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  مرزه خوزستاني دارويي گياه دو گونه  نرزاييبررسي 
)Satureja khuzistanica Jamzad ( و مرزه رشينگري)S. rechingeri Jamzad(  

  2و مهران عنايت شريعت پناهي 1، محمد حسين ميرجليلي*1، جواد هاديان1مصطفي افضلي فر

  اوليه دارويي، گروه كشاورزيپژوهشكده گياهان و مواد  دانشگاه شهيد بهشتي،ايران، تهران،  1
   پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ،يكشاورز جيآموزش و ترو قات،يسازمان تحق ايران، كرج، 2

  16/11/96 :تاريخ پذيرش  27/10/93 :تاريخ دريافت

  چكيده
يي گياهان با هدف باززادارويي مرزه خوزستاني و مرزه رشينگري  گياه در اين تحقيق كشت بساك و ميكروسپور دو گونه

استوكارمن مشخص و ارتباط  آميزيرنگاي ميكروسپورها با در ابتدا مرحله نموي تك هسته. فتمورد مطالعه قرار گرهاپلوييد 
مالتوز، (پيش تيمارهاي دمايي، تيمارهاي هورموني و نوع كربوهيدرات  تأثير ،در كشت بساك. گل تعيين گرديد غنچه آن با اندازه

كشت . يتومتري تعيين گرديداهاي باززايي شده با استفاده از فلوسپلوييدي كالوس تراز. بررسي شد N6  يقادر محيط ال) ساكارز
دمايي، هورموني و ( مختلف تنشيپيش تيمارهاي  با كاربرد NLN-13و  A2-60 ،FHG سه محيط كشت نيز درميكروسپور 

ميلي گرم در ليتر از بنزيل  5/0 در تركيب هورموني اكبس زاييكالوس صدبيشترين در ،در هر دو گونه. انجام شد )گرسنگي
يتومتري اين انتايج آناليز فلوس. روز حاصل شد 3گراد به مدت سانتيدرجه 30پيش تيمار دماييآدنين، توفوردي و كينتين و 

در رشينگري مرزه گونه در فقط هاپلوييدي پلوييدي مشابه گياهان مادري بودند و  ترازكالوسها نشان داد كه اكثر آنها از نظر 
 در محيط باززايي. مشاهده شد ميلي گرم در ليتراز بنزيل آدنين، توفوردي و كينتين 5/0تركيب هورموني  كالوس حاصل از

)MS(نتايج كشت ميكروسپور نشان داد كه در هر دو گونه بيشترين . زايي مشاهده نشدو شاخه توليد ريشه كردندتنها ها ، كالوس
 به دستروز  8به مدت گراد سانتيدرجه 30با پيش تيمار دمايي  NLN-13و  FHGهاي چند سلولي در محيطهاي تعداد ساختار

نتايج اين . نمو يابندبه ساختارهاي شبه جنيني قلبي شكل  توانستند NLN-13 القايي هاي چند سلولي فقط در محيطساختار. آمد
  .فراهم آورده در اين دو گون براي نرزايي اطلاعات مناسبيتحقيق 

  ، اصلاحكشت بساك، كشت ميكروسپوررشينگري، مرزه  ،مرزه خوزستاني :كليدي واژه هاي

 j_hadian@sbu.ac.ir: ،  پست الكترونيكي02129904047نويسنده مسئول، تلفن  *

  مقدمه

و مرزه  )Satureja khuzistanica Jamzad( مرزه خوزستاني
 انحصاريهاي نهاز گو )S. rechingeri Jamzad(رشينگري 

 ، متعلق به خانواده نعناعياندر ايران جنس مرزه
)Lamiaceae( باشند كه در مناطق خشك، آفتابي و مي

خاكهاي سنگلاخي آهكي جنوب غرب ايران در استانهاي 
. )19  و 18، 2، 1( كنندلرستان، ايلام و خوزستان رشد مي

هردو گونه در طب سنتي به عنوان مسكن و ضد عفوني 

و ادويه مورد استفاده قرار  دمنوش به عنواننده همچنين كن
روي جنبه  ايدر سالهاي اخير مطالعات گسترده. مي گيرند

اين  ي و داروييهاي فيتوشيميايي همچنين اثرات بيولوژيك
خواص آنتي اكسيداني، ضد ميكروبي، ضد  از جملهگياهان 

ج ديابت، ضد درد، ضد تورم و ضد چربي آنها انجام و نتاي
 و 35، 34 ،14 ،5، 4، 3(آمده است  به دستجالب توجهي 

ها به دليل داشتن كارواكرول بالا در اسانس اين گونه). 43
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  هاي فنولي آزاد به ويژه رزمارينيك اسيد در عصارهو اسيد
كاربرد هاي دارويي، غذايي، آرايشي، (از نظر تجاري 

طح در س ي اخيرسالهابوده و در حائز اهميت ) بهداشتي
تجاري مورد كشت و كار  به صورت هكتار 20 بيش از

  . )32و  31، 16،13، 8 ،3 ،2(قرار گرفته اند 

با توجه به پراكنش محدود دو گونه مرزه خوزستاني و 
ي طبيعي و گسترش تقاضا رويشگاههامرزه رشينگري در 

براي مواد اوليه گياهي، ايجاد ارقام مرغوب و همگن جهت 
مواد اوليه گياهي مورد  تأميني و كشت در نظام كشاورز

  نياز صنايع دارويي 

ه بررسيهاي اوليه نشان داد. )16و  15( باشدضروري مي
كه تنوع قابل توجهي از نظر صفات شيميايي و  است

