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  قدردانی و تشکر

 .حمد وسپاس مخصوص یزدان پاك پروردگار جهانیان است

 استاد زحمات از دانم کهمی لازم خود بر است رسیده پایان به پژوهش این انجام مراحل الهی، لایزال لطف به که حال

 براي ايارزنده هايراهنمایی و عهده داشتند بر را نامه پایان این هدایت که شریفی مظفر دکتر آقاي جناب گرامی،

  .نمایم و قدردانی تشکر دادند ارائه اینجانب عملی و علمی مشکلات حل

 تحقیق زحمت مشاوره این پایان نامه را داشتند و این انجام مدت در بهمنش مهرداد دکتر آقاي جناب از همچنین

  .دارمرا  تقدیر و تشکر کمال دادند یاري مرا شاندریغ بی هايراهنمایی با

 این داوري و مطالعه که زحمتدکتر نیکنام و جناب آقاي  قناتی فائزه دکتر خانم سرکار داوران، هیات اعضاي از

 .کنممی تشکر صمیمانه داشتند برعهده را نامه پایان

 آقاي جناب و پورکاظم دکتر آقاي جناب ،کمرزرین دکتر سرکار خانم اساتید گروه علوم گیاهی از همچنین

  .کنممی سپاسگزاري که در مدت تحصیل افتخار شاگردي این عزیزان را داشتم مایوان زارعدکتر 

  .دارم را تشکر نیز کمال گیاهی علوم آزمایشگاه مسئول ،شادخرمی خانم سرکار از

در حل مشکلات اینجانب کوشیدند و در تمامی مراحل جزئی و کلی این  هموارهکه احمدیان، از سرکار خانم 
  .تحقیق مرا یاري دادند کمال تشکر و قدر دانی را دارم

ها فخاري، درخشانی، بشامگان، تحصیلی، خانپور، خانماز سایر دوستان خوبم در آزمایشگاه دکتر شریفی، 
 ،رامکها گیاهی خانم علومسایر دوستان در گروه  همچنین و زاديیوسففرد، ، افکار و آقاي دکتر فرئو

ها و که همیشه در طی مراحل مختلف انجام این پروژه از کمک زاده و آقاي دکتر رضاییناهیدیان، عبداالله
 .کنمهاي ایشان بهره گرفتم تشکر میراهنمایی

 و تشکر صمیمانه کوشیدند حل مشکلاتم در و دادند یاري مرا مراحل تمامی در که خوبم و صبور خانوادة از

  .کنممی سپاسگزاري

 .کنمهاي ایشان همواره پشتوانه کار در طی انجام این پژوهش بود صمیمانه تشکر میکه دلگرمی همسر عزیزماز 

 تحقیقها و اطلاعات ایشان در طی اجراي این که از راهنمایی آقاي محمد سجاد امامی آل آقااز دوست خوبم و 
  .بهره گرفتم نیز تشکر ویژه دارم هشیپژوو سایر مسائل 
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  چکیده

باشـند و در مـواردي در   هاي ثانویه هستند که داراي تنوع سـاختاري وسـیعی مـی   از متابولیت شکلیگلیکوزیدها 
 Stevia( اسـتویا گلیکوزیـدهاي اسـتویول کـه تنهـا در گیـاه      . کننـد متابولیسم اولیه گیاهان نیز ایفاي نقش مـی 

rebaudiana (ـاي دارشود، به عنوان شیرین کننده طبیعی در صنایع غذایی و دارویی اهمیـت ویـژه  تولید می  . دن
 کائورنوئیـک اسـید توسـط   از  آنبـا تولیـد   شروع شده و  کلروپلاست ترپنوئیديمسیر  از استویولسنتز انحصاري 

شـود  می Aیوزید هایی چون استویوزید و ربادمنجر به سنتز گلیکوزید) KA13H(هیدروکسیلاز  کائورنوئیک اسید
تـر مسـیر سـنتز گلیکوزیـدها،     تحقیق حاضر به منظور بررسی دقیق. آیندها به حساب میکه گروهی از دي ترپن

بررسـی  و  متیل ژاسمونات، کلومازون، پراواستاتین و کلرومکوئات کلرایدتحت تیمارهاي  KA13Hمیزان بیان ژن 
متیـل  در تیمـار   .طراحـی شـد   استویاهاي در گیاهچه S.rebaudiana گلیکوزیدها تولیدمسیر موالونات در  نقش

