاز سوسپانسیون وزن خشک سلوخدر  D-2,4هورمون  های منتلف ساکاروز و( مقایسه میانگین اثر غلظت22-4شکل)

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر یکسان
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باعث افزایش وزن  B5گرم در لیتر در محی  میلی 39/9و 9/9به  79/9و 9از  D-2,4هورمون غلظت  تغییربا 

رسد تغییرغلظت به نظر میتفاوت مدنی داری مشاهده نشد. MSه در محی  لالی ک رها گردید. دخشک سلول

 ها موثر باشد.در افزایش وزن خشک سلول B5ها در محی  و نوع عناصر و یتامین

 

 آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر یکسان حروف .در رشد سلوخ B5و  MS هایکشت( مقایسه میانگین اثر محیط22-4شکل)

 P≤0.05 .است سطح در دانکن

 

گرم  00و  00مقایسه میانگین بین محیط کشت و غلظت ساکارز نشان داد تفاوت معنی داری بین غلظت 

به طوری که بیشترین  تفاوت معنی داری وجود دارد MS و B5ساکارز وجود ندارد در حالی که بین دو محیط 

 .گرم در لیتر ساکاروز مشاهده شد 00و 00حاوی  B5یط وزن خشک سلوخ در مح

 
 در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر یکسان حروف. وزن خشک( مقایسه میانگین محیط کشت و ساکارز بر 20-4شکل)

 P≤0.05 .است سطح
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باعث افزایش  25/0و  5/0در غلظت  D-2,4مچنین هورمون و ه B5، در محیط صرف نظر از غلظت ساکاروز

 .تدر همان شرایط داش MS وزن خشک گردید. وتفاوت بسیار معنی داری با محیط

 

 
 

خ در رشد سلو D-2,4  های منتلف ساکارز و هورمونوغلظت B5وMS  هایکشتمقایسه میانگین اثر متقابل محیط (24-4) شکل

 P≤0.05 .است سطح در دانکن آزمون از استفاده با دار معنی اخت ف عدم بیانگر یکسان حروف.  در فاز سوسپانسیون

 

 

 هاشکل سلول-1-5-2

ها مشاهده شد. اندازه سلول ای و کشیده( وهای کروی،استوانهدر محی  سوسپانسیون تنوع در شکل)سلول   

 .(77تا 71شکل )لظه بودهمچنین تمایز و تقسیم سلولی قابل ملا
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 های طویل شده حاصل از کشت سوسپانسیونسلوخ -(25-4شکل)

 

 
 

 های تمایز یافته در محیط سوسپانسیون(سلوخ20-4شکل )

 

 
 

 ط  سوسپانسیوندر محی های در حاخ تقسیمسلوخ (22-4شکل )
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 منحنی رشد سلول بر اساس وزن خشک 4-5-3

 94/9) شانزدهمروز بیشترین شاخص رشد در  ،گرم در لیتر ساکارز 79لاوی   B5بدد از واکشت در محی    

مرلله چهارم ها تا روزمنحنی رشد از روز شروع اندازه گیری وزن خشک سلول گرم وزن خشک( مشاهده شد.

به سی و دو و ازمرلله خطی روز سی دوم  تا بیستممرلله تصاعدی ، و از روز زدهم نوتا  انجمخفتگی، روز

 در بیشترین شاخص رشد ،گرم در لیتر ساکارز 09لاوی   B5در محی  مرلله سکون را نشان داد. همچنین بدد

ها گرم وزن خشک( مشاهده شد.منحنی رشد از روز شروع اندازه گیری وزن خشک سلول 79/9روز شانزدهم )

روز سی و دوم خطی و تا روز هفدهم ، و از شانزدهم مرلله تصاعدیتا  تا روز سوم مرلله خفتگی، روزسوم

 یداس یدتول یقیتحق یط .(72-4) شکل سکون را نشان داد مرلله  به بدداز روز سی و دوم 

 یررسمورد ب Lavandula vera یاهگ یسلول یون( را در کشت سوسپانسRosmarinik acid)ینیکرزمار

 ییراتتغ یریگبر اندازه یدر گزارش مذکور مبتن یونکشت سوسپانس یمطالده روند رشد یکقرار گرفت.تکن

 یجهبوده است. بر اسا  نت یادو هفته یدوره زمان یککشت  در  ی از لجم مح یوزن خشک والد مشخص