به  . )16و  15( توليدي درون و بين رويشگاهها وجود دارد
حفظ كلونهاي برتر  ،گشن بودن اين گونه هادليل دگر
ده فقط از طريق تكثير رويشي امكان پذير است شناسايي ش
به  .را در بر داردبالايي نسبت به تكثير با بذر كه هزينه 
 جهت توسعه كشت تجاري اين دو گونه، همين دليل

 15( مي باشدمد نظر  و مرغوب رقم بذري همگن اصلاح
   .)16و 

توليد  آميز به عنوان اولين مرحله درلاينهاي خويش توليد
نياز به از طريق روشهاي سنتي  و سنتتيك بريدبذور هي

وقت گير و  يفرآينددارد كه  خويش آميزينسل  ينچند
به در نهايت هموزيگوسيتي كامل نيز  هزينه بر است و

توليد فنون با دستيابي به در مقابل،  ).27( نمي آيد دست
از طريق كشت خالص  مضاعف شده هاپلوييدگياهان 

در زمان كوتاه و  فرآينداين  ،بساك يا كشت ميكروسپور
آمده  به دستباصرف هزينه كم قابل انجام بوده و گياهان 

عوامل  .)27 و 17، 9( درصد خالص خواهند بود 100
، گياهان مادري ازجمله ژنوتيپ، شرايط رشديچندي 

و تركيب  تنشيهاي مرحله نموي دانه گرده، پيش تيمار
 و 22، 10( هستند مؤثر نرزاييمحيط كشت در موفقيت 

زمان از عوامل تعيين كننده در موفقيت نرزايي  يكي ).39

آنهايي  بساكها ترينمناسب كهباشد ميبرداشت بساكها 
 .)38( باشنداي هستند كه حاوي ميكروسپور تك هسته

كشت  يا در شرايط معمولميكروسپورها در حالت طبيعي 
 )Ontogeny( فردي مسير طبيعي تكامل ،ايدرون شيشه

كرده و به دانه گرده رسيده  سپريرا در فاز زايشي  خود
اين مسير را مي توان از طريق اعمال تنش  .دنشوتبديل مي

جدا ي ميكروسپورها و از داده تغيير به فاز رويشي مناسب 
   ).36و9( نمود توليد جنينشده 

هاي مختلف تا كنون در گونهكشت بساك و ميكروسپور 
از موارد   بسياريه  كه در گياهي مورد بررسي قرار گرفت

). 39 و 29، 20 ،12 ،10، 9(موفقيت آميز بوده است 
 هاي مختلف گياهان داروييدر گونهمطالعات نرزايي 

محدود بوده، با اين حال، در سالهاي اخير چنين مطالعاتي 
در مطالعه نرزايي  . )43 و 42، 24، 11( استرو به افزايش 

ن زوفا، ريحان، هاي مختلف نعناييان چواز گونه
اسطوخودوس، رزماري، مرزه تابستانه و آويشن موفقيتي 

در مورد  نرزاييبا اين حال، ). 11 و 9(گزارش نشده است 
، )21( يياننعنابادرنجبويه از خانواده  گياهاني چون

، زيره سياه اروپايي از )45( كاسنيسرخارگل از خانواده 
  .  گزارش شده است )9( چتريانخانواده 

با هدف دستيابي به شرايط بهينه جهت نرزايي  تحقيق اين
در  .دو گونه مرزه خوزستاني و مرزه رشينگري انجام شد

در  حل نموي دانه گرده و ارتباط آن با اندازه گلامر ابتدا
. تعيين شدمرزه خوزستاني و مرزه رشينگري هر دو گونه 

كشت بساك و  برخي تيمارها بر نرزايي از تأثير سپس
اين اولين . گرفتگونه مورد بررسي قرار هردو پور ميكروس

تواند ها است كه ميدر اين گونه نرزاييگزارش در مورد 
ي براي ادامه تحقيقات در اين زمينه مؤثراطلاعات مفيد و 

مضاعف و توليد  هاپلوييدبا ايجاد لاينهاي  نهايتاًتا  باشد
ي ارقام مناسب، كشت تجاري اين گونه ها با صرفه اقتصاد

  .بيشتر توسعه يابد
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  مواد و روشها
همگن در اين مواد گياهي استفاده از به منظور : مواد گياهي

و مرزه  (A 28)مرزه خوزستاني  برتر كلوناز دو  آزمايش،
از نظر ويژگيهاي توليدي و  )Khaz 8(رشينگري 

استفاده شناسايي شده در مطالعات قبلي كه فيتوشيميايي 
مزرعه تحقيقاتي كشكان در  لونهاكگياهان مادري اين . شد

كشت متعلق به شركت داروسازي خرمان واقع در خرم آباد 
از اين قلمه هاي هر يك از كلونها در اواخر پاييز، . شده اند

مزرعه تهيه و پس از انتقال به گلخانه پژوهشكده گياهان 
ي گلدانهادر  در بستر ماسهدارويي، دانشگاه شهيد بهشتي 

در اواخر  س از ريشه زايي كاملكشت و پ استكاني
با بستر ماسه، خاك ي بزرگتر گلدانها ارديبهشت ماه به

. شدند منتقل 1: 2:  2باغچه و كود دامي پوسيده به نسبت 
روز  5نگهداري و هر در گلخانه زمان گلدهي  تا گلدانها

گياهان از اواسط شهريور شروع به . يكبار آبياري شدند
انجام آزمايشات از هر يك از  كه گلها جهت گلدهي كردند