میکرومـولار بـود و بیشـترین میـزان ایـن       20ي افـزایش گلیکوزیـدها در غلظـت    نتایج نشان دهنـده   ژاسمونات
 اسـتویا تولید گلیکوزیدهاي  بازدارنده میزان بعنوان کلومازون در حضور. روز پس از تیمار مشاهده شد 3ت ترکیبا

از  جلـوگیري . باشـد مسیر متیل اریتریتول کلروپلاسـتی مـی  ها یافت و نشان داد که مسیر اصلی تولید آنکاهش 
سـبب کـاهش شـدید    ي سدیم پیروفسفات توسط بازدارندهورود واحدهاي ایزوپنتنیل پیروفسفات به کلروپلاست 

هیدروکسـی متیـل گلوتاریـل     نزیمپراواستاتین که بعنوان بازدارنده آ. شدگلیکوزیدهاي سنتز شده در کلروپلاست 
شـد و نشـان داد کـه مسـیر       Aکند سبب کاهش میزان استویوزید و ربادیوزیـد  عمل می) HMGR(کوا ردوکتاز

تیمـار  . داردمتیـل اریتریتـول   نقـش دارد ولـی سـهم کمتـري از مسـیر       اسـتویا موالونات در تولید گلیکوزیدهاي 
کشـت گیـاه در    .شد استویادار گلیکوزیدهاي سبب کاهش معنی که بازدارنده کائورن اکسیداز است نیزسیکوسل 

تیمـار متیـل   . باشـد مـی  Aسـنتز شـده  اسـتویوزید و ربادیوزیـد      محیط طبیعی نشان داد غالـب گلیکوزیـدهاي  
تیمارهـاي کلومـازون و   . شـود سـاعت مـی   24سـاعت تـا    6پـس از  KA13H ژاسمونات سبب افزایش بیـان ژن  

سـاعت   48و  24، 12ساعت پس از تیمار شدند و در سـاعات   6سبب افزایش بیان در پراواستاتین به طور مشابه 
سـاعت پـس از    6اثر سیکوسل بر بیان ژن مذکور در . ساعت پس از تیمار بود 6پس از تیمار میزان بیان کمتر از 

عت پـس از تیمـار   سـا  48در . پس از تیمار ثابت ماند 24و  12داري بیشتر از کنترل بود و در تیمار به طور معنی
  .داري افزایش یافتهاي قبل و شرایط کنترل بطور معنیبیان ژن نسبت به زمان

، کلومـازون،  )KA13H(هیدروکسـیلاز   ، کائورنوئیـک اسـید  Aربادیوزیـد   پراواستاتین، استویوزید،: کلمات کلیدي
  .متیل ژاسمونات ،کلرومکوئات
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  مقدمه 1-1

بـر سـلامتی انسـان و عـوارض جـانبی       هـا موجود در مواد غـذایی و تـاثیر آن   تاثیر زیانبار مواد شیمیایی

داروهاي شیمیایی، توجه جهانی را به داروهاي گیاهی و گیاهان داوریی در سطح وسیعی معطوف نمـوده  

ده از گیاهان دارویی در سطح جهانی، اهمیت تولید و پرورش این گیاهـان  رویکرد روز افزون استفا. است

عـلاوه بـر ایـن    . درمان با داروهایی با منبع گیاهی موثرتر و مقرون بـه صـرفه اسـت    .سازدتر میرا روشن

  .کندداروهاي گیاهی عوارض جانبی پایینی دارند که اهمیت آنان را دوچندان می

هم به عنوان یک گیاه دارویی و هـم یـک گیـاه اقتصـادي از      ).Stevia rebaudiana Bert( استویا گیاه 

برابـر   350تـا   اسـتویا گلیکوزیـدهاي  . مطـرح اسـت  ) به عنوان یک شیرین کننده طبیعی(لحاظ صنعتی 

با توجه بـه بـروز روزافـزون مشـکلاتی     . )Sardesai and Waldshan, 1991(تر از سوکروز هستند شیرین

توانـد جـایگزین بسـیار مناسـبی بـراي تغذیـه       مـی  اسـتویا هاي قلبی و مغزي چون دیابت، چاقی، سکته

  .ند باشدنامطلوب و مشکلات ناشی از مصرف ق

و مسیرهاي منجر به تولید گلیکوزیدهاي شیرین آن به کاربردهـاي گلیکوزیـدهاي    استویابا معرفی گیاه 

هـاي  پیشینه تحقیقات انجام شده و همچنین لـزوم بررسـی  . اشاره خواهد شد  Aاستویوزید و ربادیوزید 

