
 اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران ژنتيك وتحقيقات پژوهشي -علميفصلنامة 

 )1386( 1-9 ، صفحة1 شمارة ،15جلد 

 

 براي توليد اسيد رزمارينيك (Zataria multiflora Boiss) بهينه سازي كشت بافت آويشن شيرازي
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 دهيچك

بـا  بـه عنـوان متابوليـت ثانويـه          (RA) رزمارينيـك د  يشن شيرازي براي افزايش توليد اسي      آو بهينه سازي محيط كشت كالوس    

 با تركيب هورموني   MS  كشت محيطاي آويشن روي     كشت گره ساقه   القاء كالوس از   .ام گرفت انجط كشت   استفاده از تغيير شراي   

2,4-D)  mg/l5/0(ن ينتيك  و) mg/l1( گامبورگ محيطبابهينه سازي رشد اين بافت . انجام شد  ) هورمـون و) هـا نمكهـا و ويتامين  

  يـا  30( سـاكارز وسـها در محـيط گـامبورگ حـاوي     پس از آن كال . در شرايط تاريكي صورت گرفت)mg/l75/0 ( نيل آدنيبنز

g/l60(، گلوكز )يا 75، 60  g/l90 (يا تاريكي كامـل قـرار   تاريكي  ساعت 8  وروشناييساعت 16فتوپريود نوري  تحت شرايط و

 قالـب طـرح     در فاكتوريل   مايشآزاستفاده از   با  ها   هداد .گيري شد  اندازه HPLC با   ،كشتپس از    روز   45ها   بافت RAتجمع  . گرفتند

بود و بيوماس  شهي در شدر كالوس بالاتر از گياهچه RA تجمع .ندتجزيه و تحليل گرديدبلوكهاي كامل تصادفي با تكرار مساوي 

  يت حاوط كشرشد كالوس در محي. با تيمار گلوكز بدست آمد %)RA )6/15 مقدار بيشترين.  از كالوس بدست آمد نيزيشتربي

g/l75 يحاوط محينسبت به  گلوكز  g/l90  داري بين سطوح گلوكز براي توليـد   ، اما اختلاف معنيشتر بودبيگلوكزRA  مـشاهده 

 شـته در كشت كالوس آويشن شيرازي دا      RAداري بر تجمع     اثر معني  يط نور  و شراي  عوامل اسموتيك   نتايج نشان داد كه    .نگرديد

 . بدست آوردشهيافته در شيچه رشد  را نسبت به گياه كالوسو رشد بالاتر RAتوان  و با كشت كالوس مي

 

 .رزمارينيك اسيدو  همتابوليت ثانوي ، كالوس، بافتكشتزي، آويشن شيرا:  كليديهاي واژه

 
 مقدمه

 ياهي ـ گ(Zataria multiflora Boiss) يرازيشن شيآو

اه ين گ ي ا .باشد ي م اني نعناع ق به خانواده  ل بوده و متع   ييدارو

ستان ران، افغان يدر ا نها  ت در جهان دارد و      يپراكنش محدود 

 ـنيرزمار اسـيد    ).1373زاد،   جـم ( د  ي ـرو يو پاكستان م    كي

(RA)  ـ از متابوليكيك بوده و ي فنل يدهايجزء اس   يهـا  تي

 ي خواص آنت  ي كه دارا  اشدب  مي يرازيشن ش ي آو اهيه گ يثانو

، ضـد التهـاب و ضـد        يروس، ضد آلرژ  ي، ضد و  يدانياكس

 ـا. استسرطان    ـاده نعناع اهـان خـانو   ي در گ  بي ـن ترك ي  اني

(Lamiaceae) شود يافت مي  .(Fesen et al, 1993)اري ـاخ 

ه، ي ثانو يها تي متابول يي و دارو  يت اقتصاد يبا توجه به اهم   

بـر  . ار قـرار گرفتـه اسـت      ي سلول مورد توجه بـس     يهاكشت

 ـ اسا  ـ م شتر گزارشـها  س بي ه از  ي ـت ثانو ي ـد متابول ي ـزان تول ي

ــشت ــايهاك ــه يز ني تم ــافت ــم اســتيسب  & Collin (ار ك

Edwareds, 1998.(ـ تحري بـرا يادي ـ زي تلاشـها  اما  ك ي

.  متنوع صورت گرفته استيسلولها با استفاده از روشها

 ـانتخـاب لا   شاملن روشها   يا  ينـه سـاز   ي، به ين سـلول  ي

 ـ  ي، ف يياز نظر مواد غذا   (ط كشت   يمح ش يتوهورمونها و پ
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 ـ دمـا و     نـور، ،  pH( ط كـشت  ي، شرا )ماده را ي ـو اخ  )رهغي

