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  1395، تابستان 2، سال چهارم، شماره 14فصلنامه اکوفیتوشیمی گیاهان دارویی، شماره پیاپی 
 

  (مقاله کوتاه)
  القاء بافت کالوس و آنالیز مواد موثره اسانس گیاه دارویی

Dracocephalum moldavica L. 
  

  3، هما عرش نشین3، سونیا موسوي ثمرین2، علیرضا قاسمیان*1مهدي رضويسید
 شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایران دانشیار، گروه زیست1
  شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایران استادیار، گروه زیست2

  شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایران زیستگروه ، ارشد دانشجوي کارشناسی3
  

  25/05/1395 ؛ تاریخ پذیرش: 07/09/1394تاریخ دریافت: 
 

  1چکیده
نعناع و بومی آسیاي مرکزي گیاهی یکساله، علفی ومعطر از تیرهL.  Dracocephalum moldavicaبادرشبویه با نام علمی 

 گیـاهباشد. بذرهاي  مورد توجه میاست.در این مطالعه تولید بافت کالوس از گیاه بادرشبویه و شناسایی ترکیبات فرار اسانس آن 
کشـت داده شـدند. پـس از  MS درصد)، در محیط کشـت10درصد) و هیپوکلریت سدیم (70پس از ضدعفونی توسط اتانول (

حـاوي مقـادیر مشخصـی از ترکیبـات هورمـونی بـا  MSهـاي کشـت  جدا شده و در محیط هاي حاصلگیاهچهزنی، لپه  جوانه
ها جهت کالوس زایی در اتاقک رشد با شرایط هاي متفاوت از نفتالن ، استیک اسید و بنزیل آمینوپوزین منتقل شدند. نمونه غلظت

گراد قـرار داده  درجه سانتی 24-25عت تاریکی و در دماي سا 8ساعت روشنایی و  16لوکس با دوره نوري  2400نوري حدود 
شدند.پس از ایجاد مقادیر لازم از کالوس، مقدار کالوس بدست آمده توزین و بیشترین کـالوس از بـین محـیط هـاي کشـت بـا 

تقطیر با آب  ترکیبات هورمونی مختلف جهت استخراج اسانس انتخاب شد. اسانس گیري با استفاده از دستگاه کلونجر و با روش
مورد تجزیه قرار گرفت. نتایج نشان داد که میزان کالوس بدست آمده از لپه  GC/MSوسیله دستگاه  انجام شد و مواد موثره آن به

 4هـاي حـاوي غلظـت MSهاي گیاهی بستگی دارد. حداکثر تولید کالوس در محیط کشت گیاهچه بادرشبویه به میزان هورمون
گرم در لیتر بنزیل آمینوپوزین حاصل شد. همچنین نتـایج آنـالیز اسـانس  میلی 5/1استیک اسید به همراه  میلی گرم درلیتر نفتالن

درصـد)و هگزادکانوئیـک  03/7درصد)، دودکـان ( 3/26( درصد)، دکان 9/45( نشان داد که ترکیبات عمده اسانس شامل تیمول
  باشد.درصد)می 08/7اسید (

  
  .Dracocephalum moldavica L  کالوس، تیمول،یه، : اسانس، بادرشبوهاي کلیدي واژه
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  مقدمه
شـود، ابـزاري مهـم در مـی نامیـدهو یا کشـت اسـتریل نیـز  اي درون شیشه کشت سلول و بافت گیاهی که کشت

بـه نیـروي مطالعات پایه و کاربردي و داراي کاربردهاي تجاري است. هرچند که هزینه و سرمایه زیاد و همچنین نیاز 
آیند، اما کشت بافت توانسته راهی عملـی هاي بیوتکنولوژیکی به شمار میکار ماهر و متخصص از جمله معایب روش

دلیل مشـکلات تکنیکـی،  ا بههدر جهت تولید محصولات متابولیتی منحصر به فرد ایجاد نماید که ساختن مصنوعی آن
شـده کـه نتـوان آنهـا را بـه  انویه باعـثهاي ثپیچیده بسیاري از متابولیتاختار س). Bajaj et al., 1988( مقدور نیست