شروع  یهشتم )از ابتدا ( در روزیوما ب یدتول یزانم یشترین)ب یونگزارش لداکثر رشد کشت سوسپانس ینا

 .( Ilieva and  pavlia, 1999)روز فاز ثابت آغاز شد 4 یال 7کشت اتفاق افتاد و اس از 

 
 گرم در لیتر ساکارز 79و  09لاوی   B5( منحنی شاخص رشد در محی  سوسپانسیون 72-4شکل)
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  هاتعداد سلول 4-5-4

 8×419مدادل در روز اول شمارش،  ،گرم ساکارز 79لاوی لیترمحی  گرم در میلی 79 ها در هرتدداد سلول   

همچنین در محی  کشت  بدد از واکشت بود. سلول 159×419 ،نوزدهمو بیشترین میزان سلول در روز ،لولس

میزان  شترینسلول و بی 2 ×419مدادلدر روز اول  در لیتر، گرممیلی79در هر  ،ساکارز در لیتر گرم 09لاوی 

 (. 75-4)شکل بدد از واکشت بودسلول   379×419سلول در روزشانزدهم 

 

 

 گرم ساکارز 79و  09 لاوی B5منحنی تدداد سلول در محی  سوسپانسیون  (75-4) شکل

 

 ها در محیط سوسپانسیوناستفاده از الیسیتور -4-5-5

میکرولیتر در دو  2و2های جاسمونات در غلظتبا الیسیتورهای متیل سیون،لیتر محیط سوسپانمیلی 50میزان    

ساعت  90و  22گرم در لیتر در دو بازه زمانی میلی 20 و 5های کیتوزان در غلظت ساعت و 22و  48بازه زمانی 

رده شده، نقش ه غلظت و زمان بکار بکنشان داد  هاالیسیتوربررسی مقدار ترکیبات ثانویه تحت تاثیر  ،تیمار شد

شت و میزان ترکیبات نسبت به نمونه شاهد کاهش پیدا کرد که موثری در تولید یا افزایش ترکیبات ثانویه ندا

ها توسط زا و یا کاهش فعالیت آنزیمها در پاسخ به عامل تنشتواند به دلیل محدود بودن توانمندی سلوخمی

 .( et alNguyn Trung Than ,(2008 الیسیتورها ایجاد گردد
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از  ینشان داد که تعداد D-2,4)گرم در لیتر میلی 25/0گرم ساکارز و  00حاوی (تیمار شاهد نمودار  یبررس

طبق نتایج بدست  است. شده یدتول Mentha arvensis L یاهگپانسیون کالوس سسودر  یهثانو هاییتمتابول

، تیموخ ،درصد 20/8 ، لیمونن،درصد 90/8به میزان  مهمی مثل منتوخ ترکیبات GC/Massآمده از آنالیز 

ترکیبات مهم دیگری  درصد مشاهده شد. همچنین 45/0کاروکل به میزان  ودرصد  09/0منتون  درصد،22/0

میزان ساکاروز از عوامل مهم در  .(5-4جدوخ) مشاهده گردید ایژونوخ تترا دکانل، ،دودکانوخ سیمین،مثل پی

افزایش   Mentha piperitaجام گرفته بر محیط سوسپانسیون سلولی گیاه در مطالعه ان .تولید مواد موثره است

 میلی گرم در لیتر شده است 222گرم در لیتر باعث تولید منتوخ به میزان  40ساکاروز تا غلظت 

(Chakraborty and. Chattopadhavy,2008).  رود فشار اسمزی در محیط باخ می ساکاروززمانی که غلظت

شده و برای اینکه سلوخ آب خود را از دست ندهد دست به تولید یک سری ترکیبات ثانویه داخل سلولی کم 

ایی که دارای ماده موثره هستند، هتولید سلوخ شود.کند که همین موضوع باعث تولید متابولیت ثانویه میمی

باعث کاهش تولید  D-2,4گرم در لیتر میلی 2ارد. غلظت باخیگی دتموجود در محیط بس D-2,4بسیار به غلظت 

افزایش یابد، دیواره سلولی به سوی  D-2,4شود. به عبارت بهتر این که هر چه غلظت های ثانویه میمتابولیت

ن هیستونی( ی)پروت HC1ها روی از طریق گروه آلدهید  D-2,4رود یعنی غلظت باخیچوبی شدن پیش می