 ,.Verpoorate et al).  باشـد  يم ـ يكي متـابول يمهندس ـ

ــتول (2002 ــدديدر گ RAد يـ ــان متعـ ــهياهـ   از جملـ

  Coleus blumi (Razzaque & Ellis, 1977) ،Anchosa 

officinallis (De-Eknamkul & Ellis, 1987) 
با  Lithospermum erythrorhizon  (Fukui et al., 1984)و

 رابطـه بـا     در.  شده است  ي متنوع بررس  يهامارياستفاده از ت  

 ـ تنها تحق  يرازيشن ش ياه آو ي كشت بافت گ   در RAد  يتول ق ي

 2004و همكــاران در ســال   Mohagheghzadehتوســط 

در هـر    RAگرم ليي م355صورت گرفته است كه به مقدار 

 ي هورمـون  يهاماريبا استفاده از ت   اه  يصد گرم وزن خشك گ    

 دراتي كربوهيمارهاي اثر تق در اين تحقي  .ه است بدست آمد 

 ـ بافت كـالوس آو    يرونور را    و بـه منظـور    ،  يرازيشن ش ـ ي

شـده   يبررسبالا   RAوماس و   ي ب د تولي با يطي به مح  يابيدست

 . است

 

 مواد و روشها

 ياهيماده گ

 ـاه آوي ـ گيبذرها  Zataria multiflora) يرازيشن ش ـي

Boiss)       خنـب از توابـع      ي از ارتفاعات كوه زرد در روسـتا 

بـر اسـاس روش      . شدند ي جمع آور  1383شان در سال    كا

ــژاد ــول  ) 1382( فلاحن ــا محل ــشو ب ــس از شست ــذرها پ  ب

Tween20 )20ــي م ــتر يل يل ــر اس ــر آب مقط ــره2+ ليت   قط

Tween20(  پس از دو بار    .  درصد شناور شدند   70، در الكل

 ـپوكلري ه ليتـر   ميلي 20ل، در   يشستشو با آب مقطر استر     ت ي

 يبـذرها .  شـدند  يضدعفون) يكيدر تار % (1 يم تجار يسد

 ,MS (Murashige & Skoog كشت طيشده در محل ياستر

 از قطعـات گـره      ماه، 2 از   پس قرار گرفت و   جامد (1962

 اسـتفاده   ، بـه عنـوان قطعـه جداكـشت        ييفاقد جوانه انتها  

 .ديگرد

 كشت كالوس

 آويـشن شـيرازي     ي گيـاه  ا  سـاقه كالوس از كشت گره     

 D-2,4 بـا تركيـب هورمـوني   MS روي محـيط  رشد يافته 

) mg/l5/0 (ـيك و    آگـار ،)g/l30  (سـاكارز  ،)mg/l1 (ن ينت

) g/l7 (و كازئين هيدروليز )mg/l200 (پس از . بدست آمد

 ط كـشت  يمح: ط كشت يدر سه نوع مح    كالوس   ي بافتها آن

،  (vit B5)  گـامبورگ يهـا نيتاميهمراه با و  (B5)گامبورگ

 و B5 (vit B5) ينهـا يتاميهمـراه بـا و  MS  كـشت  طيمح ـ

بـا   MS  (vit MS)يهـا نيتاميهمراه بـا و  MSط كشت يمح

 ± 1در شـرايط دمـايي    )mg/l75/0 ( بنزيل آدنينهورمون 

  ساعت 8 و   روشنايي ساعت   16، فتوپريود نوري     درجه 25

 بعد از   .ند لوكس كشت شد   2200تاريكي و نور فلورسنت     

ط كشت از نظر رشـد، رنـگ و شـكل           ين مح يانتخاب بهتر 

 در  ر سـه بـا     كـالوس  ي، بافتهـا  شش هفتـه   پس از    يظاهر

قطعات جداكـشت كـالوس در       . واكشت شدند  ط فوق يمح

 ـ بنز هورمون با   B5محيط    ـ ي  سـاكارز ،  )mg/l75/0( نيل آدن

 قرار گرفته و بـه  )g/l 90 و75، 60(، گلوكز )g/l60 و 30(

و  روشـنايي    ساعت16شرايط تاريكي و يا فتوپريود نوري       

