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چکیده
یکی از مهمترین گیاهان زینتی و دارویی است که به دلیل تولید فلاونوئیدها، )Calendula officinalisبهار (همیشه

گیاه همیشه بهار با تنظیم کشت سوسپانسیون سلولیسازي ، لذا آزمایش بهینهها و گلیکوزیدها اهمیت داردونینکارتنوئیدها، ساپ
مشخص شدن طول یک دوره کشت سلولی و به منظور ) NAAن استیک اسید (یو نفتال)BAPپورین (مینو آهاي رشد بنزیلنندهک

در و درصد وزن خشک وزن خشک ،گیري وزن ترحاصل از اندازهانجام شد. نتایج این گیاه زمان شروع رشد تصاعدي سلول در 
.استروز28که طول یک دوره رشد سلولی در همیشه بهار تقریبا نشان دادپس از واکشت روز 24،20،16،12،8،4،28هاي زمان

بهکشت زمان مناسب براي اضافه کردن الیستورها به کنندهتعیینکه باشدمیدهم شانزاز روزهازمان شروع رشد و افزایش سلولو 
.باشدیمهاي ثانویهمنظور افزایش متابولیت

الیسیتور، سوسپانسیون سلولی، دوره رشدکلمات کلیدي:

مقدمه
ن گیاه را است. مهمترین مواد موثره ایAsteraceaمتعلق به خانواده Calendula officinalisبهار با نام علمیگل همیشه

درصد 30/0وئیدها (وتنتوان از کاردهند. از مواد دیگر میوزن گل خشک) تشکیل می1/0تا 4/0آب (فلاونوئیدهاي محلول در
بهار داراي ترکیبات بسیاري از جمله هاي همیشه). گل1388امیدبیگی، (وزن خشک گل) که در آب و چربی محلولند نام برد 

بهار باعث شده که مطالعات بالا بردن عملکرد این ترکیبات در همیشهبراي حال ها، فلاونوییدها وگلیکوزیدها هستند. با اینساپونین
هاي با هدف مطالعه ویژگیهاي ثانویه صورت پذیرد. این پژوهش روي کشت بافت و سوسپانسیون این گیاه براي تولید متابولیت

و (گرم در لیتر)وزن خشک،(گرم در لیتر)وزن تراثر زمان بر فاکتورهايوبهار طراحی شد کشت سوسپانسیون سلولی همیشه
این فاکتورها زمان لازم براي یک دوره رشد سوسپانسیون سلولی این گیاه گیرياندازهکه با شد بررسیدرصد ماده خشک در آنها 

ها براي بالابردن درصد مواد موثره مشخص گردید.اضافه کردن الیسیتورها به سلولوشروع تقسیم سلولیو همچنین زمان

مواد و روش ها

براي کشت کشاورزي دانشگاه گیلان انجام شد. علومدر آزمایشگاه کشت بافت دانشکده93این آزمایش در سال 
انجام گرفت. محیط یکالوس زایتیمار در فازبهترین انتخاب در ابتدا آزمایشی براي بهار،سوسپانسیون سلولی گیاه دارویی همیشه

برموثرشرایط در مدت زمان یک ماه پس از کاشت بهترینBAPگرم در لیتر میلی5/1و NAAگرم در لیترمیلی2کشت حاوي 
از نتایج آزمایش ،همیشه بهارب محیط کشت سوسپانسیون سلولی گیاه انتخاکار براي. در ادامهمعرفی گردیدندرشد کالوس 

هاي رشد ذکر شده کنندهحاوي تنظیم)MS(موراشیگ و اسکوگنخست بهره گرفته شد. در همین خصوص محیط کشت مایع
ها هاي ارلنمیلی لیتر در هر ارلن) و درب100(لیتري توزیع شدمیلی500هاي آماده شده در ارلنهايتهیه گردید. در پایان محیط

گرم کالوس نرم در شرایط استریل توزین و در 5مقدار . براي شروع کشت سوسپانسیون،شدبصورت کامل با فویل آلومینیوم بسته
به منظور هوادهی مناسب به درجه سانتیگراد و تاریکی نگهداري شدند.23هاي کشت شده در شرایط دمایی ها ریخته شد. ارلنارلن
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هاي هفته در محیط کشت4هاي مایع سري نخست پس از دور در دقیقه تنظیم گردید. کشت100چرخش شیکر روي ها،سلول
-استریل جدا گردیدند. از آنهايمتر توسط توريمیلی1ازهاي سلولی بزرگتر براي دومین واکشت تودهمشابه واکشت گردیدند.

میلی لیتري 100گرم سلول براي هر ارلن 2ها مقداردر طی واکشتسلولی به از دست دادن آب حساس هستند،يهاجا که کشت
ماه صورت گرفت.5مدت بار و بههفته یک2هر ها شد. سپس واکشت نمونهنظر گرفتهلیتر محیط کشت مایع درمیلی20حاوي 

یون سلولی خصوصیات کشت سوسپانسهاي یکنواخت سلولی، آزمایش اصلی با هدف مشخص کردنست آمدن کشتپس از بد
برداري در روزهاي شد. در این خصوص دادهدر این بخش تنها اثر زمان بر فاکتورهاي مورد نظر مطالعهشد.بهار طراحی گیاه همیشه

ارلن (هر ارلن به عنوان یک تکرار) 3برداري تعداد پس از واکشت صورت گرفت. براي هر بار داده4، 8، 12، 16، 20، 24، 28
-گیري شد. براي اندازهدرصد ماده خشک اندازهووزن خشک (گرم در لیتر) ،هاي وزن تر (گرم در لیتر)انتخاب گردید. شاخص