هـا را نیـز بتـوان نظیـر باشـد. اگـر ایـن سـلولها سلول گیاه مـیصورت مصنوعی سنتز نمود و لذا تنها منبع تولید آن
  ).Scragg, 1986( نها را به مقدار قابل توجهی افزایش دادتوان تولید آها کشت نمود، میمیکروارگانیسم

نیافته  هاي پارانشیمی تمایزاي از سلول کشت بافت گیاهی است. کالوس توده تشکیل کالوس اولین رویداد در روند
 ، ویتـامین، ریز مغذيهاي کشت غنی از آگار، درشت مغذيهاي گیاهان بالغ کشت شده در محیطاست که از ریزنمونه

 هاي ثانویه گیـاهی باشـدست که کالوس ممکن است منبعی براي متابولیتآید. ثابت شده اها بدست میو فیتوهورمون
)Ikeuchi et al., 2013.(   

از دیرباز در طـب سـنتی ایـران  هاي فارسی بادرشبی و شاطربه نام ).Dracocephalum moldavica L( ادرشبویهب
 در صـنایع غـذایی، همچنـین آن اسـانس ازکـه مطـرح بـوده  دهنده زخـم آور و التیامبخش، اشتها گیاهی آرام عنوان به

یکسـاله بـه  گیاهی اسـت علفـیبادرشبویه ). Maham et al., 2013( شودو آرایشی استفاده می سازي، بهداشتی نوشابه
خودرو در بعضی از نواحی  که به حالت وحشی و متر سانتی 45تا  15هاي راست به ارتفاع ساقه با متر سانتی 80 ارتفاع

دارد و در در سراسـر دنیـا گونه  45 مذکور جنس روید.غربی آسیا می جزیره سیسیل، مولداوي و جنوبجنوبی اروپا، 
ایـن گیـاه داراي  انحصاري ایـران هسـتند. ي آنهاکه برخی گونه شود  از آن در نواحی مختلف یافت می گونه 8ایران 

ترکیب شناسایی شده که ژرانیل استات،  66 گیاهبدست آمده از اندام هوایی  اسانسباشد. در  شهدآور میمعطر هاي  گل
اســــانس بادرشــــبو  ).Sefidkon et al., 2010( ترین ترکیبات شـناخته شـده هسـتندژرانیول، ژرانیال و نرال اصلی

از همچنـین امـروزه باشــد. دهنده زخم و جراحـات مــیباکتریایی و التیامضدمیکروبی و  ضـــد داراي خاصـــیت
عنـوان مسـکن در دردهاي عصبی و اسپاسم رفـع سـردرد، سرماخوردگی، ضعف عمومی بدن، بهدر عصـاره بادرشـبو 

 ,.Trombetta et al( شــوداســتفاده مــی درددنــدانتسـکین هـاي معـدي و کلیـوي، بـراي شستشوي دهـان و در 

در اسـانس بدسـت یـا و نیز با توجه به تغییرات کیفـی با توجه به اهمیت دارویی و صنعتی اسانس بادرشبویه ). 2005
اسانس حاصـل از آنالیز مطالعه در خصوص کشت بافت و این هاي گیاهی،  آمده از کالوس گیاه نسبت به اسانس اندام

  بافت کالوس حائز اهمیت است.
 

  ها مواد و روش
بـذرها در شـرایط از شرکت پاکان بذر اصفهان خریداري شـد.  1392 در سالبذرهاي گیاه بادرشبویه : القاي کالوس

ضـدعفونی  10-15مدت  به درصد 10 محلول هیپوکلریت وثانیه  30-35مدت  بهدرصد  70آزمایشگاهی ابتدا با اتانول
زنـی  هپـس از جوانـ .کشت داده شدند MS و در محیط کشت . سپس در سه مرحله با آب مقطر استریل شستشوشدند

 اتهـاي مختلفـی از ترکیبـحـاوي غلظـت MS هـاي کشـتمحیط بهجدا شده و  ،هاي حاصل گیاهچه هاي لپهبذرها، 
بـه همـین ترتیـب  .) منتقل شدندگرم بر لیتر میلی 5/1،1، 5/0( BAPو  )گرم بر لیتر میلی NAA )1، 2، 3، 4 یهورمون
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قبل محیط کشت  PHهاي مشابه انجام گرفت.  با غلظت NAA:Kinو  D:BAP-2,4تیمارهایی نیز با ترکیبات هورمونی 
ها بـه پتریدیشتنظیم شد.  5,8روي  NaOH یا HCL) با کمک دقیقه 15مدت  به گراد سانتی 120از اتوکلاو (در دماي 

