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 چکیده

 Mentha) پونه کوهی بومی یاهگ تولید شاخساره در یزانبر م یزنمونهو نوع ری مختلف هورمون یمارهایحاضر اثر ت تحقیقدر 

mozaffarrianii) محیط کشتدر گیاه این گره  وهای برگ ریزنمونهقرار گرفت.  یمورد بررس MS  گرم بر لیتر ساکارز  30جامد حاوی
 5/0و  BA)) (5/1 ،1 بنزیل آدنین میلی گرم در لیتر( و 1و  1/0 ،5/0) (NAAنفتالین استیک اسید )هورمون  2ی متفاوت هاغلظتو 

ها با داده .قرار گرفت ارزیابیمورد و میزان پرآوری شاخساره جدید  زائیو صفاتی از قبیل درصد کالند شد کشتمیلی گرم در لیتر( 
مورد تجزیه واریانس قرار گرفتند و مقایسه میانگین به روش دانکن صورت گرفت. بر اساس  9.3.1نسخه  SAS استفاده از نرم افزار 

زایی و داری از نظر کالها تفاوت معنیهای مورد استفاده  قادر به تولید کالوس بودند ولی این ریزنمونهحاصله، هر دو ریزنمونهنتایج 
بود.  گیری شدهمیزان بیشتری برای هر دو فاکتور اندازههای گره قادر به تولید ریزنمونه که پرآوری شاخساره نشان دادند، به طوری

که  طوریه ب ،بودمعنی دار  در سطح یک درصدهای مختلف ریزنمونهمیزان پرآوری اثر تیمارهای مختلف تنظیم کننده رشد بر همچنین 
ولی در مورد برگ  BA در لیتر گرممیلی 2و  NAA در لیتر گرممیلی 5/0ای های گره در محیط داردر ریزنمونه پرآوریبیشترین میزان 

بطور کلی در این پژوهش برای اولین بار شرایط کشت بافت حاصل شد.  میلی گرم بنزیل آدنین 5/1و  NAAدر غلظت یک میلی گرم 
عملی و کارا برای تکثیر رویشی و کارهای تواند بطور بهینه شد و نتایج این تحقیق می M. mozaffarianiiبرای گیاه اندمیک 

 بیوتکنولوژیکی پیشرفته تر در این گیاه بومی با ارزش داروئی بالا مورد استفاده قرار گیرد.

 .نعناء بافت، کشت ریزنمونه، ازدیادی، ریز پرآوری، :کلیدی هایواژه

 مقدمه
باشد گونه می 7200جنس و بیش از  236می باشد که دارای  های گیاهی( یکی از بزرگترین خانوادهLamiaceaeخانواده نعناعیان )

(Singh and Pandey, 2018بیشتر گیاهان خانواده نعناعیان بخاطر دارای بودن ترکیبات متابولیت ثانویه با ارزش از قبیل ترپن .) ها و
باشند. جنس نعناء دارای شتی و صنعتی بالایی میهای متنوع در برگها، ساقه و اندامهای تولید مثلی خود دارای ارزش داروئی، بهدااسانس

 Dorman etگونه می باشد که در سرتاسر دنیا بخصوص در جنوب آفریقا، استرالیا و مناطق معتدله اوراسیا پراکنش دارد ) 30تا  25

al., 2003 در ایران شش گونه از جنس نعناء گزارش شده است که عبارتند از .)M. spicata, M. suaveolens, M. aquatic, M. 

arvensis, M. longifolia, M, mozaffarianii   و گونه داروئیM. mozaffarianii باشد که اندمیک ایران بوده تنها گونه نعناء می
در مناطق مختلف معروف می باشد  "پونه کوهی"و در نواحی مختلف مرکزی و جنوبی ایران بصورت خودرو وجود دارد و بنام 

(Tavakkoli-Khaledi and Asgarpanah, 2016گیاه نعناء بخاطر ویژگی .) های داروئی بسیار زیاد از قدیم در طب سنتی ایران مورد
اکسیدانی آن به اثبات رسیده است. منتول، پلی گون و کاروون از جمله مهمترین باکتریال و آنتیگرفته و خواص آنتیاستفاده قرار می

 (.Hussain et al., 2010باشند که باعث ارزش بالای داروئی این جنس می گردد )در اسانس نعناء می متابولیت های موجود
های جدید و کاربردی کشت بافت و سلول گیاهی فرصت مناسبی را فراهم نموده است که بتوان میزان بیشتری از ترکیبات روش

ها باعث شده تغییر پروفیل و فراهم نمود. علاوه بر این استفاده از این روشمتابولیتی با ارزش ثانویه دست را در شرایط آزمایشگاهی 
ها پتانسیل بالایی برای بهبود میزان ماده موثره گیاهان داروئی و افزایش تولیدات فیتوشیمیایی امکانپذیر گردد. بنابراین این تکنیک

وری بیشتر از گیاهان تواند در نهایت منجر به بهرهباشند که میمیاستفاده در کارهای بهنژادی و همچنین ازدیاد گیاهان داروئی دارا 
اند. استفاده از برداری قرار گرفتهو مورد بهره یرکشت بافت تکث یقاز طر آمیزباغی مختلفی بطور موفقیت یاهانامروزه گداروئی گردد. 