 .گرددمطرح می استویاگلیکوزیدهاي مولکولی در رابطه با مسیر بیوسنتز 
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  Stevia rebaudianaمشخصات گیاهشناسی گیاه  1-2

 Eupatorieaeو از قبیلـه   Asteraceae ئیانگیاهی از تیره گل مینا ).Stevia rebaudiana Bert( استویا

هـاي  گیاهی است علفی چند ساله با ریشـه . باشدهاي پاراگوئه، مکزیک و برزیل میاست که بومی جنگل

شـکل  (باشـد  هاي ساده، متقابـل مـی  ي برگدارا. شودسمت تحتانی چوبی میافشان، و ساقه اي که در ق

هـاي  اي هسـتند و توسـط براکتـه   هاي این گیاه کوچک، سفید رنگ و همگی زبانهگل). 2-1الف و  1-1

هاي چنـد سـلولی   سطح گیاه پوشیده از کرك. )ب 1-1شکل ( اندکشیده و تخم مرغی شکل احاطه شده

ارتفـاع   .شـود مـی  دهـی گلمرحله در اواخر بهار وارد . شودهاي مختلف آن میانداماست که سبب زبري 

 اپوسپ ـ 20تقریبـا  و همراه متر میلی 3گوشه  5بذرها فندقه، . رسدمتر نیز میسانتی 120گیاه به حدود 

 رهاشود ولی این بـذ براي کشت آن استفاده می S.rebaudianaهرچند از بذرهاي . )3-1شکل ( اندکوتاه

 1به دلیل پدیـده خـود ناسـازگاري    زنند و بسیاري از این بذرها در هنگام شکل گیريبه سختی جوانه می

فـت  به همین دلیل در اکثر موارد از قلمه زنی و کشـت با . غالبا پوچ و عقیم بوده و قابلیت کشت را ندارند

بـازدهی  رشد و ا روزهاي بلند هاي جغرافیایی بدر عرض S.rebaudiana. شودبراي تکثیر آن استفاده می

  .)Lemus-Mondaca et al., 2012(درجه مقاومت ندارد  9بیشتري دارد و در دماي زیر 

 هاي این گیاه به دلیل حضور گلیکوزیدهاي استویول شیرین بوده ودر صنعت از آن به عنوانبرگ 

از لحاظ نیاز به مواد غذایی گیاه قانعی  استویا. )Lyakhovkin et al., 1993(شود قند رژیمی استفاده می

بـدون  ) اي شمال کشورخصوصا مناطق جلگه(بوده و در بسیاري از خاکهاي نواحی مختلف جهان و ایران 

  .)Ibrahim et al., 2008( دهی قابلیت کشت داردکود

                                                
1 Self incompatibility 
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 Stevia گل) ب کاشته شدهنمایش گیاه ) الف Stevia rebaudianaتصویر گیاه : 1-1شکل 

rebaudiana.  

  

 ,.Lemus-Mondaca et alبرگرفتـه از  ( Stevia rebaudianaتصـویر طبیعـی از گیـاه     : 2-1شـکل  

2012(.  

 ب الف



5 
 

  

 ربه همراه بزرگنمایی از گل، برگ و بذ Stevia rebaudianaتصویر نقاشی شده از گیاه : 3-1شکل 
  )Douglas, 2002برگرفته از (

  

  Stevia rebaudianaاهمیت دارویی و غذایی  1-3

در انـواع  . استفاده اصلی از این گیاه در مـواد غـذایی و بـه عنـوان شـیرین کننـده و قنـد رژیمـی اسـت         

جـایگزین بسـیار مناسـبی     استویاشوند با قند شیرین می و تمامی محصولاتی کهها ، شیرینیهانوشیدنی

مثـل  ( هـاي مصـنوعی  انـد هماننـد سـایر شـیرین کننـده     به دلیـل اینکـه طبیعـی    استویاقندهاي . است
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به دلیـل تولیـد بـالاي ایـن مـواد      . عوارض جانبی را ندارند) غیره آسپارتام، نئوتام، ساخارین وسوربیتول،

مقـرون بـه صـرفه بـوده و بـازده       Aگلیکوزیدهاي استویوزید وربادیوزیـد  بسیار شیرین در گیاه استخراج 

  .(Lemus-Mondaca et al., 2012) بالایی خواهد داشت

اول آنکـه قنـدهاي آن رژیمـی و هضـم و     . این گیاه براي بیماران دیابتی از دو لحاظ اهمیت دارد