تجزيـه   هفته مورد    6 تاريكي منتقل شده و بعد از         ساعت 8

 . قرار گرفتندلو تحلي

 

  رشديرياندازه گ

 يها را روزان رشــد، كالوســيــ ميريــجهــت انــدازه گ

 MA40 مــدل Moisture analyzer (Sartorius)دســتگاه 

 60 ي، وزن تر آنها بدست آمد و تحت اثـر دمـا  قرار داده

 وزن خشك آنهـا      ساعت 1-5/1در مدت   درجه سانتيگراد   

 تكـرار   4ن  يگاني از رشد م   بدست آمده ج  ي نتا .دين گرد ييتع

 .بدست آمد
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  محلول استاندارديآماده ساز

 RAاز   گـرم  يلي م 20براي تهيه محلول استاندارد مقدار      

حــل شــد و بــه   در متــانولوزن شــدناســتاندارد پــس از 

 ppm بـا غلظـت   يرسـانده شـده و محلـول    ml 100حجم

، ppm40جهت تهيه محلولي با غلظـت  . بدست آمد 2000

ليه را برداشـته و بـا متـانول بـه     از محلول او µl 500مقدار

 ppm40  با غلظت يرسانده و محلول استاندارد 25حجم 

 .ه شديته

 

 RAاستخراج 

 شـده   ي معرف ـ روشاستفاده از   ها با    كالوس يريگ عصاره

 ابتـدا   .شـد  انجـام    )1992( و همكاران    Hippolyte توسط

در لولـه     گرم از وزن تر كالوس مربوط به هر تيمار را          5/1

. ه و بــا ازت مــايع منجمــد شــدريختــ) ml2 (اپنــدورف 

  قرار داده  ر ساعت در دستگاه ليوفيليز    12ها به مدت     نمونه

افـت ليـوفيليزه شـده را پـودر      از بmg50  پس از آن. شد

هـا بـه     نمونـه . متانول به آن اضـافه گرديـد  ml5  و نموده

قرار گرفت    درجه روي شيكر   40 دماي    دقيقه در  90مدت  

 ســانتريفوژ rpm  10000 بــا دور دقيقــه،15و بــه مــدت 

سوپرناتانت آن جدا شده و حلال متانل آن تبخيـر          . گرديد

د و ي متانل حل گردml2  مانده در يمواد جامد باق .گرديد

لتـر شـده،    يتر تحت فشار ف   يكرولي م 2/0لتر  يبا استفاده از ف   

مورد اسـتفاده    RA جهت تعيين ميزان     بدست آمده عصاره  

 .قرار گرفت

 

 RAن زاين مييتع

ع  مـاي يكرومـاتوگراف  دستگاه باRA  براي تعيين مقدار

(HPLC)از روش Ilieva  و Pavlov) 1997( اســـتفاده 

 بكار رفتـه در ايـن تحقيـق،         يم كروماتوگراف  سيست .ديگرد

 آلمان با پمپ مدل Knauer از شركت Well chromمدل 

K-1001  و دتكتـور  DIODE  مـدلK-2800 330  كـه در 

 ODS-3  مــورد اســتفادهو ســتوند تنظــيم گرديــ نــانومتر

Inertsil 250 × 4.6 mm, محلـول  (فـاز متحـرك   . بودB (

ــسبت % 2اسيداســتيك / اســتونيتريل  ــا ن ــا ) v/v 3 :7(ب ب

نسبت به محلـول     Bمحلول  % 30 به   %50گراديانت خطي   

A         سـرعت جريـان    . بـود % 2 و فاز ثابت آن اسيد اسـتيك

 ـ    بر دقيقـه     ml5/1 حلال در ستون   ه تزريـق   و مقـدار نمون

بدسـت  هاي  حلولهاي استاندارد و عصاره  م. بود µl20شده  

زمـان  .  از بافـت گيـاهي بـه دسـتگاه تزريـق گرديـد             آمده

 .بوددقيقه  19 ±1در محلول استاندارد   RAبازداري

 

