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 چکیده
آوری برای  کارگیری این فن پلاسم گیاهی از اهمیت زیادی برخوردار است. به مدت ژرم برای نگهداری طولانی آوری انجماد فن

در گیاه نگردد. گیاه مرزه  شیمیایی اسانس آنحفاظت مواد گیاهی زمانی سودمند است که باعث تغییرات در ترکیبات 

Satureja sahendica لازم  ،ژنتیکی این گیاهان ارزشمند   حفاظت از مواد. ایران است در انقراضهای در معرض خطر  ازگونه

اسایی به منظور بررسی اثر نگهداری در شرایط فراسرد بر پایداری فیتوشیمیایی و نوع و میزان ترکیبات شنو ضروری است. 

گیری  با گیاهان شاهد اندازه( -126℃)حاصل از بذور تیمار شده به مدت یک هفته در نیتروژن مایع  شده گیاهان

شدن در محیط  وری گردید و پس از خشکآ های گلدار گیاهان حاصل از هر دو نوع بذر جمع شد. نخست سرشاخه

ها با استفاده از  دهنده اسانس سپس ترکیبات تشکیل گرفت، گیری قرار زمایشگاه به روش تقطیر با اب، مورد اسانسآ

مورد شناسایی  ،جرمی و محاسبه شاخص بازداری  سنج طیف  به کروماتوگراف متصل  ای وگاز کروماتوگرافی گازی تجزیه

های  شد. ترکیب ،شناساییگرفته در شرایط فراسرد قرار S. sahendicaترکیب در اسانس سرشاخه 11تعداد  گرفت. قرار

 13تعداد بودند. %(1/1%( و کارواکرول )3/18%(، تیمول )01/21%(، گاماترپینن )3/33پاراسیمن ) عمده در این نمونه،

%(، تیمول 3/22پاراسیمن ) نها،آ، شناسایی شد، که از میان شاهد  S. sahendica ترکیب در اسانس سرشاخه مرزه

ی اصلی اسانس بودند. نتایج نشان داد که از لحاظ نوع و درصد اجزا%( 1/13%( و کارواکرول )12%(، گاماترپینن )3/28)

بین گیاهان شاهد و گیاهان فراسرد وجود نداشت و با استفاده از فناوری  ای ترکیبات موجود در اسانس تفاوت قابل ملاحظه

ر انقراض این گونه توان بذر این گونه ارزشمند ودر حال خطر را برای مدت زمان بسیار طولانی حفظ و از خط فراسرد می

  .نمود فرد جلوگیری به منحصر

 

 .اسانس، پایداری فیتوشیمیایی،ژرم پلاسم،  Satureja sahendica، حفاظت فراسرد :ها کلیدواژه
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 مقدمه

بسیار  روشیک  فراسردنگهداری در شرایط 

های گیاهان در  نمونه کارآمد برای نگهداری ریز

باشد و های ژن گیاهی میمعرض انقراض در بانک

از این رو، پایداری ژنتیکی، مورفولوژیکی یا 

پس از خروج از ه شد فیتوشیمیایی گیاهان باززایی 

  [41]بسیار مهم است. شرایط فراسرد

دار بومی از گیاهان دارویی باارزش اسانس 4مرزه

است و از این رو، ارزیابی  ، در معرض انقراضایران

پایداری فیتوشیمیایی بذور آن در شرایط نگهداری 

  [44].فراسرد بسیار ضروری است

های زیادی در زمینه نگهداری بذور  پژوهش

گیاهان مختلف در دمای فراسرد و بررسی ثبات 

توشیمیایی و مورفولوژیکی آنها صورت ژنتیکی و فی

عدم تغییرات ژنتیکی یا سیتولوژیکی و است و  گرفته  

مورفولوژیکی در حفاظت فراسرد مورد تأکید قرار 

[ عدم تنوع ژنتیکی در گیاهان باززایی 41گرفته است.]