DNA  2008 , بردن پیش میاثر گذاشته و دیواره سلولی را به سوی چوبی شد)et alNguyn Trung Than ). 
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 Menthaگیاه  در mg/lit  25/0 2,4-Dگرم ساکاروز و 00در تیمار  GCMASSبدست آمده از آنالیز ترکیبات  -(5-4جدوخ)

arvensisL  

 زمان      درصد  ترکیب
Nonane 

-pineneα 
0.2 

0.00 

9.90 

22.02 
Myrcene 2.2 24.00 
-Cymeneρ 9224 4626 

Limonene 8229 46276 
-phellandreneß 0.92 20.88 
-TerpineneƔ 2202 48223 

Terpinolene 0.0 29.08 
n-Undecane 0.05 20.09 
Menthone 0.09 20.52 
Menthol 8236 21260 
Dodecane 0.02 25.02 
Decanal 0.24 25.52 

2E-Decenal 0.08 28.90 
Neo-Menthy acetate 0.49 29.22 

E-Anethole 0.84 29.89 
Tymol 9247 90209 

Carvacol 0.45 00.42 
Eugenol 0.02 02.8 

Tetradecane 2.8 04.00 
Dodecanol 929 97278 

Pentadecane 0.22 08.52 
Hexadecane 2.89 42.42 

Tetradecanol 2281 15234 
Heptadecane 0.02 40.20 
Octadecane 2.22 49.29 

Isopropyl myristate 2.02 50.20 
Cycliopentadecanolid 0.22 52.04 

Hexadecanol 0.52 52.48 
Nonadecane 2216 59248 

Cyclohentadecanolide 0.52 54.42 
Eicosane 0.92 50.40 

Hexadecyl acetate 0.40 52.49 
Heneicosane 0.24 02.5 

Total Identified 52295  

 



 

 

14 

 

توگراف تیمار متیل جاسمونات و  کیتوزان نشان داد که در این تیمار هیچ متابولیتی تولید نشده در بررسی کروما

 وتنها در انتها مقداری اسیدهای چرب تولید شده که بی ارزش است است

 

 

 ساعت 48و زمان  Mµ 0044/00 ( گروماتوگراف تیمار متیل جاسمونات در غلضت00-4شکل )

 

 

 ساعت 22و زمان  گرم در لیترمیلی 5( گروماتوگراف تیمار کیتوزان در غلضت 02-4شکل )
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 )نمونه شاهد( گرم در لیترمیلی 25/0گرم ساکارز و  00حاوی  B5محیط سوسپانسیون ماتوگراف و( گر02-4شکل)

 

 ٪ 2/0با سطح زیر نمودار Nonaneصدم ثانیه خروجی ترکیب  90دقیقه و  9در زمان 

 ٪ 0/0با سطح زیر نمودار  pineneα-صدم ثانیه خروجی ترکیب  02دقیقه و  22در زمان 

 ٪ 2/2با سطح زیر نمودار  Myrcene صدم ثانیه خروجی ترکیب 00دقیقه و  24در زمان 

 ٪ 22/0با سطح زیر نمودار Cymeneρ-صدم ثانیه خروجی ترکیب  00دقیقه و 20در زمان 

 ٪ 2/2با سطح زیر نمودار  Limonene دم ثانیه خروجی ترکیبص 00دقیقه و  24در زمان 

 ٪ 9/0با سطح زیر نمودار phellandreneß-صدم ثانیه خروجی ترکیب  88دقیقه و  20در زمان 

 ٪ 0/0با سطح زیر  TerpineneƔ-صدم ثانیه خروجی ترکیب 29دقیقه و  28در زمان 

 ٪ 02/2با سطح زیر نمودار Terpinoleneصدم ثانیه خروجی ترکیب  08دقیقه و  29در زمان 

 ٪ 02/2با سطح زیر نمودار n-Undecaneصدم ثانیه خروجی ترکیب  09/0دقیقه و  20در زمان 
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 )نمونه شاهد( گرم در لیترمیلی 25/0گرم ساکارز و  00حاوی  B5محیط سوسپانسیون ماتوگراف و( گر00-4شکل)

 