 ي آمارتجزيه و تحليل

با سـه    ي كاملا تصادف  ي در قالب طرح بلوكها    آزمايشها

تفاده از آزمـون     بـا اس ـ   يو نتـايج آمـار    تكرار انجام شـده     

 بـه    در نمودارهـا   ها  داده .ل تجزيه و تحليل گرديد    يفاكتور

 ـ ±SEن  صورت ميـانگي    و مقايـسه ميـانگين بـا       ان شـده   بي

 يهـا  تجزيـه و تحليـل     . انجام شد  دانكناستفاده از آزمون    

ــار ــزار يآم ــرم اف ــك ن ــه كم ــطح  SPSS 9.0 ب  و در س

  .صورت گرفت% 5 يدار يمعن

 

 جينتا

 كشت كالوس 

 ي حــاوMSط كــشت  محــييالوس بــر روالقــاء كــ

 ـيك و) D)  mg/l5/0-2,4 يهورمونهـا  بـا   )mg/l1 (ن ينت

 يك هفته پس از واكشت رو      اما ي  ت انجام گرفت،  موفقي

 ـ بـه ا   . شـد  يا قهوه ط فوق كالوسها كاملا   محي ل،  ي ـن دل ي

ط ي مح  شامل ط كشت يكشت در سه نوع مح    قطعات جدا 

  MSكــشت  طي، محــB5يهــانيتامي ويحــاو B5كــشت 
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 يحــاو MS ط كــشتيو محــ B5 ينهــايتاميو يوحــا

 هفتـــه 6بعـــد از . واكـــشت شـــدند MS يهـــانيتاميو

 رنـگ،   ننـد وزن تـر، وزن خـشك،        رشد ما  يها شاخص

 قـرار  ي كالوسها مـورد بررس ـ يي و اندام زا يشكل ظاهر 

ن يشتري ـبج نشان داد كه   ينتا ).1 شكل ،1 جدول(گرفت  

 يحـاو ط كـشت گـامبورگ      ي مح ـ يبر رو ها  رشد كالوس 

 زرد و   رنـگ كالوسـها   صورت گرفته و      B5 ينهايامتيو

 نـشان   ي آمـار  يبررس. باشد يم يي اندام زا   هر گونه  فاقد

ط كشت از نظـر وزن      ي متفاوت مح  يمارهاين ت يداد كه ب  

وجـود   (P<0.05) يدار ياختلاف معن ـ وزن خشك  وتر

  .دارد

 

  هفته6پس از  يرازيشن شي آوي و رنگ كالوسهارشد ،ييط كشت براندام زاي محتأثير نوع -1جدول 

  تكرار4ن يانگي با ميكي ساعت تار8 و ييروشنا ساعت 16 يط نوريدر شرا

 ماريت رنگ كالوس يشكل ظاهر يياندام زا

 MS+ vit MS سبز ترد اديز

 MS+ vit B5 ل به زرديسبز ما ترد كم

 B5+ vit B5 زرد ترد -

B5+vitB5 : رگ  گامبويها ويتامينيحاومحيط كشت گامبورگ 

MS+vitB5 :گامبورگ ي ويتامينهايحاوكشت موراشيگ و اسكوگ  محيط 

MS+vitMS :موراشيگ و اسكوگنهاييتاميحاوي و محيط كشت موراشيگ و اسكوگ  
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 هفته 6بعد از  يرازيشن شيآو يها كالوس)ب( ، وزن خشك)الف(  بر وزن ترط كشتي محختلف ميمارهاي تتأثير -1 شكل