يك نمونه  كلونهااز هريك از  .برداشت شدند كلونها
هرباريومي در هرباريوم پژوهشكده گياهان دارويي، 

  . دانشگاه شهيد بهشتي ثبت گرديد

به منظور تعيين مرحله  :تعيين مراحل نموي ميكروسپور
ها در و ارتباط آن با اندازه گل، غنچه ميكروسپور نموي
از ) غنچه 20از هر مرحله رشدي ( ازه هاي مختلفاند

، در ريخت شناسيهرگونه برداشت و پس از بررسي 
نگهداري  درصد 70محلول كارنوي تثبيت و در اتانول 

ب مقطر آبا  ،از گل خارجبا پنس  بساكهادر ادامه، . شدند
شسته شده و با يك قطره محلول استوكارمن در مقابل 

 به وسيله ميزي وآرنگ ) بآ بخار(حرارت غير مستقيم 
   .)23 و 21( ميكروسكوپ نوري بررسي شدند

در ها با توجه به اندازه غنچهگلهاي هر گونه : كشت بساك
جهت كشت ) ايانتهاي تك هسته(مرحله نموي مناسب 

وري غوطه ،سترون سازي جهت. شدندآوري بساك جمع
ر ثانيه، شستشو با آب مقط 30درصد به مدت 70اتانول  در

 6ت درصد به مد 3، همزدن در هيپوكلريت سديم سترون
سه بار شستشو با آب مقطر  در نهايتدقيقه به آرامي و 

   ).45، 21( انجام شددقيقه  4هر بار به مدت سترون 

مختلف  تجربيات با توجه به ،از بساك جهت القاي كالوس
 29، 28، 25، 22، 20، 11، 6، 4(محققين در مطالعه نرزايي 

، تيمارهاي )مالتوز، ساكارز(نوع كربوهيدرات  تأثير ،)42 و
ميلي  5/0ميلي گرم در ليتر بنزيل آدنين،  A: 5/0(هورموني 

 5/0دي كلرو فنوكسي استيك اسيد و  4و 2گرم در ليتر 
ميلي گرم در ليتر بنزيل  B: 1ميلي گرم در ليتر كينتين، 

دي كلرو فنوكسي  4و 2ميلي گرم در ليتر  5/0آدنين، 
ميلي  C: 1ميلي گرم در ليتر كينتين،  36/0ستيك اسيد و ا

دي  4و 2ميلي گرم در ليتر  1گرم در ليتر بنزيل آدنين، 
صفر ميلي گرم در ليتر  كلرو فنوكسي استيك اسيد و

 درجه 4دماهاي (و پيش تيمارهاي دمايي) شاهد: Dكينتين، 
 3به مدت گراد سانتيدرجه 30روز،  7به مدت  سانتي گراد

در محيط ) به عنوان شاهد سانتي گراد درجه 24وز و ر
- درون هر پتري. مورد بررسي قرار گرفت )N6)6 كشت 

پس از اعمال پيش  كهبساك قرار داده شد  12ديش 
 گرادسانتيدرجه 24در شرايط تاريكي و دماي  ،تيمارها

زايي در روز درصد كالوس 25پس از . شدند نگهداري
به منظور ثبت شد و كالوسها  تيمارهاي مختلف بررسي و

تركيبات مختلف دو با  )MS )30 به محيط كشت باززايي 
 NAAو ) ميلي گرم در ليتر BA )0 ،5/0 ،1 ،5/1هورمون 

در شرايط ) ميلي گرم در ليتر 7/0، 5/0، 3/0، 1/0، 0(
ساعت  8ساعت روشنايي و  16 ،گرادسانتيدرجه 24دمايي 

تغيير ( دوره نيز تغييرات در طول اين .تاريكي منتقل شدند
اين . ثبت شد )رنگ كالوس، شاخه زايي، ريشه زايي

 كاملاًطرح پايه  در قالبفاكتوريل  به صورتآزمايشها 
هاي به دادهتجزيه واريانس تصادفي در سه تكرار اجرا و 

 SASبا استفاده از نرم افزار  درصد 5دست آمده در سطح 
  .انجام شد

  پلوييدي  تراز تعيين  براي   :سهاكالوپلوييدي تراز تعيين 



 1397، 4، شماره 31جلد                                        )                                   مجله زيست شناسي ايران(لي مجله پژوهشهاي سلولي و مولكو

يتومتري ااز دستگاه فلوس ي حاصل از كشت بساك،كالوسها
)pA 1 Partec, Germany (مجهز به لامپ UV-arc 

. )40(پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي كرج استفاده شد
از هر  كالوس به طور تصادفي نمونه 20بدين منظور تعداد 

پلوييدي مورد استفاده قرار  زتراانتخاب و براي تعيين  تيمار
 400 دارايديش نمونه كالوس داخل يك پتري. گرفت

به قطعات  ،ميكروليتر محلول استخراج هسته سلولي
 50ها از صافيهاي و نمونه گرديد كوچك تقسيم

ميكروليتر از  1600سپس با  .ميكرومتري عبور داده شد
 و آميزي شدندرنگ DAPIبه نام  DNAآميزي محلول رنگ

ها درون دستگاه قرارداده دقيقه نمونه 3الي 2پس از مدت 
با توجه به تراز پلوييدي دو گونه مرزه خوزستاني . شدند

)2C DNA= 1.446 pg ( و مرزه رشينگري)2CDNA= 

1.456 pg( )37(از  كالوسها ، براي سنجش تراز پلوييدي
 , 2n=22( (Petroselinum sativum) جعفريگياه 

2c=4.48 pg (گياه استاندارد استفاده شد عنوان به .  