نگهداری شده  [41]تمشک[ و 41زمینی]شده از سیب

 عدمهمچنین،  .در نیتروژن مایع به اثبات رسیده است
در نگهداری در شرایط  2دیوسگنین تغییر محتوای

زمینی شیرین نیز گزارش شده  فراسرد سیب

با ن داراثبات ژنتیکی تعدادی از هسته [4،1]است.

استفاده از نشانگرهای مولکولی در شرایط فراسرد نیز 

علاوه بر ثبات ژنتیکی، پایداری  [22]اثبات شده است.

یز در شرایط پس از نگهداری فیتوشیمیایی گیاهان ن

روش بودن  اهمیت دارد. از این رو، بر مناسب

نگهداری در شرایط فراسرد تأکید زیاد شده 

  [41]است.

                                                           
1
 Satureja sahendica 

2
 diosgenin 

نگهداری شده به  1ژاپنیثبات ژنتیکی گیاه ترب

مدت طولانی در شرایط فراسرد با استفاده از 

نشانگرهای مولکولی، مورفولوژیکی و بیوشیمیایی 

[ به طور مشابه، تأثیری از انجماد بر 41مشخص شد.]

و  [1]های خاص در خشخاشرونویسی و بیان ژن

[ گزارش نشده است. اثر نگهداری در شرایط 1]گندم

 1قال ژن گیاه آرابیدوپسیسفراسرد بر بیان ژن و انت

مطالعه شده است. بعد از نگهداری در شرایط فراسرد 

توجهی در کارایی انتقال ژن وجود  هیچ افزایش قابل

را بهبود  1تواند بیان ژن اگزوژنندارد، اما انجماد می

6توت[ نتایج مطالعه روی 42بخشد.]
دهد که نشان می 

پلاسم  منگهداری در شرایط فراسرد ثبات ژنتیکی ژر

[ بررسی با نشانگرهای 2نماید.] این گیاه را حفظ می

دهد که نشان می 1رازکمولکولی برای ثبات ژنتیکی 

بین گیاهان شاهد و گیاهانی که در شرایط فراسرد 

قرار گرفته بودند هیچ تفاوتی در تنوع ژنتیکی وجود 

  [41ندارد.]

با وجود مطالعاتی که روی ثبات ژنتیکی گیاهان 

از فراسرد در برخی از نقاط جهان صورت حاصل 

ای روی این گونه از مرزه و اثر گرفته است، مطالعه

فراسرد بر ترکیبات اسانس و ثبات فیتوشیمیایی 

هدف این پژوهش تعیین صورت نگرفته است. 

کارآمدی روش نگهداری به روش انجماد در نیتروژن 

پلاسم گیاهی گیاه مرزه با  منظور حفظ ژرم مایع به

 حفظ پایداری فیتوشیمیایی بود.

 

 ها مواد و روش

                                                           
3
 Wsabi 

4
 Arabidopsis thaliana 

5
 exogen 

6
 mulberry 

7
 Humulu slupulus L 
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از  S. sahendicaگیاه مرزه بذور آوری گیاه  جمع -1