 ٪09/0با سطح زیر نمودار Menthoneب صدم ثانیه خروجی ترکی 52دقیقه و  20در زمان 

 ٪ 90/8با سطح زیر نمودار  Mentholصدم ثانیه خروجی ترکیب  00دقیقه و  24در زمان 

 ٪ 02/0با سطح زیر نمودار  Dodecane صدم ثانیه خروجی ترکیب 02/0دقیقه و  25در زمان 

 ٪ 24/0وداربا سطح زیر نم Decanal صدم ثانیه خروجی ترکیب  52دقیقه و 25در زمان 

 ٪ 08/0با سطح زیر نمودار  2E-Decenal صدم ثانیه خروجی ترکیب 90دقیقه و  28در زمان 

 ٪ 49/0با سطح زیر نمودار Neo-Menthy acetateصدم ثانیه خروجی ترکیب  22دقیقه و  29در زمان 

 ٪ 84/0با سطح زیر  E-Anetholeصدم ثانیه خروجی ترکیب 89دقیقه و  29در زمان 

 ٪ 22/0با سطح زیر نمودار Tymolصدم ثانیه خروجی ترکیب  00/0دقیقه و  00ن در زما

 ٪45/0با سطح زیر نمودار Carvacolصدم ثانیه خروجی ترکیب  42دقیقه و  00در زمان 
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 )نمونه شاهد(گرم در لیترمیلی 25/0و  گرم ساکارز 00حاوی  B5محیط سوسپانسیون ماتوگراف وگر( 34-4شکل)

 

 ٪/. 02با سطح زیر نمودار Eugenolصدم ثانیه خروجی ترکیب  80دقیقه و  02در زمان 

 ٪ 8/2با سطح زیر نمودار  Tetradecane صدم ثانیه خروجی ترکیب 00دقیقه و  04در زمان 

 ٪ 0/0با سطح زیر نمودار Dodecanol l  صدم ثانیه خروجی ترکیب  28دقیقه و 02در زمان 

 ٪ 22/0با سطح زیر نمودار  Pentadecane ه خروجی ترکیبصدم ثانی 52دقیقه و  08در زمان 

 

           

 گرم در لیتر)نمونه شاهد(میلی 25/0گرم ساکاروز و  00حاوی  B5محیط سوسپانسیون ماتوگراف و( گر05-4شکل)
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 ٪ 89/2موداربا سطح زیر ن Hexadecaneصدم ثانیه خروجی ترکیب  42دقیقه و  42در زمان 

 ٪ 84/2با سطح زیر  Tetradecanol eصدم ثانیه خروجی ترکیب 92دقیقه و 45در زمان 

 ٪ 0/0با سطح زیر نمودار Heptadecaneصدم ثانیه خروجی ترکیب  20دقیقه و  40در زمان 

 ٪22/2با سطح زیر نمودار Octadecaneصدم ثانیه خروجی ترکیب   29دقیقه و  49در زمان 

 

 

 گرم در لیتر)نمونه شاهد(میلی 25/0گرم ساکاروز و  00حاوی  B5محیط سوسپانسیون ماتوگراف و( گر00-4شکل)

 

 ٪22/2با سطح زیر نمودار Octadecaneصدم ثانیه خروجی ترکیب   29دقیقه و  49در زمان 

 ٪ 02/2با سطح زیر نمودار Isopropyl myristateصدم ثانیه خروجی ترکیب  20دقیقه و  50در زمان 

 ٪ 22/0با سطح زیر  Cycliopentadecanolidصدم ثانیه خروجی ترکیب 4/0دقیقه و 52در زمان 

 ٪ 52/0با سطح زیر نمودار Hexadecanolصدم ثانیه خروجی ترکیب  48دقیقه و  52در زمان 

 ٪ 40/2با سطح زیر نمودار Nonadecaneصدم ثانیه خروجی ترکیب  28دقیقه و  50در زمان 

 ٪ 52/0با سطح زیر نمودار Cyclohentadecanolideصدم ثانیه خروجی ترکیب  42قه و دقی 54در زمان 
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 )نمونه شاهد( گرم در لیترمیلی 25/0گرم ساکاروز و  00حاوی  B5محیط سوسپانسیون ماتوگراف و( گر02-4شکل)
 

 

 ٪ 92/0با سطح زیر نمودار Eicosaneصدم ثانیه خروجی ترکیب  40دقیقه و  50در زمان 

 ٪ 40/0با سطح زیر  Hexadecyl acetateصدم ثانیه خروجی ترکیب 49دقیقه و  52در زمان 

 ٪ 24/0با سطح زیر نمودار Heptadecaneصدم ثانیه خروجی ترکیب  50دقیقه و  02در زمان 

 

 نتیجه گیری کلی-4-5-0

اخ فعاخ بیشترین تاثیر بر تعداد و گرم در لیتر زغ 2همراه با  1/2MSنتایج آزمایش نشان داد که محیط کشت    