استفاده از  ینهدر زم یفراوان یقاتتحق باشد ویم یداروئ یاهانگ یدمف هاییتمتابول یدتول یاصل هایاز راه یکی یاهیکشت بافت گ یطشرا
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مواد موثره با ارزش صورت  یدتول یبرا یگزینجا یستمبه عنوان س یشه،درون ش یطدر شرا یاهیگ یها بافتکشت سلول و  یتکنولوژ
باشد نی گیاهان در مقیاس وسیع مییکی از مهمترین کاربردهای کشت بافت گیاهی تکثیر کلو(. 1399زارعی و همکاران، گرفته است )

باشند، های بشری در خطر انقراض میتواند بخصوص برای گیاهانی که تکثیر رویشی ضعیفی داشته و یا بعلت فعالیتکه این تکنیک می
یاز داروئی و های ریز ازدیادی در مقیاس وسیع برای گیاهان داروئی با ارزش برای تامین ناهمیت مضاعفی داشته باشد. توسعه تکنیک

 .Mهرچند گیاه داروئی (. Rahman et al., 2013باشد )های اندمیک و در معرض خطر بسیار ضروری میجلوگیری از انقراض گونه

mozaffarianii باشد، ولی و بعنوان گیاهی بومی این کشور مد نظر می بصورت خودرو وجود دارد ایران در مناطق مختلفی از کشور
 فاکتورهای مختلفبر آن شد تا  یسع. بنابراین در پژوهش حاضر صورت نگرفته است یقیتحق یاهگ ینکشت بافت ا ینهتاکنون در زم

در  یشترب هایی. لذا به منظور انجام بررسیردقرار گ یمورد بررس یاهگ ینا القاء کالوس و پرآوری در شرایط درون شیشه در مورد یبرا
بر  یزنمونهنوع رهمچنین و  BAو  NAAهورمونی مختلف  یمارهایشد اثر ت یپژوهش سع یندر ا یاهگ ینکشت بافت ا یطمورد شرا

 گردد. یبررس یاه بومی ایرانگ ینا پرآوری یزانم

 هاروش و مواد
کشت بافت گیاهی آزمایشگاه  بهآوری و شهرستان جهرم جمع کوههای دامنهاز  پژوهش برای استفاده در این نعناء خودروگیاهان 

های جدا شده پس از شستشوی شدند. ریزنمونه گره ساقه جداهای تازه رشد کرده و همچنین برگ نمونهریزاز  یقطعات شدند ومنتقل 
دقیقه ضدعفونی سطحی شدند و در  15درصد به مدت  2/1ثانیه و محلول هیپوکلریت  50درصد به مدت  70توسط اتانول  سطحی،

 در .های از پیش تهیه شده استفاده شدنداستریل در کابینت لامینار برای کشت در محیطنهایت پس از سه مرتبه شستشو با آب مقطر 
گرم در لیتر میلی 1و  5/0، 1/0ی هاغلظت( با NAAبه همراه منبع اکسین نفتالین استیک اسید ) MS هیپا کشت طیمح از پژوهش نیا
عنوان منبع کربوهیدراتی، استفاده گردید. به گرم در لیترمیلی 5/0و  1، 5/1ی هاغلظتبا ( (BAهمچنین منبع سیتوکنین بنزیل آدنین  و

گرم در لیتر آگار به محیط افزوده شد. با استفاده از دستگاه پی اچ  5/7ایی کننده، عنوان عامل ژلهگرم در لیتر و به 30ساکارز به میزان 
گرم  2همچنین تیمار  تنظیم گردید. 7/5-9/5ایی کننده در محدوده های تهیه شده قبل از افزودن عامل ژلهسنج دیجیتالی، پی اچ محیط

 یمشاهده در هر پتر 7مختلف با  هاییزنمونهسه تکرار از رها استفاده شد. ایی شده ریزنمونهبر لیتر زغال فعال برای جلوگیری از قهوه
قرار  یابیمورد ارز یکاملا تصادف یهالب طرح پادر ق یلفاکتور یشو بصورت آزما یاهیکننده رشد گیمدر نه غلظت مختلف تنظ یشد