سـاعت تـاریکی منتقـل  8ساعت روشـنایی و  16و شرایط نوري  گراد سانتی درجه 24-25ژرمیناتور با شرایط دمایی 
ه در ها بعد سه هفته واکشت گردیدند. وزن تر کالوس تولیـد شـدبدست آمده از هر یک از کشتبافت کالوس . شدند

  گیري شد. هفته اندازه 6هر تیمار بعد 
 آن اسـانس، بهینـهبـا ترکیـب هورمـونی در محیط کشت  کالوس شش هفته ازالقائبعد از اسانس: تخراج و آنالیز اس

بـه دسـتگاه  ،منظـور بررسـی ترکیبـات ا سولفات سدیم بـهب از آبگیريه و بعد شد تقطیرمیکروکلونجر  توسط دستگاه
سـتون مـورد  تزریـق گردیـد. Thermoquest-Finniganمدل با   )GC-MSطیف سنج جرمی ( -کروماتوگرافی گازي

ریزي حرارتی  میکرون بوده است. برنامه 25/0اي با قطر اجز متر میلی 25/0متر در  30به ابعاد  HP-5 استفاده در دستگاه
گاز هلیم با شدت جریان  درجه در دقیقه انجام گردیده است. 4درجه با سرعت  320تا  گراد سانتیدرجه  50دستگاه از 

  عنوان گاز حامل مورد استفاده قرار گرفت.  لیتر در دقیقه به میلی 8/0
  

  آنالیز آماري
 SPSSافـزار  هاي آماري از نرمجهت انجام تجزیهتکرار انجام شد.  5تصادفی با  صورت در قالب طرح کاملاً ها به آزمایش

  انجام گردید. 05/0در سطح احتمال  ي دانکناآزمون چند دامنه هبه همرا) ANOVA(استفاده شد. تجزیه واریانس  16
  

  نتایج
گیاهچه بادرشبویه در محیط کشت  هاي لپههاي القاي کالوس از ریزنمونه نشان داد که پژوهشنتایج حاصل از این 

و یا هر کدام از  D/BAP-2,4 و NAA/Kinهاي کشت حاوي ترکیبات هورمونی  و نیز محیطهاي گیاهی  بدون هورمون
هاي حاوي هورمونهاي کشت  طاین در حالی است که در محیموفقیت آمیز نبوده است. هاي مذکور به تنهایی  هورمون

NAA  وBAP هـاي محیطاز طرف دیگر نتایج بیانگر این نقطه بود که در زایی به نحو مطلوب صورت گرفت.  کالوس
ن تولیـد کـالوس در حـداکثر میـزابهتر صورت می گیـرد. ، القا و رشد کالوس BAPبه  NAAنسبت بالاتر از کشت با 

 2/12ایـن محـیط کشـت  . درشاهده شدم BAPگرم درلیتر  میلی 5/1 و NAA لیتر گرم در میلی 4 محیط کشت حاوي
  ). 2 و 1(شکل  گردیدهفته تشکیل  6 گرم کالوس در دوره زمانی

 

 
   )..Dracocephalum moldavica L( بافت کالوس گیاه بادرشبویه :1شکل 
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  در تولید بافت کالوس گیاه  BAPو  NAA هاي مختلف تاثیر غلظت :2شکل 
 ).Dracocephalum moldavica L( بادرشبویه

  

بدسـت آمـده از اسانس حاصل از کـالوس تقطیر 
بـی رنـگ و بهینـه،  هورمـونی محیط کشت با ترکیب

بـا توجـه بـه بود.درصد وزنـی حجمـی  1/0 بازده آن
در ) 3 (شـکلGC/MS  آنالیزها و نتایج حاصل از  داده

ترکیب شناسایی شدند کـه  6در مجموع  فوقاسانس 
 مـی دادنـد.از کـل اسـانس را تشـیکل  درصد 49/97

 26()، دکـان درصـد46(شامل تیمـول ترکیبات اصلی 

 7(و دودکان  )درصد 7(اسید  هگزادکانوئیک، )درصد
از درصـد  5/31 به عبارت دیگر در حدودبود. )درصد

از گروه  درصد 50به  یبها و قر هیدروکربناسانس از 
آنـالیز نتـایج حاصـل از باشـد.  ترکیبات مونوترپنی می
هاي بازداري، شاخص بـازداري اسانس، همراه با زمان

 1استاندارد و درصد نسبی ترکیبات حاصل در جدول 
  آورده شده است.