گرم( در  88/2و  0/22بیشترین مقدار وزن تر و خشک کالوس ) .متر( داشتمیلی 005/0، 0/22ها )قطر ساقه

های منتلف کشت در مقایسه بین محیطمشاهده شد.  D-2,4میلی گرم در لیتر  5/0حاوی  MSمحیط 

کشت اهده گردید. بیشترین میزان فنل در محیطمش B5گرم( در محیط کشت  0/0بیشترین وزن خشک )

(ml/µg222و کمترین میزان فنل در کالوس )( هاml/µg 9/22)  میلی گرم در لیتر  2000در محیط حاوی

گرم در  00و 00حاوی  B5زردچوبه مشاهده شد. در فاز سوسپانسیون بیشترین وزن خشک سلوخ در محیط 

میلی گرم در لیتر باعث افزایش وزن  25/0و  5/0در غلظت  D-2,4 لیتر ساکارز مشاهده شد. همچنین هورمون

بیشترین تعداد  گرم وزن خشک( و 25/0بیشترین رشد سلوخ در روز شانزدهم شاخص رشد ) .خشک گردید
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. نتایج بدست  گرم در لیتر ساکارز مشاهده شد. 00حاوی   B5( در محیط2050000) سلوخ نیز در همان روز

 22/0درصد، تیموخ، 20/8درصد، لیمونن،  90/8ترکیبات مهمی مثل منتوخ به میزان  GC/Massآمده از آنالیز 

درصد مشاهده شد. همچنین ترکیبات مهم دیگری مثل  45/0به میزان  کارواکروخدرصد و 09/0منتون  درصد،

 .ایژونوخ مشاهده گردید تترا دکانل، سیمین، دودکانوخ،پی

اهان گی های ثانوی مشتق از اینابولیتمت گیاهان دارویی دنیا، به تولید و عرضه با توجه به اینکه بنش اعظم بازار

باخیی برخوردار  های ثانوی گیاهی از ارزش اقتصادی و همچنین ارزش افزوده بسیارشود، لذا متابولیتمربوط می

 ها باتولید متابولیتد. بنابراین باشها معموخ پیچیده و پرهزینه میهستند و سنتز شیمیایی این متابولیت

که  . با توجه به اینزیست فناوری از جمله کشت سلولی گیاه، راه جایگزین سودمندی است های منتلفروش

با فراهم آوردن  تواند، این پژوهش میباشدمیترین گیاه دارویی مطرح جهان ترین و پرمصرفنعناع یکی از مهم

 دهد.، بویژه منتوخ را افزایش مواد موثرهپانسیون سلولی میزان شرایط افزایش متابولیت ثانویه در محیط سوس

 

 پیشنهادات-4-5-2

 اماور اشعه مانند زیستی غیر الیسیتورهایو  CO2چون دما، نور و میزان  بررسی نقش الیسیتورهای فیزیکی  -2

 .سنگین فلزات نمک بنفش، 

و همچنین بررسی نقش الیسیتورهای  متفاوت عمل هایمکانیسم با شیمیایی ترکیبات از بعضی بررسی نقش -2

 رسد.به نظر ضروری می منمر عصاره و قارچ مانندزیستی 

 استفاده از کشت سلولی نعناع فلفلی با استفاده از بیوراکتورها به منظور تولید منتوخ بررسی شود. -0

باززا شده از  ای مویین و یا گیاهانههای سوماتیکی، ریشههای نمو یافته چون جنیناستفاده از ریزنمونه -4

 .تواند راهکاری برای افزایش میزان تولید منتوخ در گیاه نعناع فلفلی باشدکالوس می
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 منابع

 یدانشگاه ابو عل ، انتشارات"یاهیاصول کشت بافت گ "(2088 ی م، )خسرو شاه ییزکا ی م،عشر یاثن-2

 .90ص سوم،  چاپینا، س

 

 یسیتورهایستفاده از الابا  یاهیگ یهثانو هاییتمتابول یدتول یشافزا )"2092یفی م، )شر. و ص زاده یلاسمع-2

 .90-80: ص 2شماره، 4جلد، مجله سلول و بافت ،"یستیز

 

زایی و سوسپانسیون سلولی سازی کالوس. بهینه"(2092ج. حمدی ر. گروسی ق. و حسینی ر، )احمدی -0

