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 تقدیم به:

 

 روح ملکوتی پدرم و مادرم:  

 

 اند.که عشق به خدا و تواضع به قلم را در وجودم به یادگارنهاده                                    

 همسرمهربانم: 

 

 که زندگیم را با صفای وجودش رونق بخشیده است.                                     

 دختران زیبایم:

 

 اند.که جلا دهنده روحم و آرام بخش ذهن و جسم من بوده                                     

 خواهرانم:

 

 اند.ه کردهکه دلم را با محبت آگند                                     

 

 و به همه کسانی که دوستشان دارم.                             
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 تقدیر و تشکر:

 << إنیّ لمِا أنزَلتَ إلیَّ مِن خیرٍ فقیر <<

 

 خدایا هیچ فقیری نیازمندتر از من نیست. من به آنچه که عنایت بفرمایی محتاجم!

 الهی:

 نگهت چشم بپوشمنه من آنم که ز فیض                    

 نه تو آنی که گدا را ننوازی به نگاهی                                                                                                      

 در اگر باز نگردد نــروم باز به جـــایی                  

 پشت دیوار نشینم چو گدا بر سر راهی                                                                                                 

در  .پروردگارا مرا بازدار از اینکه انسان بینوا را فرومایه پندارم، یا گمان کنم که انسان توانگر، فضل و برتری دارد

بازدار از اینکه انسان توانگر را متکبر و بخیل پندارم و یا گمان کنم که بینوایان همواره فضل و برتری مرا  مقابل،

 .خواهم تعادل استچیزی که از تو می. دارند

کند که پیش از همه، از استاد بزرگوارم آقای دکترعباسپور، که همچون دوستی دلسوز در انجام رساله ادب حکم می

کر و قدردانی بنمایم. از آقای دکتر جعفری به عنوان استاد راهنمای دوم نهایت تشکر و قدردانی همراهم بودند، تش

های رساله بود. همچنین از آقای دکتر حیدری استاد راهنمای سوم که نمایم که مساعدت ایشان راه گشای گرهرا می

 افتخار یازده سال شاگردی ایشان کردم سپاسگزارم.

)گروه بیماری شناسی گیاهی، دانشگاه تربیت مدرس تهران( از بابت تهیه عصاره قارچ تشکر از آقای دکتر صفایی 

 گردد.و قدردانی می

فناوری و آقایان عزیزی و مشکی و مهدی دوست به خاطر از آقای دکتر سبزی، ریاست محترم پژوهشکده زیست

 نمایم.ر را میهمکاری بسیار عالی در ایجاد امکانات مطلوب در پژوهشکده نهایت تشک

های ایشان نبود سختی انجام و در آخر از همسر مهربان و سخت کوشم دکتر افسانه صمدی که به حق اگر کمک 

 نمایم.شد، نهایت تشکر و سپاسگزاری را میرساله برای من دو چندان می
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 83    روز 3به مدت گرم بر لیتر میلی 111ریشه موئین تیمار شده با اسید سالیسیلیک  HPLCکروماتوگرام       -19-ضمیمه ب
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    85        روز 7 مدت به برلیتر گرممیلی 741منیزیم با شده تیمار موئین ریشه HPLC کروماتوگرام      -22-ضمیمه ب

 85        روز 3 مدت به برلیتر گرممیلی 741منیزیم با شده تیمار موئین ریشه HPLC کروماتوگرام      -23-ضمیمه ب

 86        روز 7 مدت به برلیتر گرممیلی 1481منیزیم با شده تیمار موئین ریشه HPLC کروماتوگرام      -24-ضمیمه ب

 86        روز 3 مدت به برلیتر گرممیلی 1481منیزیم با شده تیمار موئین ریشه HPLC کروماتوگرام      -25-ضمیمه ب

 87        روز 7برلیتر به مدت گرم میلی 2221ریشه موئین تیمار شده با منیزیم HPLCکروماتوگرام       -26-ضمیمه ب

  87        روز 3گرم برلیتر به مدت میلی 2221ریشه موئین تیمار شده با منیزیم HPLCکروماتوگرام       -27-ضمیمه ب

 88        روز 7گرم برلیتر به مدت میلی 881ریشه موئین تیمار شده با کلسیم  HPLCکروماتوگرام       -28-ضمیمه ب

 88        روز 3گرم برلیتر به مدت میلی 881ریشه موئین تیمار شده با کلسیم  HPLCکروماتوگرام       -29-ضمیمه ب

 89       روز 7 مدت به برلیتر گرم میلی 1761 کلسیم با شده تیمار موئین ریشه HPLC کروماتوگرام      -31-ضمیمه ب