پس از جمع آوري گلها در مرحله : كشت ميكروسپور
، و ضدعفوني آنها) ايتهاي تك هستهان( نموي مناسب 

له كردن غنچه ها در شرايط ( جدا سازي ميكروسپور
استريل در محيط جدا سازي با پيستون سرنگ، عبور از 

دور در  900وژ با ميكرومتر سپس سانتريفي 45فيلتر با مش 
دقيقه و جدا نمودن رسوب ميكروسپور از  3دقيقه به مدت 

 از دو محيط جداسازي به اين منظور. شد انجام )ته فالكون
AB )23 ( درصد 13و ساكارز  )6 با) 10 pH=  استفاده
 13با توجه به نتايج بهتر محيط جداسازي ساكارز . شد

  . فاده شددر ادامه از اين محيط جداسازي است درصد،

 شامل زاييسه محيط كشت جنين كشت ميكروسپور در
A2-60 )39( ،FHG )17( و  NLN-13 )25( انجام شد .

 )گامتوفيتي( ها از زايشيجهت تغيير فاز نموي ميكروسپور
هاي مختلف پيش تيمار از  )اسپوروفيتي( به رويشي

 KCl، 600گرم در ليتر از ميلي 65داراي ( Bرسنگي كربنگ
 گرم در ليتر ازميلي KH2PO4، 125 گرم در ليتر از ميلي

MgSO4,7H2O،  65/45 500گرم در ليتر از مانيتول و ميلي 
و  3، 1 به مدت) Ca(NO3)2,4H2O ()33گرم در ليتر ميلي

 سانتي گراد درجه 4شامل دماي (روز، تيمارهاي دمايي  5
به گراد درجه سانتي 30روز و دماي  10، 7، 4 به مدت

ي غلظتهابا ( D-4 ,2تيمار هورموني و )روز 8، 5، 3 مدت
استفاده  )دقيقه 30گرم بر ليتر به مدت ميلي 45، 35، 25
باقي  دماي محيط بدون تيمار و در شاهد نمونه هاي. شد

 كاملاًطرح قالب  فاكتوريل در به صورت تيمارها. ماندند
   .تصادفي در سه تكرار مورد بررسي قرار گرفت

 4غنچه ضدعفوني شده در  15 ،ريل زير هوددر شرايط است
محيط جداسازي با استفاده از پيستون سرنگ ليتر ميلي 5تا 

ميكرومتري عبور  45استريل له شده و از الك آزمايشگاهي 
ميلي  15هاي سوسپانسيون حاصل به فالكون. داده شدند

دور در دقيقه  900دقيقه با  3ليتري منتقل و دو بار به مدت 
 2در ادامه . سانتريفيوژ شدند سانتي گراد درجه 5 در دماي

زايي به رسوب ته فالكون سي سي محيط كشت جنين
. تا سوسپانسيون يكنواختي تشكيل شود شد اضافه و همزده

ميكروليتر از اين سوسپانسيون به پتري ديشهاي  300سپس 
 .گيري شدزايي اضافه و با پارافيلم درزحاوي محيط جنين

 . ميكروسپور در ميلي ليتر بود 20000حدود  تراكم نهايي
به اتاق كشت با  پتريهاپس از اعمال پيش تيمارها همه 

روز  4درجه و شرايط تاريكي منتقل شد و هر  25دماي 
به يكبار محيطها جهت بررسي وضعيت ميكروسپورها 

 )BXS1, Olympus, Japan( ميكروسكوپ اينورت وسيله
  .ثبت شدند )وليتقسيمات سل( بررسي و تغييرات

آزمون (تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين : آناليز آماري
 .SAS verنرم افزار  به وسيلهصفات بررسي شده ) دانكن

  .انجام شد Exeleنرم افزار  به وسيلهو رسم نمودارها  9.1

  نتايج
  گلهاي طول   ميانگين : ميكروسپور نموي   حلاتعيين مر

  .بود ميلي متر 5/5تا  3 مورد بررسي در هر دو گونه بين
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هاي مختلف، اندازه با هايبساك مربوط به غنچهبررسي 
. چهار مرحله نموي متفاوت ميكروسپور را مشخص نمود

ارتباط بين اندازه گل و مرحله نموي   1در شكل 
در . ميكروسپور در مرزه خوزستاني نشان داده شده است

نتايج . دگونه مرزه رشينگري نيز الگوي مشابه مشاهده ش
نشان داد كه در هر مرحله مشخص شده، غالب 
. ميكروسپورهاي داخل بساك در مرحله نموي مشابه بودند

 2/3جوانترين گلهاي مورد بررسي داراي ميانگين طول 
حاوي بساكهايي با ديواره و  ميلي متر 2/1و قطر  ميلي متر

 80نازك و به رنگ سبز متمايل به زرد هستند كه بيش از 
ميكروسپورهاي موجود در آنها در مرحله نموي  درصد

گلهاي با ميانگين طول ). الف - 1شكل ( ندتتراد قرار داشت
 ميلي متر 4/1تا  3/1و ميانگين قطر  ميلي متر 8/3تا  4/3

تر داشتند و حاوي هاي بزرگتر با رنگ روشنبساك
اي بودند هستهتكميكروسپورهاي با مرحله نموي تتراد تا 