 .00-42ص  :2، شماره 4، دوره مجله بیوتکنولوژی کشاورزی" (catharanthus roseus).پروانش

 

تولید بتاکربولین آلکالوئیدها در کشت سوسپانسیون سلولی  "( 2085اصغری غ . قنادی س. و همتیان ع، )-4

 .240-202: ص2، شماره 20دوره مجله پزشکی هرمزگان، ، "منلوط دو گیاه اسپند و عطر سنگ

 

 .424، انتشارات طراحان نشر، ص"های تولید و فرآوری گیاهان داروییرهیافت"( 2029امیدبیگی ر. )-5

 

-225، انتشارات دانشگاه تهران،ص"کشت بافت و سلول گیاهی"( 2088امیدی م، و سید طباطبایی ب، ) -0

229. 

 

نی درکشت سوسپانسیون سلولی گیاه سازی رشد و تولید آلکالوئیدهای تروپابهینه" (2080ع، )ایرانبنش  -2

 4، شماره 20، دوره مجله پژوهش و سازندگی در زراعت و باغبانی "Daturastra monium L)تاتوره )

 .04:ص

 

 درون کشت شرایط در ایدلمه فلفل گیاه ریزازدیادی"( 2089م، ) نکوئی و خیام ک. مرادی م. اطرشی-8

 .22-2: ص2 ، شماره2، دوره ایران شناسی زیست مجله"ایشیشه

 

راهنمای جامع و مصور خواص و درمان گیاهان "( 2080جعفرنیا س. خسروشاهی س. و قاسم م، )-9

 .04-02انتشارات سنن گستر، چاپ دوم، ص "دارویی مشهد

 

ای اثر سطوح مختلف هورمونی بر آزمایشات درون شیشه" ( پایان نامه ارشد:2082زارع کاریزی ا، )-20

 ."گاه زابلآنغوزه، دانش

  
 
 
 
 
 
 

Terpinolene

n-Undecane

Ɣ-Terpinene
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 نور وطیف کربن ،منبع کشت محیط تاثیر"( 2092) ج، و احمدی ر. ا. حسینی غ. نظامی م. گروسی زارعی -22

 ،دوره ،مجله بیوتکنولوژی کشاورزی "Gisela 6 رویشی پایه زاییریشه در اکسین تیمار شیوه و زایینوساقه در

 .20-02: ص 4، شماره2

 

 .24-5جلد ششم ، انتشارات دانشگاه تهران ، ص  "داروییگیاهان "( 2020زرگری ع ، ) -22

 

و ریزنمونه مطالعه اثرسطوح هورمونی محیط کشت" ( پایان نامه کارشناسی ارشد:2085ح، )سیفی  -20

، بیوتکنولوژی کشاورزی. "Teuorium poliumدرکالزایی، باززایی و کشت سوسپانسیون سلولی گیاه

 دانشگاه تهران.

 

بررسی کمی "( 2092ن. کامکار ا. شمس اردکانی م. میثاقی ع. جمشیدی ا. جاهد خانیکی غ، )شریعتی فر  -24

نامه دانشگاه علوم پزشکی و خدمات فصل "اکسیدانی گیاه علف هیضهوکیفی ترکیبات فنلی و فعالیت آنتی

 .59-50: ص 4. شماره 22دوره بهداشتی درمانی گناباد،

 

تولید و نگهداری کشت "( 2084پ، ). جمشیدی م. و محمد رفیعیاردکانی م. حاجی آخوندی عشمس-25

فصل نامه  "و مقایسه متابولیت های تولید شده در کالوس با گیاه کامل Achillea millefoliumگیاه سلولی

 . 52ص:22، شماره 5، دوره گیاهان دارویی

 

ضد سرطان  یدارو یدبر تول یهپا کشت یطنوع مح یرتاث یبررس"( 2092) ،م یاطرشو  .م یدمف. ا یعباس-20
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 گرم در لیترمیلیبر حسب MS. یهکشت پا یطو عناصر مح یباتترک -2-0جدوخ