 2آوری گردید. طبیعت استان کردستان جمع

در این بخش از مواد گیاهی مورد استفاده  - -2

که  S. sahendica های گلدار گیاه مرزه  سرشاخه

مدت یک هفته تحت شرایط فراسرد  بذور آنها به

 نیتروژن مایع قرار گرفته بود استفاده گردید.در 

بذورگونه نگهداری بذور گیاهی در فراسرد  -1

دقیقه قرار  21مدت  به 4مرزه، در محلول بارگیری

PVS2گرفتند و پس از آن محلول 
در  2

1ها کرایوویال
گردید و درب  ها افزوده به آن 

ها با استفاده از پارافیلم مسدود گشت و  کرایوویال

ها به مدت یک هفته وارد نیتروژن مایع  نمونه

گردیدند. پس از خروج از تانک نیتروژن مایع، 

درجه  12دقیقه در حمام آب گرم )2مدت  بذور به

منظور شستشوی  سیلسیوس( ذوب شدند و به

مواد محافظ سرمایی، بذرها سه مرتبه و هر مرتبه 

 مولار قرار گرفتند. 2/4دقیقه در محلول ساکارز 2

( برای کشت 4:1پرلایت ) –ماس  مخلوط پیت از

شد، بسته خاک ابتدا توسط  گیاهان گلخانه استفاده

دستگاه آون سترون گشته و سپس مورد استفاده 

 گرفت. قرار

در مرحله های گلدار  سرشاخهکردن  روش خشک -1

( 21℃گلدهی برداشت و در دمای اتاق با)دمای 

نداشت که امکان نفوذ نور مستقیم خورشید وجود 

 خشک شدند.

های گلدار  از سرشاخه گیری روش اسانس -1

روش  باS. sahendica شده گیاه مرزه  خشک

                                                           
1
 Liquid solution 

2
 Plant vitrification solution 2 

3
 cryovial 

گیری(  تقطیر با اب توسط دستگاه کلونجر )اسانس

 شدند.

دهنده  جداسازی و شناسایی ترکیبات تشکیل -6

منظور جداسازی و شناسایی ترکیبات  به اسانس

گازی و  اسانس از دستگاه کروماتوگرافی

جرمی  سنج گازی متصل به طیف کروماتوگرافی

ها، ابتدا  سازی نمونه استفاده شد. برای آماده

های هر تیمار با سولفات سدیم  نمونه

 1گیری شدند. رطوبت

گاز کروماتوگراف  1دستگاه کروماتوگرافی گازی  -1

Thermo  و مدلUFM  مجهز به ستون موئینهPh-

متر که  میلی 4/1متر و قطر داخلی 41به طول  5

میکرومتر بود،  1/1ضخامت لایه فاز ساکن در آن 

ریزی حرارتی  مورد استفاده قرار گرفته شد. برنامه

و 211 ℃شروع تا دمای نهایی اولیه61℃ستون از 

درجه سلسیوس در دقیقه  11بتدریج با سرعت 

افزایش یافته است. دمای محفظه تزریق و 

د تنظیم شده بودند. آشکارساز مور 211 ℃دکتور

بوده و از گاز  FIDاز نوع  GCاستفاده در دستگاه 

متر در  میلی1/1عنوان گاز حامل با سرعت  هلیم به

 دقیقه استفاده گردید.

سنج  کروماتوگرافی گازی متصل به طیف  -8

یونی مجهز  از نوع تله 1111واریان مدل  1جرمی

متر و قطر 11به طول  DB-5به ستون 

ساکن در آن متر ضخامت لایه فاز  میلی21/1

ریزی حرارتی  میکرومتر بوده است. برنامه21/1

 GCریزی ستون در دستگاه  ستون مشابه با برنامه

                                                           
4
 Gas Chromatography (Agilent ، آلمانساخت کشور 

 (مارک
5
 Gas Chromatography Mass Spectrometry 

(Varian  ( ، مارکساخت کشور امریکا
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درجه بیش از 41باشد. دمای محفظه تزریق  می

گردد و گاز هلیم با  دمای نهایی ستون تنظیم می

متر بر ثانیه در طول ستون  سانتی1/14سرعت 

یه، انرژی کند. زمان اسکن برابر یک ثان حرکت می

الکترون ولت و ناحیه جرمی از  11یونیزاسیون 

 بوده است. 111تا  11

پس از  ها شناسایی ترکیبات موجود در اسانس  -9

 GCها به دستگاه گاز کروماتوگراف  تزریق اسانس

ریزی حرارتی ستون،  ترین برنامه و یافتن مناسب

های  جهت دستیابی به بهترین جداسازی، اسانس

کلرومتان رقیق گردید و به دستگاه  حاصله با دی

سنج جرمی  گاز کروماتوگراف متصل شده با طیف

GC/MS های جرمی و  تزریق و طیف

های مربوط بدست آمد. سپس با  کروماتوگرام

استفاده از زمان بازداری، شاخص کواتس، مطالعه 

های جرمی و مقایسه با ترکیبات استاندارد و  طیف

ها، مورد شناسایی  دهنده اسانس ترکیبات تشکیل

 کمی و کیفی قرار گرفت.
 