  تكرار4 نيانگي با ميكي تار ساعت8 و ييروشنا ساعت 16 ينورط يكشت در شرا
 

B5+vitB5:گامبورگ يهايط كشت گامبورگ همراه با ويتامين مح  

MS+vitB5 :گامبورگيكشت موراشيگ و اسكوگ همراه با ويتامينها محيط   

MS+vitMS: موراشيگ و اسكوگ يها با ويتاميناسكوگ همراه محيط كشت موراشيگ و  

 

)!"�( )#( 
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ــكلدر  ــ1 ش  ــ م ــه مح ــت ك ــشتيشخص اس  ط ك

 ـ بنز هورمـون  وبا هورمون (B5+ vitB5) گامبورگ ل ي

 رشـــد يط بـــراين محـــي، بهتـــر)mg/l75/0( نيآدنـــ

 . باشد ي ميرازيشن شي آويهاكالوس

 
   و رشدRAمقدار درات بر ي كربوهيمارهاياثر ت

بدسـت   يد و رشـد كالوسـها     يك اس ينيمقدار رزمار 

، )g/l60و  30( متفــاوت ســوكروز يمارهــاي از تآمــده

فتوپريود نوري  ط  يكه در شرا  ) g/l90 و   75،  60(گلوكز  

 ـ و تـاريكي     ساعت 8 و    روشنايي ساعت16  يكي تـار  ا ي

 دي ـ گرد ي هفته بررس ـ  6 قرار گرفته بودند، بعد از       كامل

 بيـشتر از    يرشد كالوسها در شـرايط تـاريك       .)2 شكل(

 تاريكي   ساعت 8 و    روشنايي ساعت16فتوپريود نوري   

 رشـد  ي اثـر بازدارنـده را رو  g/l90كز تيمار گلو .است

بـا افـزايش تـراكم گلـوكز ميـزان رشـد            . كالوسها دارد 

كه به يك حد مناسـب رسـيد، از          افزايش يافته و زماني   

. ابـد ي يآن مرحله به بعد ميزان وزن خـشك كـاهش م ـ          

ز نسبت بـه تيمـار گلـوكز        رشد كالوسها با تيمار ساكار    

 بـه تيمـار     بيشتر است و بالاترين مقـدار رشـد مربـوط         

.  اسـت  ي گـرم بـر ليتـر در شـرايط تـاريك           60سوكروز  

ــاريبررســ ــراكم  ي آم ــوع و ت ــشان داده اســت كــه ن  ن

 ــ ــر معنـ ــدرات اثـ ــد (P<0.05) يدار يكربوهيـ  بررشـ

  .ها دارد كالوس

 

هاي آويشن كالوس) ب(RA و ) الف( بر ميزان توليد وزن خشك (g) و گلوكز (s) تأثير تيمارهاي متفاوت ساكارز -2شكل 

  هفته كشت6 ساعت تاريكي و تاريكي بعد از 8 ساعت روشنايي و 16شيرازي تحت فتوپريود نوري 

 
 با تيمار گلوكز بيشتر از تيمار ساكارز بوده و  RAمقدار

ر گـرم   دگـرم    ي ميل ـ RA )086/1± 26/158بيشترين مقدار   

 در شـرايط    g/l90بـا تيمـار گلـوكز       ) وزن خشك كـالوس   

 تـاريكي    سـاعت  8 و   روشـنايي ساعت  16 يفتوپريود نور 

 در  RAمقايـسه ميـانگين مربـوط بـه ميـزان           . بدست آمـد  

 كـه بـا حـروف       اعـدادي ( نشان داده شده اسـت       2جدول  

با يكـديگر   % 5دار    اند، در سطح معني     مشابه نشان داده شده   

 ). ندارنديدار اختلاف معني
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 RA بر ميزان ساكارز مقايسه ميانگين مربوط به اثر تيمارهاي گلوكز و -2جدول 

 RAمقدار 

 )گرم در گرم وزن خشك كالوس يميل(

 ساعت 8 ساعت روشنايي و 16فتوپريود نوري   كامليكيتار

 تاريكي

 

 

 تيمار  

34/96 d 33/83 d  30ساكارز  

22/120 b 37/111 c  60ساكارز  

76/93 d 35/131 b  60گلوكز  

61/144 a 76/152 a  75گلوكز  

57/113 c 26/156 a  90گلوكز  

 