درصد  یکداری تیمارها در سطح ها و آزمون معنیبرای تجزیه و تحلیل داده 9.1.3نسخه  SASها، از نرم افزار پس از ثبت داده گرفتند.
زایی، های درصد کالوسرمال کردن دادهبه منظور نایی دانکن انجام گرفت. ها توسط آزمون چند دامنهاستفاده شد و مقایسه میانگین داده

 ها استفاده گردید.داده Arcsinاز 

 بحث و جینتا
داری بر القاء شاخساره های رشد گیاهی تاثیر معنیبراساس نتایج حاصل از این تحقیق هر دوی نوع ریزنمونه و ترکیب تنظیم کننده

 ءالقا یطهفته دوم بعد از کشت در محاواخر ها از یزنمونهردارا بودند.  M. mozaffarianiiهای گیاه های حاصل از ریزنمونهاز کالوس
. با توجه به مواد بالای فنولی در این گیاه دو نوع تیمار محیط کشت دارای زغال فعال و فاقد زغال کردند کالوستولید کالوس، شروع به 

گرم بر لیتر به میزان میلی 2میزان داد که استفاده از زغال فعال به زائی مورد آزمایش قرار گرفتند و نتایج نشانفعال برای مرحله کالوس
های حاصله در هفته چهارم به محیط زائی در گیاه نعناء وحشی گردید. کالوسایی شدن و بهبود کالوسبسیار زیادی باعث کاهش قهوه

پژوهش قادر به ایجاد شاخساره در محیط کشت بودند ولی های مورد استفاده در این بر اساس نتایج هر دو ریزنمونه .پرآوری منتقل شدند
نشان داد نتایج های حاصل از برگ بود. های حاصل از گره بسیار بیشتر از ریزنمونهدر ریزنمونه M. mozaffarianiiمیزان پرآوری گیاه 

 غلظت و زنمونهیر نوع متقابل اثر نیهمچن. بوددار معنی 1در سطح احتمال  و میزان پرآوری زاییاثر نوع ریز نمونه روی درصد کالوس که
 پرآوری شاخساره زانیم نیشتریب یعبارتبه. (1)تصویر  بود داریمعن این گیاه یی و پرآوریزاکالوس زانیم بر یاهیگ رشد یهاکننده میتنظ
در حالیکه . شد حاصلهای حاصل از گره زنمونهیر از نیآدنلیبنز تریل در گرمیلیم 5/0 و NAA تریل در گرمیلیم 5/1 یها ماریت در

 گرم بنزیل آدنین حاصل شد. میلی 5/0و  NAAگرم در لیتر میلی 1/0های برگ و در غلظت کمترین میزان در ریزنمونه
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تولید  ، پایین:M. mozaffarianiiهای رشد گیاهی بر میزان پرآوری در دو ریزنمونه گیاه . بالا: اثرات غلظت تنظیم کننده1تصویر 

 .NAAگرم در لیتر میلی 5/0و  BAگرم در لیتر میلی 5/1شاخساره در این گیاه در غلظت 

گرم در لیتر و میلی 5/1گرم به میلی 5/0آدنین از کننده رشد گیاهی بنزیل میتنظ غلظت شیافزا بابراساس نتایج این پژوهش 
مطالعات متعددی در ، میزان پرآوری در هر دو ریزنمونه گره و برگ افزایش یافت. NAAبدون در نظر گرفتن غلظت تنظیم کننده رشد 

کننده رشد گیاهی بر میزان کالزائی و پرآوری گیاهان داروئی وجود دارد. در مطالعات قبلی در زمینه ریزازدیادی زمینه استفاده از نوع تنظیم
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بعنوان یکی از موثرترین  BAPها گزارش شده است و گره نسبت به دیگر ریزنمونههای گیاهان داروئی، کارآیی بیشتر پرآوری از ریزنمونه
 Anand and Jeyachandran, 2004; Raja)های بیشتر در شرایط درون شیشه پیشنهاد شده است ها برای القاء شاخسارهسیتوکنین

and Arockiasamy, 2008 .)سیتوکنین مورد استفاده تاثیر بیشتری در افزایش تعداد رسد که تیمار بالاتر هورمون به نظر می به هر حال
گرم بر لیتر( و کینتین میلی 5/0آدنین )شاخساره در این گیاه دارد. در مطالعات قبلی برای گونه دیگر نعناء فلفلی ترکیبی از هورمون بنزیل

(. بطور Mehta et al., 2012ه گزارش شده است )های گرترین تیمار برای تولید شاخساره از ریزنمونهگرم بر لیتر( مناسبمیلی 3)
منجر به بیشترین تعداد شاخساره  IAAگرم بر لیتر میلی 5/0آدنین و گرم در لیتر بنزیلمیلی 2دارای غلظت  MSمشابه استفاده از محیط 

(. نتایج قبلی بیانگر این است که Rahman et al., 2013گردید )  .Mentha viridis Lها در تکثیر درون شیشهو بلندترین شاخساره
به هرحال با در نظر  خواهد شد. یجانب هایشاخساره گیریباعث شکل یدر مرحله پرآور یننسبت به اکس یتوکنینسا یبالا یهاغلظت

داری تواند تاثیر مثبت و معنیمی NAAی متوسط و کم از هورمون هاغلظترسد که گرفتن میزان اکسین در محیط کشت به نظر می
ی کم اکسین به همراه سیتوکنین در هاغلظتدر اصل برای القاء بهتر شاخساره، ترکیبی از  در القاء شاخساره در این گیاه داشته باشد.