  
  

  
  GC-MSکروماتوگرام حاصل از آنالیز اسانس بدست آمده از کالوس گیاه بادرشبویه با دستگاه : 3 شکل
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 )Dracocephalum moldavica( گیاه بادرشبویهار کالوس بدست آمده از  لحاصدهنده اسانس  ترکیبات تشکیل :1 جدول

  اندیس بازداري  (دقیقه) زمان بازداري (درصد) فراوانی  ترکیبات  ردیف
  1000  89/7 29/26 دکان  1
  1200  66/13 03/7 دودکان  2
  1290  36/16 99/45 تیمول  3
  1400  06/19 79/4 تترادکان  4
  1900  90/23 31/6 نونادکان  5
  1982  84/30 08/7 کانوئیک اسید هگزاد  6
  49/97       کل  

  
  بحث

این تحقیق اولین گزارش از القاي بافت کالوس در 
نتـایج نشـان داد کـه تولیـد . باشـد  میگیاه بادرشبویه 

 کشـت هـاي  در محیطفقط  بادرشبویهدر گیاه کالوس 
ــاوي  ــی BAPو  NAAح ــورت م ــا ص ــرد و س یر گی

ترکیبات هورمونی قادر به القاء کـالوس در ایـن گیـاه 
برخلاف غالب گیاهـان کـه رونـد کـالوس . باشند نمی

زایی در شرایطی که نسـبت هورمـون پایـه اکسـین و 
سیتوکینین یکسان باشد صـورت مـی گیـرد، در گیـاه 

ینـه اسـت کـه بادرشبویه تولید کالوس در شـرایطی به
از طـرف دیگـر بیشـتر باشـد.  BAPبـه  NAAنسبت 

ــا ــزایش  مشــخص شــد کــه در هــر حــال ب کمــی اف
در تحقیـق ابـد. ی میافـزایش زایی  کالوس ها، هورمون

دیگري کـه بـر روي گونـه دیگـر ایـن جـنس یعنـی 
Dracocephalum kotschyi  صورت گرفته است نیـز

هم در تولید کالوس و هم  BAPو  NAAدو هورمون 
ــوثرتر از ــاززایی آن م ــونی  در ب ــات هورم ــه ترکیب بقی

 ).Ostroshy and Moradi, 2012( انـد گـزارش شـده
ترکیب هورمونی بر نقش در همین گیاه  مشاهدات دیگري

کـالوس  ءدر القا BAPو  NAAدو هورمون متشکل از 
 تاکید دارد و تارهاي کشنده تومورهاي غیر تمایز یافته

)Shrafi et al., 2014 .(تـوان دو هورمـون  بنابراین می
عنوان موثرترین ترکیب هورمونی در کشـت  اخیر را به

یشــنهاد پ Dracocephalumبافــت مربــوط بــه جــنس 
  نمود.

انـدام اسـانس بررسی منابع نشـان داده اسـت کـه 
کـه در شـرایط طبیعـی رویـش هوایی گیاه بادرشبویه 

رپنوئیـدي ت ثانویـه هـايمتابولیـت غنی ازنموده است 
ژرانیــل اســتات، ژرانیــول، ژرانیــال، نــرال و  همچــون
بــوده و ازاینــرو خــواص قابــل توجــه آنتــی ســیترال 

 ,.Yousefzadeh et al( باکتریایی و آنتـی ویـرال دارد

2010; Sefidkon et al., 2010; Maham et al., 
2013.(  

ج بدست آمده ینتاکور با ذتحقیقات م نتایجمقایسه 
پروفیـل ار پژوهش حاضر بیانگر این مطلب است که  

گیاه بادرشبویه از کالوس  ترکیبات اسانس بدست آمده
کاملا متفاوت از اسانس بدست آمده از انـدام هـوایی 