 از رويـش    بدست آمـده    ماهه 2 يها  گياهچه RA مقدار

 g/l90 حاصل از تيمـار گلـوكز        يهار در شيشه و كالوس    بذ

رزمارينيك اسيد  نيز مقايسه گرديد و مشاهده شد كه ميزان         

 ).3شكل (در كالوس بيشتر از گياهچه است 
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 ش بذري حاصل از رويها اهچهي و گg/l90 مارگلوكز ي از تبدست آمده يدر كالوسها RAزان يسه مي مقا-3 شكل
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 بحث

 و   كشت بافـت   ي، تكنولوژ يلادي م 60 ءاواخر دهه  از

ــلول ــوان س ــه عن ــزار ب ــه و ي اب ــت مطالع ــتول  جه د ي

با استفاده  . ه است  شد ي معرف ياهيه گ ي ثانو يها تيمتابول

اس يوان در مق  ت  مي يون سلول يستم كشت سوسپانس  ياز س 

 ـ متابول  را كـشت داد و     ياهي ـ گ يع سلولها يوس  يهـا  تي

 ـثانو  .(Vanisree et al., 2004).ه را اسـتخراج نمـود   ي

 كـشت بافـت     ي بـرا  يح ـيز منـابع ترج   گلوكز و سـاكار   

ز بـه   دهـد كـه سـاكار      ينشان م مطالعات  .  هستند ياهيگ

اهـان  ي از گ  يادي ـدرات منتخب در تعداد ز    يكربوهعنوان  

 رود ي بكـار م ـ   يبـه عنـوان منبـع كـربن و انـرژ            و بوده

.(Murashige and Skoog, 1962; Thorpe, 1982) 