برابر شـکر یـا قنـد شـیرین تـر       400تا  350(و چون نوعی شیرین کننده است بسیار پایینی دارد جذب 

و دوم اینکه مشاهده شده است که مصرف ایـن گیـاه    کندبه تبع از مصرف زیاد قند جلوگیري می) است

ضـد   خواص آنتی اکسـیداتیو و  .)Abudula et al., 2004( شودسبب افزایش انسولین در این بیماران می

  .(Tadhani et al., 2007, Takahashi et al., 2001)  ویروسی نیز از عصاره این گیاه گزارش شده است

توان جهت بالا بردن حلالیت داروها و پوشاندن مزه تلخ آنهـا نیـز   را می استویاقندهاي گلیکوزیله 

هـاي  با کـاهش میـزان چربـی    استویادهد که تحقیقات نشان می. )Uchiyama et al., 2010(به کار برد 

  .)Lemus-Mondaca et al., 2012(مضر در بدن اثرات ضد چاقی و ضد پوسیدگی دندان دارد 

-است مردم محلی به منظور درمـان اسـهال از دم   S.rebaudianaدر کشور پاراگوئه که خاستگاه 

در پاراگوئه و سایر کشورهاي آمریکاي لاتین موارد مصرفی چـون شـیرین   . کننداستفاده می استویاکرده 

هـا و مشـکلات   ، داروي ضد مالاریا، ادرارآور، درمان ضخم)عرق آور(ها، ضدتب ي غذاها و نوشیدنیکننده

  .)Douglas, 2002(، درمان سرفه و بسیاري از موارد دیگر نیز دارد )ارجیمصرف خ(رماتیسمی 

تگاه مشـاهده شـده اسـت کـه دس ـ     استویاس مطالعات صورت گرفته بر روي گلیکوزیدهاي بر اسا

تواننـد قنـدهاي اسـتویوزید و    هـاي روده مـی  جذب ندارد ولـی بـاکتري   گوارش براي این قندها سیستم

نـده بـراي   اسـتویول بـاقی ما  . را از روي اسکلت استویول بردارند و استویول را باقی بگذارنـد  Aربادیوزید 

  .)Koyama et al., 2003( نیست ها قابل استفادهباکتري
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به عنوان نه تنهـا یـک دارو بلکـه بـه عنـوان یـک        استویاها، گیاه از لحاظ غذایی و وجود ویتامین

  .)Lemus-Mondaca et al., 2012(مکمل غذایی نیز مطرح است 

  استویامسیر بیوسنتزي گلیکوزیدها در گیاه  1-4

  استویابیوسنتز گلیکوزیدهاي استویول در گیاه  4-1- 1

شـروع   از پلاستید استویابیوسنتز گلیکوزیدهاي بر اساس شواهد بدست آمده تاکنون ثابت شده است که 

شـود مولکـول اسـتویول    ي آن سوار مـی اسکلت اصلی که گلوکز رو. رسدشده و در سیتوزول به اتمام می

بنـابراین سـاخت اسـکلت اصـلی از مسـیر      . کائورن براي سنتز جیبرلین است-که شبیه اسکلت انت است

سنتز گلیکوزیدهاي شیرین در ایـن گیـاه بـا    بیو مسیر. و یک دي ترپن است پذیردترپنوئیدها صورت می

آنـزیم سرنوشـت    دو ).4-1 شـکل ( مشـترك اسـت   ها تا تشکیل کائورنوئیک اسـید لینمسیر سنتز جیبر

 .برنـد هـاي شـیرین مـی   هـا یـا بـه سـوي تولیـد گلیکوزیـد      سوي سنتز جیبـرلین  را بهد کائورنوئیک اسی

، اسـکلت کـائورنی را بـه سـمت     7در موقعیت  با هیدروکسیله کردن  )KAO(د اکسیداز کائورنوئیک اسی

در موقعیـت   هیدروکسیلاز بـا هیدروکسـیله کـردن   -13د کائورنوئیک اسیها و مسیر بیوسنتزي جیبرلین

 ,.Richman et al( کندرا به سمت تولید استویول ودر ادامه گلیکوزیدها هدایت می ، اسکلت کائورنی13

1999(.  
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ن با آو اشتراك ) Stevia rebaudianaهاي گیاه ساز گلیکوزیدپیش( مسیر سنتز استویول:  4-1شکل 
)Richman et al., 1999برگرفته از ( هاسنتزي جیبرلینبیومسیر 