 89       روز 3میلی گرم برلیتر به مدت  1761ریشه موئین تیمار شده با کلسیم  HPLCکروماتوگرام       -31-ضمیمه ب

 91       روز 7 مدت به برلیتر گرممیلی 2641 کلسیم با شده تیمار موئین ریشه HPLC کروماتوگرام      -32-ضمیمه ب

 91       روز 3گرم برلیتر به مدت میلی 2641ریشه موئین تیمار شده با کلسیم  HPLC کروماتوگرام      -33-ضمیمه ب

 91       محلول بافر استخراج لیترمیلی 111مواد مورد نیاز برای تهیه  -1-ضمیمه پ

 TE       91اجزاء بافر        -2-ضمیمه پ

 91       مولار 3روش تهیه استات سدیم  -3-ضمیمه پ

 91       ( pH =8و  EDTA( ) M5/1اتیلن دی آمین تترا استیک اسید)تهیه محلول   -4-ضمیمه پ

 92       (  M 1و  pH =8تهیه محلول تریس اسید کلریدریک ) -5-ضمیمه پ

 92       روش تهیه ژل آگارز -6-ضمیمه پ

 X  1TAE        92روش تهیه بافر  -7-ضمیمه پ
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 X 55 TAE        92اجزاء بافر  -8-ضمیمه پ

   93        منابع
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 فهرست شکل ها

 صفحه                                                                                                                            عنوان

 7         : ریزوم B: گل و  Aنمائی از  -1 -1شکل 

 8         : ریشه خشک B: برگ و  Aنمائی از  -2 -1شکل 

 9         آن مشتقات و والرنیک ساختار شیمیایی اسید -3-1شکل 

 9         مراحل ساخت صنعتی اسید والرنیک -4-1شکل 

 11         کاربردهای آنالقاء ریشه موئین و بعضی از  -5-1شکل 

 17         های موئینراهبردهایی برای افزایش تولید مواد از ریشه -6-1شکل 

 21          ای از مکانیسم عمل الیسیتورها نمونه -7-1شکل 

 23         نمایی از یک پلاسمید -8-1شکل 

 ( شناسایی و پیوستن اگروباکتریوم به سلول1 های اگروباکتریوم به ژنوم گیاه.یک مدل از مراحل ورود ژن -9-1شکل 

 25         گیاهی                           

 vir         26 های : مکانیسم عمل ژنb: فرمول ساختاری استوسرینگان و a -11-1شکل 

   virB/D4          27مدلی از کمپلکس  -11 -1شکل 

 vir         29ملکرد ژنهای ها با عارتباط سنتز اوپین         -12-1شکل 

 29         ساختارهای مولکولی چند نوع اوپین -13-1شکل 

 36         بذرهای کشت شده سنبل الطیب در اتاق رشد -1 -2شکل 

 38         الطیب و آماده برای تلقیحروزه سنبل 42گیاهان  -2-2شکل 

   38         فالکون باکتری ته نشین شده را نشان می دهدهای سانتریفوژ شده، قسمت سفید نوک باکتری -3- 2شکل 

 41         های حاوی ریشه های موئین در روی دستگاه شیکر انکوباتورارلن -4-2شکل 

 : روش Aهیپوکوتیل و ریشه، برگ،  ریزنمونه های :B از  حاصل موئین هایدرصد القای ریشه میانگین -1-3شکل 
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 48         تلقیح.                            

 ریشه و  -Bهیپوکوتیل،  -Aهای موئین در ریزنمونه های: تفاوت در تعداد و محل تشکیل ریشه -2-3شکل 

                          C-  برگ ده روز بعد از ایجاد آلودگی باA.rhizogenes  سویهA13.         49 

 بیست و سومین روز محیط کشت -Bچهارده روز بعد از تلقیح،  - Aهای موئین:ریشهمیزان رشد  -3-3شکل 

 49         ها(.دو ماه بعد از کشت ) زمان برداشت ریشه -C)زمان اعمال الیسیتورها(،                          

   49         هفته 2مایع پس از  MSهای موئین و شاهد در محیط مقایسه افزایش زیست توده ریشه -4-3شکل 

 51         بر اساس وزن ترالطیب  سنبل (L1 - L9)های ریشه موئین میزان رشد لاین -5 -3شکل 