و نیـز ترکیبـات ترکیب مونوترپنی تیمـول گیاه است. 
کـه بخـش عمـده اسـانس همچون دکان هیدروکربنی 

در  انـد بـه خـود اختصـاص دادهحاصل از کالوس را 
 رویش یافته در شرایط طبیعی اسانس اندام هوایی گیاه

از . وجود ندارنـد بوده و یا اصلاًدر حد بسیار ناچیزي 
طرف دیگر غالب ترکیباتی که در اسانس اندام هـوایی 
گیــاه رشــد یافتــه در شــرایط طبیعــی وجــود دارد در 

راین ببنـااسانس بدست آمده از کالوس موجود نیست. 
تـوان نتیجـه گرفـت ترکیبـات شناسـایی شـده در  می

تـوان  مـیمتفاوت از قطعات گیاه است.  تقریباًکالوس 
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متابولیسـم گیـاه در بافـت کـالوس متفـاوت از  گفـت
. شـاید ایـن پدیـده باشـد میطبیعی هاي گیاهی  بافت

در شـرایط تیمارهاي هورمونی اعمـال شـده  ناشی از
 .درون شیشه باشد

عنـوان  فاده از تکنیک کشت بافت گیاهی بهامروزه است
مـوثره گیاهـان  تیکی در تولید ترکیبـاژبیوتکنولو یروش

کـه یـک ترکیـب تیمـول مورد توجه محققین می باشد.  
یافت شـده و  Thymus گیاهان جنس مونوترپنی است در

عنوان ماده بلوري سفید با خاصـیت ضـدعفونی قـوي  به
اسـتخراج  هاي آویشـن که در اغلب گونه شود شناخته می
ها نشـان داده  بررسی). Buckingham, 2005( شده است
کشـی  داراي اثـرات علـفتیمـول  مـاده مـوثرهاست که 

همچنــین  ).Nesrollahi and Razavi, 2016( باشــد می
 شـود شناخته مـیطبیعی   بیوتیک  آنتییک عنوان  تیمول به

مـورد  ،کـارواکرول ماننـد ترکیباتکه به تنهایی یا با سایر
 Filoche et al., 2005; Ahmed et( گیرد استفاده قرار می

al., 2010.(  
 هـاي بیوتیـک آنتـیتحقیقات نشان داده اسـت کـه 

ها را طبیعی مانند تیمول و کارواکرول مقاومت باکتري
هـم افزایـی کـاهش هـا از طریـق اثـر بیوتیـک به آنتی

قـارچ کـش  عنوان یـک ترکیـب دهند و تیمول بـه می
هاي مقاوم به فلوکونـازول نشـان داده ویژه در سویه به

علاوه . )Palaniappen and Holley, 2010( شده است
بر این شواهدي دال بر خواص ضدتوموري براي ایـن 

هر چند مکانیسم  ).Andersen, 2006( ماده وجود دارد
ناشـناخته اسـت،  این عملکردهاي زیستی تیمولدقیق 

دلیل ماهیـت غیـر  بهکه که تیمول  کردپیشنهاد توان  می
گـذر از طریق  خود را اثراتحداقل برخی قطبی خود 

با توجه به اهمیت . کند اعمال میزیستی هاي  ءغشا از 
مختلف زیستی، دارویـی و صـنعتی تیمـول، رویکـرد 

 آن میتواند حائز اهمیت باشد.بیوتکنولوژي براي تولید 
  

  گیري کلی نتیجه
 Dracocephalum( دارویــی بادرشــبویهدر گیـاه 

moldavica L.(  کالوس زایی در محیط کشت حـاوي
ــه نحــو  BAPو  NAA دو هورمــون ینــه صــورت بهب

عنـوان  ترکیب تیمـول بـه ،گیرد. در کالوس حاصل می
غالبیـت دارد کـه در اسـانس فرار یک متابولیت ثانویه 

اثـرا ت هاي هوایی گیاه موجود نیست. بنـابراین  اندام
زیستی و دارویی اسانس حاصـل از کـالوس بایسـتی 

هاي گیـاه  متفاوت از اسانس بدست آمده از اندام کاملاً
  مذکور باشد.
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