ها کاغذ صافی و در مقابل جریان هوا بنحوي که بیشتر آب همراه نمونهها روي ها با قرار دادن آنآب نمونهبیشترگیري وزن تر،
-سانتیدرجه 40تا 35هاي سلولی نیز در آون با دماي . خشک کردن نمونهترازوي حساس صورت گرفتبادر آخرشود و حذف 

خشک بر وزن تر بدست درصد ماده خشک نیز از تقسیم وزن . )Karam et al., 2003(گرفتگراد و در مدت شش روز صورت
گردید.کدام رسم اکسل شدند و نمودار مربوط به هرهاي حاصل واردو دادهآمد

روند تغییرات وزن تر سلول هاي همیشه بهار در کشت سوسپانسیون سلولی- 1شکل 

روند تغییرات وزن خشک سلول هاي همیشه بهار در کشت سوسپانسیون سلولی-2شکل 
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تغییرات درصد وزن خشک سلول هاي همیشه بهار در کشت سوسپانسیون سلولیروند -3شکل 

عنوان درصد نسبت وزن خشک به وزن تر است که بههایی که در کشت سلولی مورد مطالعه قرار میگیرد،یکی دیگر از شاخص
درصد ماده خشک در هفته اول اساس این منحنی،بر).Abdel Basset & Matsumoto, 2008شود (ماده خشک از آن نام برده می

سازي در طی هفته افزایش فعالیت و مادهیکی از دلایل محتمل،پی داشت.پس از کشت بیشترین بود و سپس روند کاهشی در
باشد.نخست آزمایش می

نتایج و بحث

بهار پس از همیشهگیاههاي نرم بهار تنظیم گردید. کالوسهاي کشت سلولی گیاه همیشهاین تحقیق با هدف مطالعه ویژگی
- هاي سلولی گیاه همیشهرنگ محیط کشت.ور شدندانتقال به محیط کشت مایع از هم جدا و بصورت اجتماعات چند سلولی غوطه

. از دلایل این فیت جاي خود را با کدري عوض کردکه در ادامه و با گذشت زمان، این شفابود بهار در ابتداي هر کشت،  شفاف 
یک ها در محیط کشت اشاره کرد.از سلولشده  جافزایش مواد خارها در طول دوره و همچنینتوان به ازدیاد سلولمشاهدات می

تري صورت گرفت تا نتایج دقیقپنجم هفته برداري در این تحقیق تاالبته داده. هفته طول کشید4بهاردوره کشت سلولی در همیشه
(مرحله واماندگی) در ابتدا رشد کندي از خود نشان دادند و این رشد کند یا مرحله انتظاربهار در هاي همیشهبدست آید. سلول

ها رخ ندادلافزایش چندانی در وزن تر و وزن خشک سلوول انجامید. در این مرحله،طروز به 14هاي این گونه نزدیک به سلول
پس از .ها بدست آمدگرم در لیتر وزن خشک نمونه35/0تر وگرم در لیتر وزن 6/5پس از کشت تنهاهشتم در روزکهبه نحوي

ها اي در وزن تر و خشک سلولعدي شدند که افزایش قابل ملاحظهاها وارد مرحله تصاین مرحله تاخیر در رشد، منحنی رشد سلول
شترین میزان وزن تر و بیاز کشت منطبق بودچهارماز کشت یعنی برداشت شانزدهمدیده شد. مرحله تصاعدي رشد از روز 

ها،ارشزطبق گگرم وزن تر در هر لیتر مشاهده شد.25/30در این مرحله رشد سلولی به میزان   مشاهده گردید.24وخشک در روز
بیشترین میزان رشد سلولی در کشت سوسپانسیون ریحان کشت سلولی گیاهان ریحان و اسطوخودوس نیز مورد مطالعه قرار گرفت.

یک دوره کشت سوسپانسیون سلولی در ).Kintzios et al., 2003بوده است (پس از کشتروز8اسطوخودوس، روز و براي14
تولید مشتقات تري ترپنویید، در غلظت بالا و دوره کوتاه ).Georgiev et al., 2009(هفته به طول انجامید3گیاه مرزه خوزستانی 

Kamiisako etاده از الیسیتورها امکان پذیر است (اي و استفبوسیله تغییرات شرایط تغذیهاي زمانی، با استفاده از کشت درون شیشه

al., 1984.(
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گیرينتیجه

تصاعدي دوره رشدروز است و28رشد سلولی گیاه دارویی همیشه بهار دوره طول یک بر طبق این آزمایش مشخص شد که 
بعد از آن تا ادامه داشته است وبیست و چهارمپایان روز آغاز گردید و تا شانزدهمیعنی روز چهارمبهار از برداشت سلول همیشه

منظور بهبهترین زمان براي اضافه کردن السیتورمشخص شد که روز شانزدهمروز بیست و هشتم توقف در رشد را نشان داد. و
.باشدنیز میهاي ثانویهافزایش متابولیت
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Abstract

Calendula officinalis is one of the most important ornamental and medicinal plants which is
valuable for its Flavonoid, carotenoid, saponin and glycoside production. Therefore optimizing callus
propagation of Calendula officinalis with growth regulator; BAP and NAA was done in order to
specify the length of a cell culture period and the onset of exponential growth of marigold cells. The
result of fresh weight, dry weight and the percentage of dry weight at periods of 4,8,12,16,20 and 24
days after subculture showed that the time needed for the growth of cell culture in marigold is about
28 days and the growth starting time and the increase in cell numbers happens from 14th day on which
shows the perfect time for adding elicitors to cells in order to increase secondary metabolites.

Key words: cell suspension cultu, elisitou, perud