 ـ تول زانيم زاستفاده از گلوكز و ساكار      يهـا  تي ـد متابول ي

 ـ م ي تراكم منبع كربن بر رو     ه و دش دا را افزاي ه  يثانو زان ي

 .(Zenk et al., 1997)ه اثـر دارد  ي ـت ثانوي ـد متابوليتول

ش يط كـشت منجـر بـه افـزا        يز مح ش تراكم ساكار  يافزا

  اسـيد   شـده و مقـدار     ازيلنوي آم نيل آلان ي فن ميت آنز يفعال

 ابدي يش م يك افزا ي فنل هايبيدنبال آن ترك  ه  ك و ب  يناميس

.(Astrid et al., 2000) هـا نـشان    ي از بررس ـي تعـداد

زان ي ـ كشت م  طيز در مح  ساكار تراكم   شيكه افزا اند   داده

RAدر  كــه دهــد يش مــي را افــزاSalvia officinalis  

 ـ ماكارزس ـتراكم ش يافزابا   Coleus blumeiو  RAزان ي

 Hippolyte et). ابدي يمش ي افزاي وزن خشك سلولدر

al., 1992; Peterson et al., 1993) يق براين تحقيدر ا 

ــر كربوهيبررســ ــ اث ــ ميدرات روي ــزان تولي از   RAدي

 ،60(و گلوكز   ) g/l60 و   30 (ساكارز متفاوت   يها كمترا

د و مشخص شد كـه اولا بـا         ياستفاده گرد ) g/l90 و   75

ابـد،   ي يش م يافزا RA زانيدرات م يش تراكم كربوه  يزااف

شتر از  يبا قند گلوكز ب    RAد  يزان تول يماثر گلوكز بر     ايثان

گلـوكز  استفاده از   با   RAن مقدار   يشتري است و ب   ساكارز

g/l90  گرم بر گـرم وزن خـشك        يلي م 158/ 26زان  ي به م

 و   روشنايي  ساعت 16فتوپريود نوري   ط  يشرا كالوس در 

 ـ كـه در مقا    بدسـت آمـد   ريكي   تا  ساعت 8 سه بـا كـار     ي

Mohagheghzadeh 40ش از يبـ ـ) 2004( و همكــاران 

 ـ    يهمچن .ش داشته است  يبرابر افزا  ن ين مشخص شد كه ب

. رابطـه معكـوس وجـود دارد      كالوس  و رشد    RAمقدار  

ش ي افـز  ي بـرا  ساكارزمار  يقات گذشته فقط از ت    ي تحق در

و  RAان  زي ـن م ي ب ياستفاده شده و رابطه مثبت     RAزان  يم

 ساكارزمار  يق ت ين تحق يدر ا . ه شد  نشان داد  كالوسرشد  

 ـ     RAزان رشـد و     ي ـن م يرابطه مثبت ب    يرا نـشان داد، ول

جـه  يد، نت ي ـط اضـافه گرد   يكه قند گلوكز بـه مح ـ      يهنگام

 RAزان  ي ـن م يشتريب g/l90گلوكز  مار  يبرعكس شده و ت   

از نظــر . را نــشان دادكــالوس ن مقــدار رشــد يو كمتــر

را از لحاظ يمار بوده، زين تيبهتر g/l75 ز گلوك ياقتصاد

ــم ــ RAزان ي ــارتين يب ــوكز  g/l90  و75 م ــتلاف گل اخ

 در غلظت  رشد كالوس ي، ولوجود نداشت يدار يمعن

g/l75   را  يشتريزان وزن خشك ب   ي و م  شتر بوده بيگلوكز 

 .دينما يجاد ميا

ــون  ــلD-2,4هورم ــ عام ــوع  ي مهم ــاء و تن  در الق

 ممكن است به علت     يكلوناتنوع سوم .  است يسوماكلون

تعـداد   ه،ي ـكشت اول موجود در قطعات جدايكيتنوع ژنت

م كننده يكاربرد مواد تنظ(ط كشت ياشر دفعات واكشت،

زا رخ دهـد     و استفاده از عوامل جهش    )  كشت طيدر مح 

(Collin & Edwards, 1998).زان يق مين تحقي در اRA 

 ل آن ي ـاهچـه اسـت كـه دل      يشتر از گ  ي ب يليدر كالوس خ  

 واكـشت و  يها در ط   كالوس يكيش تنوع ژنت  ياحتمالا افزا 

 ـ تول ين بهتـر اسـت بـرا      يبنـابرا . باشد يط القاء م  يمح د ي

زان يرا مياز كشت كالوس استفاده گردد، زRA  ياقتصاد



 ...بهينه سازي كشت بافت آويشن شيرازي
8 

RA كـه از هـر      يو وزن خـشك   گـردد    يد م ي تول يشتريب 

 .اه استيشتر از گي بيليد، خيآ يشه كالوس بدست ميش
 

 يسپاسگزار

پـور از    رضا قاسم ي دكتر عل  ي از جناب آقا   دگاننويسن

بـراي   يد بهـشت  ي دانشگاه شه  يياهان دارو ي گ هشكدهپژو

در ضـمن ايـن     . نماينـد  تـشكر مـي    RAكمك در تعيين    

وسيله طرح پژوهشي از دانشگاه شهيد بهشتي        هتحقيق ب 

 .حمايت مالي شده است
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Abstract 
Optimization of callus culture of Zataria multiflora carried out in order to improve 

rosmarinic acid (RA) production as a secondary metabolite.  The research was conducted using 
factorial experiments based on randomized complete design. Callus induction from the shoot 
node culture was realized on MS medium supplemented with 2,4-D (0.5mg/l) and Kinetin 
(1mg/l). Optimized growth was obtained on Gamborg medium (salt and vitamins) with BA 
(0.75 mg/l) in dark. The tissues were cultivated in the same medium with sucrose (30, 60 g/l) or 
glucose (60, 75, 90 g/l) under 16h light/ 8h dark or continuous dark. Accumulation of RA was 
measured after 45 days of culture by HPLC. Accumulation of RA in callus culture was higher 
than in seedlings. Also, the higher biomass was obtained with callus culture. High quantities of 
RA (15.6%) were obtained with glucose treatment. There was not significant difference between 
90 and 75g/l glucose for RA content, but higher callus growth was obtained with 75g/l than with 
90g/l glucose. The results indicated that osmotic agents and illumination had a significant effect 
on RA accumulation in Zataria callus cultures. Furthermore, higher biomass and RA amounts 
can be obtained from callus cultures than from the cultured seedling. 

 
         Key words: Zatraia multiflora, callus culture, secondary metabolites, and rosmarinic acid. 