 
 یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ MSغلظت ماده درمحلوخ  ماده     

 MSکشت 

 50   پر مصرف عناصر

3NO4NH 2050 20500  

3KNO 2900 29000  

2CaCL 02/002 02/0020  

4MgSO 54/280 54/2800  

PO42KH 220 2200  

 20   (2عناصرکم مصرف )شماره 

KI 80/0 0/8  

3BO3H 2/0 02  

O2.H4MnSO 9/20 209  

O2.7H4ZnSO 0/8 80  

O2.2H2MoO2Na 25/0 5/2  

 2   (2ماره عناصر کم مصرف )ش

O2.5H4CuSO 025/0 5/2  

O2.6H2CoCL 025/0 5/2 20 

 یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ MS غلظت ماده درمحلوخ ماده     

 MS کشت

    (2عناصر کم مصرف )شماره

O2.7H4FeSO  5/228  

EDTA2Na  5/022  

 20   ویتامین ها

Myo-Inositol 200 2000  

Nicotinic Acid 5/0 5  

Pyridoxine-HCL 5/0 5  

Thiamine-HCL 2/0 2  

Glycine 2 20  
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 گرم در لیترمیلیبر حسب  Gamborg (B5) یهکشت پا یطو عناصر مح یباتترک -2-0جدوخ

کشت  یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ  ماده 
MS 

 50   عناصر پر مصرف

3KNO  00/2500  

4)2SO4(NH  00/204  

O2.2H2CaCl  00/250  

MgSO4.7H2O  09/222  

NaH2PO4  42/200  

MnSO4.H2O  00/20  

 20   عناصر کم مصرف

H3BO3  00/0  

KI  25/0  

Na2MoO4.2H2O  25/0  

O2.7H4ZnSO  00/2  

CuSO4.5H2O  025/0  

کشت  یترمحیطل یکدر  یرهمحلوخ ذخ مقدار یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ  ماده 
MS 

CoCl2.6H2O  025/0  

 20   آهن

O2.7H4FeSO  80/22  

EDTA2Na  00/02  

 20   ویتامین ها

myo - Inositol  00/200  

Thiamine-HCL  00/20  

Pyridoxine-HCL  00/2  

Nicotinic Acid  00/2  

 

 

 



 

 

91 

 

 گرم در لیترمیلیبر حسب 6N (chau) یهکشت پا یطو عناصر مح یباتترک -0-0جدوخ

 یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ N6غلظت ماده درمحلوخ  ماده

 N6کشت 

 50   عناصر پر مصرف

4SO4)2(NH 400 4000  

3KNO 2800 28000  

2CaCL 00/225 0/2250  

4MgSO 22/90 2/902  

4PO2KH 400 4000  

 20   عناصرکم مصرف 

KI 

3BO3H 

80/0 

0/2 

0/8 

20 

O2.H4MnSO 00/0 0/00  

O2.7H4ZnSO 0/8 80  

 

 یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ N6غلظت ماده درمحلوخ  ماده

 N6کشت 

FeNaEDTA 50/2 25  

 20   ویتامین ها

    

Nicotinic Acid 5/0 5  

Pyridoxine-HCL 5/0 5  

Thiamine-HCL 2 20  

Glycine 2 20  

 

    

   

 

 



 

 

97 

 

 گرم در لیترمیلیبر حسب  Eriksson(ER)  یهکشت پا یطو عناصر مح یباتترک -4-0جدوخ

 یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ ERغلظت ماده درمحلوخ  ماده

 ERکشت 

 50   عناصر پر مصرف

3NO4NH 2200 22000  

3KNO 2900 29000  

2CaCL 02/002 02/0020  

4MgSO 54/280 54/2800  

PO42KH 040 0400  

 20   (2مصرف )شماره  عناصرکم

    

3BO3H 00/0 0/0  

O2.H4MnSO 09/2 09/2  

O2.7H4ZnSO 25/9 5/92  

O2.2H2MoO2Na 

 

025/0 25/0  

 2   (2عناصر کم مصرف )شماره 

 گرم در لیترمیلیبر حسب   Eriksson(ER) یهکشت پا طیو عناصر مح یباتترک -4-0جدوخ

کشت  یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ ERغلظت ماده درمحلوخ  ماده

ER 

O2.5H4CuSO 0025/0 025/0  

O2.6H2CoCL 0025/0 025/0  

 20   آهن

Fe NaEDTA 2/00 002  

 20   ویتامین ها

    

Nicotinic Acid 5/0 5  

Pyridoxine-HCL 5/0 5  

Thiamine-HCL 5/0 5  

Glycine 2 20  
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 گرم در لیترمیلیحسب  بر woody plant medium  (WPM)یهکشت پا یطو عناصر مح یباتترک -5-0جدوخ     

 یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهغلظت ماده درمحلوخ ذخ WPMماده درمحلوخ  غلظت ماده