 نتایج و بحث

به  S. sahendicaحفاظت از ذخائر توارثی گونه 

عنوان گیاه دارویی در معرض خطر و بومی کشور 

ایران با روش های نوین و بنیادی نگهداری در 

، از شرایط فراسرد از اهمیت خاصی برخوردار است

آنجائیکه گیاهان مورد مطالعه، گیاهان دارویی حاوی 

، بسیار ضرورت دارد که پایداری باشند میاسانس 

پس از قرارگیری در شرایط فراسرد  ها آنفیتوشیمیایی 

 مورد ارزیابی قرار گیرد.

های گیاهی طرح راهبردی و  گونه بانک فراسرد

، بلندمدت است که نوید حفاظت بسیار طولانی مدت

. دهد میم هزینه و ایمن ذخائر توارثی گیاهی را ک

دانش ذخیره سازی فراسرد تحولی بزرگ در حفظ و 

های گیاهی زمانی مطمئن و  گونهحراست از 

، امیدوارکننده است که شاهد پایداری ژنتیکی

ها پس از خروج  فیتوشیمیائی و مورفولوژیکی نمونه

ایت [ گزارشات زیادی حک6] از شرایط فراسرد باشیم.

از ثبات ژنتیکی گیاهان پس از قرارگیری در شرایط 

درطی قرارگیری در  [2،1،21،22،21]فراسرد دارند. 

های بیوشیمیائی به طور  شرایط فراسرد کلیه فعالیت

کند و پایداری ژنتیکی به مشخص کاهش پیدا می

 [46] مفهوم واقعی وجود دارد.

دانشمندان به این نتیجه رسیدند که در دماهای 

، تقسیم سلولی و سوخت وساز گیاه به بسیار پائین

و ترکیبات شیمیائی برای آید  یم حالت تعلیق در

، بنابراین مانندیمدت طولانی بدون تغییر باقی م

انجماد در شرایط فراسرد باعث تضمین ثبات ژنتیکی 

بر ها بررسیپلاسم های گیاهی خواهد بود. با  ژرم

س از نگهداری در پ DNAهای روی تغییر در توالی

تغییرات ژنتیکی در  AFLPشرایط فراسرد با روش 

 [1مشاهده نگردید.]  Prunus humilisگیاه 

پژوهش ها نشان داد انجماد در شرایط فراسرد 

پلاسم گیاه توت  باعث تضمین ثبات ژنتیکی ژرم

گردید، به طوری که هیچ تغییری در ثبات ژنتیکی در 

[. 2مشاهده نشد]طی نگهداری در شرایط فراسرد 

نگهداری در شرایط فراسرد برای حفظ ذخایر ژنتیک 

ها با گیاهی اهمیت بالایی دارد، هنگامی که سلول

موفقیت نگهداری شوند و با حذف آب اثرات تشکیل 

های یخ به حداقل برسد و رشد بلور کمتر کریستال

گردد، با اینکه شود، منجر به سازگاری به سرما می

های تنوع  که بر روی جزئیات جنبه تعداد گزارشاتی

ژنتیکی گیاهان حفاظت شده در شرایط فراسرد 

باشد، این واقعیت تحقیق کرده باشند هنوز محدود می
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های که تاکنون هیچ شواهدی مبنی بر بروز دگرگونی

مورفولوژیکی، سیتولوژیکی یا ژنتیکی در شرایط 

 باشد. فراسرد بدست نیامده است امیدوارکننده می

های [ در مطالعه اثر فراسرد بر روی اسانس شاخه41]