-در مرحله نموي تك) درصد 60بيش از (ا كه غالب آنه

در اين مرحله  .)جب و  -1 شكل(اي قرار داشتند هسته
هسته ابتدا در مركز قرار دارد و با نزديك شدن به  ،نموي

مت ديواره ميكروسپور نقل انتهاي اين مرحله هسته به س
بررسي بساكهاي مربوط به گلهاي با ميانگين . كندمكان مي

كروسپورهاي مينشان داد كه اكثر  رميلي مت 5/5طول 
) ايدو هسته(تر مرحله نموي پيشرفته در آنهاموجود در 

در هر  ، جهت نرزاييطبق اين نتايج. )د - 1 شكل( باشندمي
متر كه  ميلي 8/3تا  4/3دو گونه از گلهاي با ميانگين طول 

 ،باشنداي ميداراي ميكروسپور با مرحله نموي تك هسته
  . استفاده شد

  
 ارتباط بين اندازه گل و مرحله نموي ميكروسپور   -1شكل 

-پيشگونه،  مختلففاكتورهاي  تأثير :كشت بساك

نوع كربوهيدرات  دمايي و هورموني و تيمارهاي مختلف
از كشت بساك مورد مطالعه هاپلوييد جهت القاي كالوس 

روز پس از اعمال تيمارها، تشكيل  15. قرار گرفت
در برخي ) الف - 2 شكل(فشرده  نگ وكالوسهاي سفيد ر
درصد روز پس از اعمال تيمارها  25 .از آنها مشهود بود

و كالوسها به محيط ثبت زايي در تيمارهاي مختلف كالوس
پس از انتقال به محيط باززايي، . باززايي منتقل شدند

شكل (به رنگ سبز  تغيير رنگ دادند طي ده روز كالوسها 
ر برخي كالوسها ريشه تشكيل شد هفته بعد د 4و ) ب - 2
، دوهفته پس از تشكيل ريشه، كالوسها نهايتاً). ج - 2شكل (

  .)د -2شكل (اي شدن كردند و از بين رفتند شروع به قهوه

ها نشان داد كه از نظر درصد داده تجزيه واريانسنتايج 
ها، نوع بين گونهداري اختلاف معني زايي كالوس

 هورموني هايمايي و تركيبكربوهيدارت، پيش تيمار د
همچنين بين اثرات متقابل گونه و  .)1جدول ( وجود داشت
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تركيبات هورموني، كربوهيدرات و تركيبات هورموني، 
اختلاف ) 3شكل (و تركيبات هورموني  دمايي پيش تيمار

  .داشتوجود داري معني

  
تشكيل : الف(مراحل مختلف القاء و نمو  كالوس از بساك  2-شكل
روز بعد از  10 كالوسهاتغيير رنگ : روز بعد از كشت، ب  15 كالوس

هفته بعد  4تشكيل ريشه در محيط باززايي : انتقال به محيط باززايي، ث
هفته بعد از  6 كالوسهااي شدن قهوه: از انتقال به محيط باززايي، د

  )انتقال به محيط باززايي

كه بررسي اثرات ساده فاكتورهاي مورد بررسي نشان داد 
ها، مرزه رشينگري؛ بين نوع كربوهيدرات، مالتوز؛ بين گونه

و  سانتي گراد درجه 30، دماي ي دماييبين پيش تيمارها
ميلي گرم در ليتر  A )5/0بين تركيبات هورموني، تركيب 

BA ،5/0  2,4ميلي گرم در ليتر-D  ميلي گرم در ليتر  5/0و
  ).1جدول ( زايي را داشتند بيشترين درصد كالوس )كينتين

اثر متقابل گونه و تركيبات هورموني نشان داد كه در 
بيشترين درصد مرزه خوزستاني  Aتركيب هورموني 

ي تركيبهادر حالي كه در ساير  زايي را داردكالوس
هورموني، مرزه رشينگري درصد كالوس زايي بالاتري از 

در بررسي اثر متقابل . )الف - 3شكل (مرزه خوزستاني دارد 
-بيشترين درصد كالوس ،درات و تركيبات هورمونيكربوهي

به  Aزايي در محيط حاوي قند ساكارز و تركيب هورموني 
 تيمار دمايي واثر متقابل پيش. )ب -3شكل ( دست آمد

-بيشترين درصد كالوسكه تركيبات هورموني نيز نشان داد 

- درجه 30 و پيش تيمار دمايي Aزايي در تركيب هورموني 

  ). ث - 3 شكل(روز حاصل شد  3مدت  گراد بهسانتي
  

گونه، نوع كربوهيدرات، تيمارهاي هورموني و  اثر ساده -1جدول 
  روز بعد از كشت 25زايي تيمارهاي مختلف بر درصد كالوسپيش

زايي كالوس درصد  تيمار ها 

 گونه  

16.2b*  خوزستانيمرزه 

22.3a  رشينگريمرزه 

 كربوهيدراتمنبع  

22.5a مالتوز 

16.7b ساكارز 

 دمايي پيش تيمار 

15.9b 7 سانتي گراد درجه 4روز  
28.3a 3سانتي گراد درجه 30روز 

15.0b سانتي گراد درجه 24(شاهد( 

 )mg/l(تركيبات هورموني 

26.6a 0.5 BA + 0.5 2,4-D + 0.5 Kin :A 
18.7b 1 BA + 0.5 2,4-D + 0.36 Kin :B 
12.5c 1 BA + 1 2,4-D + 0 Kin :C 
0.7d :D شاهد 