 51         های موئین.های کشت مختلف بر رشد ریشهاثرات محیط -6-3شکل 

 با استفاده A13سویه  A. rhizogenesتلقیح شده با   V.officinalisهای موئین ریشه PCRتجزیه           -7 -3شکل 

 rol-B         51 از آغازگر                            

 با استفاده از A13سویه  A. rhizogenes تلقیح شده با   V.officinalisهای موئینریشه PCRتجزیه  -8-3شکل 

 rolA-B.         52آغازگر                             

 با استفاده از A13سویه  A. rhizogenes تلقیح شده با   V.officinalisهای موئینریشه PCRتجزیه  -9 -3شکل 

 virD.         52آغازگر                             

 53         وزن تر.های موئین بر اساس بر رشد ریشهاسید سالیسیلیک  مقایسه میانگین اثر تیمارهای مختلف -11-3شکل 

 53        وزن تر.  های موئین بر اساس بر رشد ریشهمتیل جاسمونات  مقایسه میانگین اثر تیمارهای مختلف -11-3شکل 

 54         وزن تر.های موئین بر اساس بر رشد ریشهعصاره قارچ  مقایسه میانگین اثر تیمارهای مختلف -12-3شکل 

 درصد برای تیمارهای مختلف 5در سطح احتمال  FLSDاسید والرنیک بر اساس آزمون  تغییرات مقدار -13-3شکل 

  55         های موئین گیاه سنبل الطیب با عصاره قارچ.ریشه                          

 درصد برای تیمارهای مختلف  5در سطح احتمال FLSD اسید والرنیک بر اساس آزمون  تغییرات مقدار  -14-3شکل  

   56                                                               های موئین گیاه سنبل الطیب با متیل جاسمونات.ریشه                         
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 درصد برای تیمارهای مختلف 5در سطح احتمال  FLSDاسید والرنیک بر اساس  تغییرات مقدار         -15-3شکل 

  57         سنبل الطیب با اسید سالیسیلیک. های موئین گیاهریشه                          

 درصد برای تیمارهای مختلف 5در سطح احتمال  FLSDاسید والرنیک بر اساس آزمون  تغییرات مقدار -16-3شکل 

 58         های موئین گیاه سنبل الطیب با کلسیم.ریشه                          

 درصد برای تیمارهای مختلف 5در سطح احتمال  FLSDاسید والرنیک بر اساس  تغییرات مقدار -17-3شکل 

 58         های منیزیم.های موئین گیاه سنبل الطیب با یونریشه                          
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 فهرست جدول ها                                                                 

 صفحه                                                                                                                             عنوان

 18         طبقه بندی الیسیتورها براساس ماهیت آنها   -1 -1جدول 

 18         طبقه بندی الیسیتورها براساس منشاء آنها   -2 -1جدول 

 MS         37 گیاهی عناصر تشکیل دهنده محیط کشت -1-2جدول 

 PCR         41اجزاء واکنش  -2-2جدول 

 41         مشخصات آغازگرهای استفاده شده -3-2جدول 

 PCR         41الگوی دمایی مورد استفاده جهت انجام   -4-2جدول 

 های مختلف بر درصد سید جیبرلیک در مدت زمانهای مختلف امقایسات میانگین اثر غلظت -1-3جدول 

 45         درصد تا جوانه زنی در محیط آب + آگار. 51جوانه زنی، روزها تا اولین جوانه زنی و                          

 بر درصد های مختلف در مدت زماناسید جیبرلیک  های مختلفغلظت مقایسات میانگین اثر -2-3جدول

 MS.         46درصد تا جوانه زنی در محیط  51جوانه زنی، روزها تا اولین جوانه زنی و                           

 بر درصدهای مختلف در مدت زماناسید سولفوریک  های مختلفغلظتمقایسات میانگین اثر  -3-3جدول 

 46         آگار. -درصد  تا جوانه زنی در محیط آب  51ی و جوانه زنی، روزها تا اولین جوانه زن                         

 بر درصدهای مختلف در مدت زماناسید سولفوریک  های مختلفغلظت مقایسات میانگین اثر -4-3جدول 

 MS.         47درصد تا جوانه زنی در محیط  51جوانه زنی، روزها تا اولین جوانه زنی و                          

 47         های مختلف.در ریزنمونه A13نتایج تأثیر سن ریزنمونه بر درصد موفقیت تلقیح با سویه  -5-3 جدول

  

.          
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 چکیده:     

های گذشته به عنوان از زمان Valerianaceaeاز خانواده .Valeriana officinalis L الطیب با نام علمی گیاه چند ساله سنبل

کاهنده اسپاسم در اروپا و افریقای شمالی بطور گسترده مورد توجه و استفاده انسان بوده است. ترکیبات شیمیایی مسکن، ضد نفخ و 

ها ) اسید والرنیک و مشتقات آن( و ترپنها )ایریدوئیدها(، سزکوئیعمده این گیاه در ریشه و ریزوم بوده و مرتبط با والپوتریات