 41تعداد Satureja sahendica گیاه مرزه  گلدار

ترکیب در تیمار شاهد یا نگهداری در شرایط معمولی 

ترین ترکیبات عمده( و 4)شکل  شناسایی گردید

 2%(، تیمول1/21) 4شناسایی شده به ترتیب، پاراسیمن

%( 1/41) 1ارواکرول%( و ک41) 1%( گاماترپینن1/21)

بذور مرزه (. از گیاهان حاصل از 4جدول بودند )

ترکیب  41نگهداری شده در شرایط فراسرد 

ترین ترکیبات شناسایی عمده( و 2شکل شد ) شناسایی

%(، گاماترپینن 1/11شده به ترتیب پاراسیمن )

%( 4/1%(و کارواکرول )1/41%(، تیمول )11/24)

های  ترین ترکیبات در اسانس عمده (.4بودند )جدول 

کارواکرول، پاراسیمن، گاماترپینن  S. sahendicaمرزه 

 [1] باشد. و تیمول می

ترین ترکیب، در تیمار  عنوان عمده تیمول به

%(بود، که در اسانس حاصل از 1/21اسانس شاهد )

 %( بود.1/41بذور قرار گرفته در نیتروژن مایع )

دیگر ترکیب عمده، در عنوان  مقدار پاراسیمن به

%( بود و در 1/11) S. sahendicaتیمار اسانس شاهد 

اسانس گیاه حاصل از بذور قرار گرفته درنیتروژن 

%( بود، همچنین گاماترپینن در تیمار 1/21مایع )

%( ودر تیمار اسانس حاصل از 41اسانس شاهد )

%( است. 11/24بذور قرار گرفته در نیتروژن مایع )

رول در تیمار اسانس حاصل از بذور مقدار کارواک

%( و در اسانس تیمار 4/1قرار گرفته در ازت مایع )

                                                           
1
   cymene 

2
 thymol 

3
    terpinene 

4
 carvacrol 

دست آمده از %( بود، مقایسه ترکیبات به1/41شاهد )

های گلدار بذور شاهد و  اسانس حاصل از سرشاخه

دادن بذور  دهد که قرار شرایط فراسرد مرزه نشان می

ری بر نوع گونه مورد مطالعه در نیتروژن مایع تأثی

دهنده اسانس نداشته و اختلاف  ترکیبات عمده تشکیل

قابل توجهی در مقدار هر یک از این ترکیبات 

مشاهده نگردید، افزون بر این مشاهدات نشان داد که 

مایع همانند  بذور مرزه پس از خروج از نیتروژن 

زنی و تولید گیاهچه های شاهد قادر به جوانه نمونه

گونه علائم سوئی در متی هیچبودند و از نظر سلا

به منظورمقایسه ، ها مشاهده نگردید. درپژوهشی آن

های گلدار  نوع ومیزان ترکیبات فیتوشیمیایی شاخه

که در شرایط فراسرد  Satureja rechingeriگیاه مرزه 

ترکیب به ترتیب از  46و 41تعداد، قرار گرفته بودند

و  های گلدار در شرایط فراسرد اسانس سر شاخه

شاهد شناسایی شد، ترکیبات عمده شامل کارواکرول، 

پاراسیمن و تیمول بودند. از لحاظ نوع و درصد 

های گلدار  شاخهترکیبات موجود در اسانس سر 

تفاوت قابل توجهی بین تیمارها دیده نشد، که 

های آن با نتایج حاصل از این پژوهش مطابقت  یافته

 Thymusآویشن[ بررسی فیتوشیمیایی گیاه 24] دارد.

moroderi ثبات ترکیبات  ،حفاظت فراسرد در

ها بر مناسب بودن فیتوشیمیایی را نشان داد و داده

، که روش نگهداری در شرایط فراسرد اذعان داشتند

 [41] بانتایج حاصل از پژوهش ما هم خوانی دارد.