  .حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني دار مي باشند*
  

نتايج به دست آمده از : بررسي تراز پلوييدي كالوسها
آناليز فلوسايتومتري كالوسها نشان داد كه اكثر كالوسها در 
تيمارهاي مختلف از نظر سطح پلوييدي مشابه گياهان 

دو نمونه از گونه  فقط در.  بودند) الف- 4شكل (مادري 
و پيش تيمار  Aدر تركيب هورموني (مرزه رشينگري 

كالوسهاي ) روز 3گراد به مدت سانتيدرجه 30دمايي 
مشاهده شد و در چند نمونه ) ب-4شكل (هاپلوييد 

  ).ج- 4شكل (پيكهاي متفاوتي از كالوس به دست آمد 

اثر سه نوع محيط كشت و پيش  :كشت ميكروسپور
  .بر ميكروسپور در دو گونه بررسي شد تيمارهاي مختلف
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تركيبات (روز بعد از كاشت  25پيش تيمار دمايي بر درصد كالوس زايي ) كربوهيدرات، ج) گونه، ب) اثر متقابل تركيبات هورموني با الف -3شكل 

 Dو ) A )0.5 BA + 0.5 2,4-D + 0.5 Kin( ،B )1 BA + 0.5 2,4-D + 0.36 Kin( ،C )1 BA + 1 2,4-D + 0 Kin هورموني 
  ))شاهد(

  
كالوس  )مرزه رشينگري ج پلوييددي كالوس) گياه مادري مرزه رشينگري ب - الفيتومتري اي حاصل از آناليز فلوسهيستوگرامهانمونه اي از  -4شكل

 مرزه رشينگري در مقايسه با گياه استاندارد جعفري پلوييدو دي هاپلوييد

  الف
  مرزه رشينگري: 1پيك 
  جعفري: 2پيك

  ب
  كالوس مرزه رشينگري: 1پيك 
 جعفري: 2پيك

  ج
  كالوس مرزه رشينگري:  4و 2و1پيك 
 جعفري: 3پيك
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اي شكل بزرگتر رهاي دايرهساختا چهار هفته بعد از كشت،
هيچ  ليو از ميكروسپورها در محيط كشت ظاهر شدند

حدود هفت ). 5شكل ( بعدي در آنها مشاهده نشد ينمو
اولين ساختارهاي چند سلولي در برخي  ،هفته بعد از كشت
از تقسيمات ميكروسپور اين ساختارها . ندتيمارها ظاهر شد

(  بودندوپر كشيده و ت ،در محيط كشت به وجود آمده
  ).5شكل 

  
از  حاصلساختارهاي شبه جنيني كاذب و چند سلولي  -5شكل 

: 1(تصوير تهيه شده با ميكروسكوپ اينورت : الف ميكروسپور
به  :ب و ج )ساختارهاي چند سلولي: 2ساختارهاي شبه جنيني كاذب، 

ترتيب ساختارهاي چند سلولي حقيقي و ساختارهاي شبه جنيني كاذب 
 يزي شده با استوكارمنرنگ آم

از  هفته بعد 9تعداد ساختارهاي چند سلولي در هر تيمار 
اثر گونه  ،آمده به دستطبق نتايج . ثبت و آناليز شد كشت

دار نبود اما هاي چند سلولي معنيبر ميانگين تعداد ساختار
و اثرات متقابل آنها به  دمايي اثر محيط كشت، پيش تيمار

بر ميانگين تعداد  دمايي تيمارپيشجز اثر متقابل گونه و 
دار با توجه به معني. دار بودهاي چند سلولي معنيساختار

 تنها ،سه گانه فاكتورهاي مورد بررسي متقابل بودن اثرات
مقايسه . نتايج مقايسه ميانگين اين اثرات آورده شده است

 پيش و گانه گونه، محيط كشتميانگين اثرات متقابل سه
-تيمار مشخص نمود كه بيشترين تعداد ساختارهاي چند

 3(مرزه خوزستاني  و) مورد 4( سلولي در مرزه رشينگري
درجه به  30و پيش تيمار دمايي  A2-60در محيط ) مورد

و  FHGدر محيطهاي ). 6شكل (روز به دست آمد  8مدت 
NLN-13  با پيش تيمار ذكر شده بيشترين تعداد اين
حاصل شد و در ) مورد 5(ه خوزستاني در مرزها ساختار

به  NLN-13و محيط  FHGمرزه رشينگري در محيط 
 شكل ( نمويافتساختار چند سلولي  3و  6/3ترتيب تعداد 

 NLN-13اين ساختارهاي چند سلولي فقط در محيط ). 6
  ). 7شكل ( تبديل به ساختارهاي شبه جنيني شدند

  

  

  
و پيش تيمار دمايي بر  Bبن گرسنگي كر اثر متقابل گونه، -6شكل 

) ج FHG) ب A2-60) تعداد ساختارهاي چند سلولي در محيط الف
NLN-13 )cold1-3   درجه سانتي 4روز دماي  10، 7، 4به ترتيب -

 الف

 ج

 ب
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درجه سانتي گراد،  30روز دماي  8، 5، 3به ترتيب  heat 1-3گراد، 
B1-3  2,4روز،  5، 3، 1به ترتيب گرسنگي كربن-D 1-3 به ترتيب 

  )ميلي گرم در ليتر 45، 35، 25ي غلظتها

 

  
ساختارهاي شبه جنيني قلبي شكل حاصل از كشت  -7شكل 

 )ميكروسكوپ اينورت(ميكروسپور 

  بحث
 نرزاييبسيار مهم و اوليه براي موفقيت در  عواملاز 

ميكروسپور با مرحله نموي مناسب  دارايي گلهاانتخاب 
تك  انتهاي مويمرحله ن مختلفگياهي  هايگونهدر . است
ه ب )مرحله قبل از اولين تقسيم ميتوز دانه گرده( ايهسته