 WPMکشت 

 50   عناصر پر مصرف

3NO4NH 400 4000  

4SO2K 990 9900  

2CaCL 5/22 225  

4MgSO 54/280 4/2805  

PO42KH 

 

O2.4H2)3Ca(NO 

220 

20/422 

2200 

0/4222 

 

 20   (2)شماره  مصرف عناصرکم

    

3BO3H 2/0 02  

O2.H4MnSO 0/22 220  

کشت  یترمحیطل یکدر  یرهمقدار محلوخ ذخ یرهخ ذخغلظت ماده درمحلو WPMماده درمحلوخ  غلظت ماده

WPM 

O2.7H4ZnSO 0/8 80  

O2.2H2MoO2Na 25/0 5/2  

 2   (2عناصر کم مصرف )شماره 

O2.5H4CuSO 25/0 5/2  

 20   آهن

Fe NaEDTA 2/00 002  

 20   ویتامین ها

Nicotinic Acid 5/0 5  

Pyridoxine-HCL 5/0 5  

Thiamine-HCL 2 20  

myo - Inositol 200 2000  
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Abstract 

 

Menth arvensis L. is one of the most important medicinal plants from Lamiaceae family. Aerial 

parts of the plant contain a various number of aromatic compounds that used in food, cosmetic 

and pharmaceutical industries. Largescale production of Mentol has been essential target in 

recent years because of high commercial value of this plant. This study was carried out in two 

different phase. . In first phase, lateral meristem explants were disinfected and cultured on ½ MS 

(Murashig & skoog, 1962).Then, sterilized explants were cultured on MS, 1/2MS and ¼ MS 

supplemented with 0 or 2 mg/l activated charcoal and transferred to growth room with light 

intensity of 2500-4500 Lux for optimization of  micropropagation.Leaves explants were cultured 

on MS media supplemented with 0, 0.5, 1 and 2 mg/l of 2,4- dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 

or Naphthalene acetic acid (NAA) alone or in combination with 6-Benzylaminopurine (BAP) or 

Kinetin (KIN) in concentration of 0, 0.5, 1 mg/l for callus induction.To determine the best 

medium for the cell suspension phase, leaves and callus explants were cultured on N6, ER,WPM, 

MS and B5 media supplemented with 0.5 mg/l of 2,4-D.After optimization of appropriate callus 

culture medium, calli were cultured on MS or B5 media complemented with 0.5 mg/l of 2,4-D 

with various concenteration of activated charcoal, citric acid, ascorbic acid, turmeric powder and 

polyvinylpyrrolidone (PVP) for assess of  biosynthesis change of phenolic compounds.In the 

second phase, calli were transferred to suspension MS and B5 media Supplemented with 2,4-D  

in concentration of 0, 0.25, 0.5 and 0.75 mg/l and 30 or 60 gr/l sucrose. After accessing to 

appropriate volume of callus biomass, the growth index was surveyed based on dry weight and 

number of cell. After cell proliferation and reaching to the suitable growth phase, cell suspension 

were elicited with methyl jasmonate in concentration 1 and 2 µl for 48 and 72 h and 5 and 10 

mg/l of chitosan for 72 and 96 h.The result indicated that ½ MS media complemented with 2 gr 

activated charcoal have the greatest impact (12.6 and 0.035 mm) on number and diameter of 

stem The highest amounts of fresh and dry weight of callus (12.3 and 1.88 gr) were observed on 

MS media supplemented with 0.5 mg/l of 2,4-D. 

In comparison between different media, the maximum dry weight (0.6 gr) was indicated on B5 

medium. The greatest amount of phenol (127 ml/gµ) in media and also lowest quantity 

(72.9ml/gµ) of phenol in callus was observed in media with 1000 mg/l of  turmeric powder.In 

suspension phase, maximum amount of dry weight was observed on B5 media with 30 and 60 

gr/l of sucrose.  A s well as, the dry weight significantly increased on 0.5 and 0.75 mg/l of 2,4-D. 

Moreover, both of maximum cell growth index (0.25 gr) and highest number of cell were 

indicated in B5 medium with 60 gr/l sucrose in sixteen days of growth. As well as, some 

important compounds such as p-cimine, dodecanol, tetra decanol, eugonol, were illustrated. The 

result of this study could applied as beneficial alternative for production of secondery 

metabolites by biotechnological approch such as cell culture. 

Key word: Mentha arvensis, Calus, cell suspanstion, mentol 
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