توان گفت که حفاظت بذور مرزه در بنابراین می

قابل ملاحظه ایی در ترکیبات شرایط فراسرد تغییرات 

دنبال نداشته است و در همین  شیمیایی گیاه را به

های های صورت گرفته در پژوهشرابطه بررسی
دیگر حاکی از آن است که در دماهای بسیار مرتبط 

 های تقسیم سلولی و سوخت و ساز پایین، فعالیت
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 روماتوگرام اسانس شاخه گلدار مرزه حاصل از بذور نگهداری شده در شرایط معمولی( ک1شکل 

 

 
 

 ( کروماتوگرام اسانس شاخه گلدار مرزه حاصل از بذور نگهداری شده در شرایط فراسرد2شکل 

 

 تیمار شاهد و تیمار فراسرد   S. sahendica ( ترکیبات شناسایی شده در اسانس گیاه مرزه 1جدول 

 فراسرد S. sahendicaدرصد  شاهد S. sahendicaدرصد  RI ترکیبنام 

          931 0.9 1.1 
         940 0.8 0.8 

         980 1.1 1.2 

   terpinene 1018 1.6 1.1 

   cymene 1026 29.4 43.3 

   terpinene 1061 19 21.05 
terpinolene 1090 0.8 0.7 

Thymol, methyl ether 1236 0.9 2.3 
Carvacrol, methyl ether 1246 0.2 2.1 

Thymol, 1290 28.3 18.3 
Carvacrol 1300 14.5 5.1 

E-caryophyllene 1420 2.3 1.6 
Germacrene D 1485 - 0.5 

Spathulenol 1580 - 0.2 

Caryophyllene oxide 1585 0.2 0.4 

 

آید و مواد برای مدت گیاه به حالت تعلیق در می

ها که این یافته [41مانند،]طولانی بدون تغییر باقی می

با نتایج این پژوهش همخوانی دارد. افزون بر این در 

این پژوهش تغییرات بیوشیمیایی در مرزه مورد 

مطالعه که در شرایط فراسرد قرار گرفته بودند، 
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های مرتبط نیز ی پژوهشیهامشاهده نگردید. یافته

 [2،42،21،22]دهد.همین نتیجه را نشان می

در مجموع دستاورد تحقیق حاضر یک گام به جلو 

شود چراکه روش فراسرد در نگهداری  محسوب می

مرزه با حفظ خصوصیات فیتوشیمیایی یک نسخه 

پشتیبان و یک روش جایگزین و مقرون به صرفه در 

 باشد. حفاظت از این گونه گیاهی می
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Abstract 
Cryopreservation is regarded as a technology with high importance to conserve the plant germplasm 

for a long period. The use of this technology to preserve the plant materials is useful when it does not 

change the chemical composition of the essential oil. Satureja sahendica is one of the endangered 

medicinal species in Iran; thus, conservation of its genetic materials is considerably important. In order 

to investigate the phytochemical stability and to compare the type and content of the compositions 

identified, the plant samples were studied under cryopreservation condition and then, the treated seeds 

were transferred to the liquid nitrogen at –196°C for one week. In the present study, the flowering 

shoots resulted from various treated seeds were collected and dried in the laboratory; then, their 

essential oils were obtained by hydro-distillation method. Afterwards, the essential oil compositions 

were identified using analytical gas chromatography and gas chromatography coupled with mass 

spectrometer (GC/MS) as well as retention index calculation. Finally, 15 compositions were identified 

in the essential oil of the study plant under cryopreservation condition. The main components in the 

essential oil included, p-cymene (43.3%),  terpinene (21.5%), thymol (18.3%) and carvacrol 

(5.1%). Results indicated that regarding the number, type and percentage of compounds existing in the 

essential oils, there was no difference between the control and cryopreservation treatments; therefore, 

the seeds of this valuable endangered species can be preserved for a long period and its extinction may 

be avoided by using the cryopreservation technique. 

 

Keywords: Cryopreservation, Essential oil composition, germplasm, phytochemical stability, Satureja 

sahendica. 
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