 Sebastinraj and Sidique, 2011; Rahman etخیلی از مطالعات قبلی استفاده شده و تاثیر مثبت این ترکیب مشاهده شده است )

al., 2013 .)تواند تاثیر مثبتی در مراحل بعدی ریزازدیادی داشته باشد و باعث همچنین استفاده از هورمون اکسین در مرحله پرآوری می
نوع ریزنمونه بسیار موثر در تولید شاخساره بود و نتایج  نیهمچن(. Hesami et al., 2018زائی در مرحله قبل از انتقال گردد )بهبود ریشه

نتایج  تواند به میزان بسیار زیادی باعث بهبود کالزائی و تولید شاخساره نابجا در گیاه نعناء گردد.ه از ریزنمونه گره مینشان داد که استفاد
باشد که گره بعنوان ریزنمونه مناسب برای پرآوری ( می.M. viridis Lحاصل از این پژوهش تائید کننده نتایج مربوط به دیگر گونه نعنا )

های شاخساره نابجا در محل (. این مشاهدات ممکن است ناشی از وجود آغازهRahman et al., 2013هاد شده است )در این گیاه پیشن
 یهاکننده میتنظ غلظت و هازنمونهیر متفاوت ریتاثهای مختلف باشد. های درونزاد در ریزنمونهها و همچنین غلظت متفاوت هورمونگره
 وجود احتمال نیا یعبارت به(. ;1399Rahman et al., 2013زارعی و همکاران،  ) است شده گزارش یمختلف اهانیگ در یاهیگ رشد
بطور سینرژید با سطح مناسب تنظیم کننده رشد برون زاد عمل نموده و باعث القاء بهتر کالوس و  گرهزاد میزان هورمون درون که دارد

 پرآوری شاخساره از ریزنمونه های مورد نظر گردد. 

 گیری کلینتیجه

 Menthaگیاه برای ایی شیشه درون شرایط در نابجا شاخساره القاء و زائی کالوس برای مفید و کارا روشی معرفی به پژوهش این

mozaffarianii ی متوسط هاغلظتآدنین به همراه میدهد. بر اساس نتایج این تحقیق گره بعنوان ریزنمونه مناسب و هورمون بنزیل ارائه
 تکثیر برای تواند می بطور کلی نتایج این پژوهش گردد.برای افزایش تعداد شاخساره از این گیاه پیشنهاد می NAAو کم اکسین 

 و سلول کشت جمله از تر پیشرفته بیوتکنولوژیکی مطالعات در کاربرد برای همچنین و وسیع مقیاس در اندمیک گیاه این رویشی
 .گردد استفاده بومی ارزش با گیاه این مورد در ژن انتقال هایبرنامه
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Abstract 

In the present study, the effect of different hormonal treatments and explant types were investigated on 

the proliferation of Iranian native medicinal plant Mentha mozaffarianii. Different explants including leaf and 

node of this plant were cultured in the solid MS medium supplemented with 30 g L-1 sucrose and different 

concentrations of NAA (0.1, 0.5 and 1 mg L-1) and BA (0.5, 1 and 1.5 mg L-1) and the number and length of 

induced shoots were analyzed. Analysis of variance were carried out by SAS software ver. 9.3.1 and mean 

comparison was conducted using Duncan Multiple Range Test. According to the results, both explants 

successfully induced adventitious shoots under in vitro condition, but a significant differences was recorded 

for callus induction and number of produced shoots. According to results, node explants had significantly 

higher rate of callus induction and adventitious shoot regeneration. In addition, inclusion of activated charcoal 

(2 g L-1) in the culture media significantly reduced the callus browning and lead to a higher callus and shoot 

induction. In addition, effects of hormonal treatments were significantly different on shoot regeneration and 

the highest percentage of shoots was obtained from node explants in the medium containing 0.5 mg L-1 NAA 

and 1.5 mg L-1 BA. Altogether, for the first time we optimized the in vitro culture condition for Mentha 

mozafarrianni and this the protocol described here can be used reliably for multiplication and in the advanced 

biotechnological experiments on this important medicinal plant.  

Keywords: Explant, Mentha, Micropropagation, Proliferation, Tissue culture. 
  