كه در اين مرحله چرا  شده استذكر عنوان مرحله مناسب 
سلول از لحاظ تمايز آزادانه عمل مي كند و بيشترين پاسخ 

بهترين شاخص در اين  ).38، 24، 4( دارد نرزاييرا به 
مرحله نموي  ارتباط بين اندازه گل با تعيين زمينه

در مطالعه حاضر  ). 10،7( استميكروسپور براي هر گونه 
اندازه گل و ارتباط آن با مرحله نموي ميكروسپور مشخص 

از اين نظر بين دو گونه تفاوتي وجود نداشت و  كهشد 
متر و ميانگين  ميلي 4/1تا  3/1هاي با ميانگين قطر غنچه
 مناسبايي متر حاوي ميكروسپوره ميلي 8/3تا  4/3طول 

  .بودند نرزاييبراي ) اي مياني تا انتهاييتك هسته(

- نرزايي از طريق كشت بساك و ميكروسپور زماني موفقيت

آميز است كه تركيب مناسبي از شرايط كشت و تنشها در 
اي براي بساك يا ميكروسپورهاي ايزوله شرايط درون شيشه

شده مهيا باشد تا ميكروسپورها به راحتي از مسير 
 و 10(تغيير جهت دهند  امتوفيتي به مسير اسپوروفيتيگ

نتايج  ،)26(مشابه نتايچ مهشواري در اين مطالعه، ). 36
كشت بساك نشان داد كه استفاده از قند مالتوز نسبت به 

در  تأخيربه دليل  امر ممكن استاين  .تر استمؤثرساكارز 
همچنين  ،تنش گرسنگي يو القاتبديل مالتوز به گلوكز 

 36( بازدارنده آن نسبت به ساير منابع قندي باشد تأثيرم عد
با اين حال در مواردي چون كشت بساك زيره سياه  .)38 و

گزارش شده است كه محيط  ،)Carum carvi( اروپايي
داراي ساكارز به تنهايي يا همراه مالتوز از محيط داراي 

تر عمل كرده است مؤثر كالوس جنين زا يمالتوز در القا
)40 .(  

زيادي بر القاي كالوس داشتند  تأثيرتركيبات هورموني نيز 
ميزان اكسين نسبت به سيتوكنين  كاهشبا   چنان كه

افزايش زايي  درصد كالوس، )Aهورموني همانند تركيب (
 Echinacea( در مطالعه كشت بساك گياه سرخارگل. يافت

purpurea( گزارش شده است كه محيط ،N6  محيطي
همچنين تركيب . مي باشد MSمحيط تر از مناسب

 22به ترتيب (آدنين و نفتالين استيك اسيد هورموني بنزيل
كالوس  يدر القا D-2,4از ) ميكرومول 054/0ميكرومول و 

 در مطالعه كشت بساك زيره سياه اروپايي. تر بودمؤثر
با تركيب  B5درصد بالاي باززايي كالوس در محيط 

به ترتيب (بنزيل آدنين و نفتالين استيك اسيد هورموني 
  . )45(آمد به دست )بر ليترميلي گرم  5/0و  25/0

براي خاموش شدن مرحله گامتوفيتي و شروع  ،نرزاييدر 
مرحله اسپروفيتي ميكروسپور به تنش فيزيكي يا شيميايي 

اعمال پيش تيمار دمايي ). 42  و 35 ،31، 25( احتياج است
در . باشديت نرزايي در موفق تواند عامل كليديميمناسب 

ر دماي بالا نسبت به پيش تيمار پيش تيما ،كشت بساك
 باززايي شدهپايين اثر بهتري داشت و كالوسهاي  دماي

 .)الف - 2شكل (بود  )ميكروسپور ها( بيشتر از درون بساك
كالوس در همه  يدر كشت بساك زيره سياه اروپايي، القا

گراد امكان درجه سانتي 31و  27، 6دماهاي آزمون شده 
درجه  22با اين حال، پس از انتقال به دماي . پذير بود

زا در بساكهاي تيمار فراواني كالوسهاي جنين ،گرادسانتي
  ). 40(گراد بيشتر بود درجه سانتي 6شده با دماي 
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و  شش هفته پس از انتقال كالوسها به محيط باززايي، رشد
ين امر نشان مي ا. متوقف و كالوسها از بين رفتند آنها نمو

و لازم ) 21(دهد كه محيط باززايي كالوسها مناسب نبوده 
ع ديگر محيط باززايي و تركيبات هورموني ااست انو

مختلف جهت ادامه رشد و نمو كالوسها و باززايي مورد 
در كشت بساك سرخارگل، شاخه زايي . بررسي قرار گيرد

و  BAميكرومول  22/2داراي  MSاز كالوس در محيط 
 27/0انجام شد و غلظت  NAAي مختلف لظتهاغ

را ) درصد 2/95(درصد باززايي  نبيشتري NAAميكرومول 
  . )45( داشت

كه در كشت  داديتومتري كالوسها نشان انتايج آناليز فلوس
 ،بساك ساختارهاي با تعداد كروموزومهاي گامتوفيتي

-پلوييدي متفاوت به وجود مي ترازبا  همچنيناسپروفيتي 

مختلف پلوييدي دور  ترازبه وجود آمدن بافتهاي با  هك آيند
بسته به منشاء كالوس، ). 28 و 27، 17، 7( از انتظار نيست

كشت بساك ممكن است منجر به بوجود آمدن جنين يا 
تواند ناشي از گردد كه ميمتفاوت  يپلوييدتراز گياهاني با 

ها، اندوميتوز داخل بافتهاي بدني بساك، امتزاج هسته
يكروسپور، شكل گيري نامتعارف گرده در اثر اختلالات م

گيري ناقص ديواره سلولي ميوزي، همچنين در اثر شكل
با اين حال در . )27و  7( بين هسته رويشي و زايشي باشد

وجود داشته  هاپلوييدشرايط مناسب امكان باززايي گياهان 
و در مورد گونه هاي گياهي مختلف چون فلفل و 

با توجه به  .)45 و 42، 41( ش شده استسرخارگل گزار
آمده از كشت بساك مرزه خوزستاني و مرزه  به دستنتايج 

رشينگري، با بهينه سازي شرايط باززايي از نظر نوع محيط 
 هاپلوييدكشت و تركيب هورموني، امكان ايجاد گياهان 

  .وجود خواهد داشت

ساختارهاي مدور چهار هفته بعد از در كشت ميكروسپور 
 5شكل (عمال پيش تيمارها در محيط كشت ظاهر شدند ا
سلولهاي اپيدرمي است به احتمال زياد منشاء آنها كه ). ج

ها كه طي جداسازي ميكروسپورها با سوسپانسيون گرده
شوند، شروع به تقسيم كرده و اين وارد محيط كشت مي

در اين اپيدرم سطح  .)44( آورندساختارها را به وجود مي
مي تواند از كركهاي بسيار ريزي پوشيده شده كه دو گونه 

تشكيل اين ساختارهاي چند سلولي كاذب در كشت  منشاء
  . باشدميكروسپور 

ساختارهاي چند سلولي در محيط بيشترين گونه در هردو 
FHG  وNLN-13 اين ساختارهاي چند  .مشاهده شد

تبديل به ساختارهاي شبه  NLN-13سلولي فقط در محيط 
در هر سه محيط كشت بررسي . بي شكل شدندجنيني قل

در پيش تيمار بيشترين تعداد ساختارهاي چند سلولي  ،شده
 .روز به دست آمد 8به مدت  سانتي گراد درجه 30دمايي 

گونه برخي مي توان نتيجه گرفت كه همانند آنچه در مورد 
در دو  ،گزارش شده استنيز  )42 و 20، 6( هاي ديگر

ماي بالا نسبت به دماي پايين اثر بهتري دگونه مورد مطالعه 
مشابه با نتايج . دارداز ميكروسپور در تحريك جنين زايي 

، با )21(گزارش شده در مطالعه نرزايي گياه بادرنجبويه 
وجود تشكيل ساختارهاي چند سلولي و شبه جنيني قلبي 

تا رسيدن به گياه كامل طي نشده  جنينهاشكل، مراحل نمو 
  . ين رفتنداز ب جنينهاو 

در مقايسه با كشت ميكروسپور پيچيدگي تكنيكي  علي رغم
از مزاياي اين  هاپلوييد باززايي گياهان صرفاً ،كشت بساك

امكان  آمده، به دستبا توجه به نتايج  .مي باشد روش
زا از طريق دسترسي به تعداد زيادي ميكروسپور نر

شرايط كشت وجود خواهد  سازيدستكاري و بهينه 
با توجه به موفقيت پيش تيمارهاي دمايي در  .داشت

، NLN-13در محيط  به ويژه تشكيل ساختارهاي جنيني
 .تر اعمال شودپيشنهاد مي شود  تيمارهاي دمايي طولاني

 تراكمهاي مختلف كشت ميكروسپورهمچنين عواملي چون 
مورد بررسي  نيز پيش تيمارهاي تغذيه اي گياهان مادري و

  .قرار گيرد
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Abstract 

Androgenesis is an effective method of doubled haploid plant regeneration in breeding 
programs. For this purpose, anther and microspore cultures of two medicinal plants, 
Satureja khuzistanica Jamzad and S. rechingeri Jamzad, were studied. As the first step, 
uninuclear developmental stages of microspores were determined in relation to flower 
size, using acetocarmen staining. In anther culture, the effects of different temperatures, 
hormonal treatments and carbohydrate sources (maltose, sucrose) on androgenesis were 
studied in N6 induction medium. The ploidy level of calluses was determined using 
flow cytometry. Isolated microspores were also subjected to three induction media 
(NLN-13, FHG, A2-60), different temperatures and hormonal pretreatments. The 
highest percentage of callus induction was obtained in hormonal treatment  of  0.5 mg/l  
of BA, 2,4-D, and Kin with temperature treatment of 30 ºC for 3 days. Based on flow 
cytometry results, ploidy level of almost all calli was similar to that of donor plants and 
only some calli of S. rechingeri in the media containing  0.5 mg/l  of BA, 2,4-D, and 
Kin were haploid. In the regeneration medium (MS), only roots but no shoots were 
observed. In microspore culture of both species, the highest numbers of multi-cellular 
structures were observed in NLN-13 and FHG induction medium with temperature 
treatment of 30 ºC for 8 days. Heart-shaped embryo like structures were only observed 
in NLN-13 induction medium. The finding of this research will be a good base for 
haploid plant regeneration of S. khuzistanica and S. rechingeri. 

Key words: Satureja khuzistanica, S. rechingeri, androgenesis, anther culture, 
microspore culture, breeding 

 