های موئین ریزنمونه تدا جوانه زنی بذرها مورد بررسی قرار گرفت، سپس به منظور القای ریشهها است. در پژوهش حاضر، ابمنوترپن

متر( بریده و در میلی 11تا  5روزه رشد یافته در شیشه در قطعات کوچک ) 42های های هیپوکوتیل، برگ و ریشه حاصل از گیاهچه

های موئین ور گردید. بعد از دو هفته تعدادی از ریشهدقیقه غوطه 31به مدت  A13سوسپانسیون باکتری آگروباکتریوم رایزوژنز سویه 

های ریشه با استفاده از آغازگرهای ویژه انجام شد. PCRهای موئین توسط ها تشکیل شدند. تراریختی ریشهدر محل زخم ریزنمونه

روز الیسیتورها اعمال شد.  23ید و پس از مایع بدون هورمون منتقل گرد MSشاخه بریده شده و به محیط کشت  4موئین با بیش از 

میکرومول(،  211و  111، 51جاسمونات )(، متیل(v/v)درصد حجمی  5/1و  1، 5/1با عصاره قارچ )الیسیتور مختلف   5مطالعه اثرات 

میزان مختلف از این ترکیبات موجود در محیط  3های منیزیم و کلسیم با گرم بر لیتر(، و یونمیلی 151و  111، 51اسید سالیسیلیک )

(، CaCl2= 880 mg/lو MgSO4= 740 mg/l)برابر  2به ترتیب با  (CaCl2= 440 mg/lو  MgSO4= 370 mg/l) پایه MSکشت 

انجام شد. ( CaCl2= 2640 mg/lو  MgSO4= 2220 mg/l) برابر 6( و  CaCl2= 1760 mg/lو MgSO4= 1480 mg/l)برابر  4

های موئین تیمار شده توسط سیستم والرنیک در ریشهروز مواجهه با الیسیتورها برداشت شدند. میزان اسید  7و  3ها بعد از ریشه

های های خواب بذرها نشان داد که از بین غلظتدست آمده از آزمایشنتایج بهمورد بررسی قرار گرفت.  HPLCکروماتوگرافی 

 ساعت در محیط آب 72ام در مدت زمان پیپی  811درصد( با استفاده از  84/81جوانه زنی )مختلف اسید جیبرلیک بیشترین درصد 

دقیقه به  15درصد به مدت  11درصد( در تیمار با اسید سولفوریک با غلظت  18/73آگار بود. همچنین بهترین درصد جوانه زنی )

های موئین نشان داد. نتایج ریشه DNAرا در  rolBو  rolA-Bهای ، وجود باندهای درخشانی از ژنPCRنتایج حاصل از  دست آمد.

های موئین و موید صحت نتایج مثبت آغازگرهای دیگر و ، دلیل بر عدم وجود هر گونه آلودگی باکتریایی در ریشهvirDمنفی آغازگر 

ها نشان داد که بین لاین تر ریشهگیری وزنزهنتایج حاصل از اندا الطیب بود.های باکتریایی به ژنوم گیاه سنبلدر نتیجه تأیید ورود ژن

درصد وجود داشت. نتایج کروماتوگرافی نشان داد که اضافه  5داری در سطح احتمال های مویین اختلاف معنیهای مختلف ریشه

نجر به افزایش روز( م 7و  3های بکار رفته در دو زمان تیمار )های موئین در بیشتر غلظتکردن الیسیتورها به محیط کشت ریشه

( P< 0.05دار )های موئین شاهد )تیمار نشده( گردید. عصاره قارچ بطور معنی( اسید والرنیک در مقایسه با ریشهP< 0.05دار )معنی

ها در هر دو زمان مواجهه با الیسیتورها را افزایش داد. طوری که بیشترین انباشتگی اسید تولید اسید والرنیک را در تمامی غلظت

گرم بر گرم میلی 12/3روزه تیمار شدند ) 7درصد از عصاره قارچی در مدت زمان  1های موئین با رنیک وقتی مشاهده شد که ریشهوال

گرم بر گرم ماده خشک بود(. همچنین میزان اسید والرنیک بعد از اضافه میلی 23/1برابر بیشتر از شاهد یعنی 13/13ماده خشک که 

گرم بر گرم ماده خشک افزایش یافت که این میزان در میلی 94/1روزه تا  7جاسمونات در مدت زمان میکرومول متیل 111کردن 

های آزمایش شده، اسید سالیسیلیک به های موئین شاهد بود. از بین غلظتدست آمده از ریشهبرابر میزان اسید والرنیک به 6حدود 

روز و با  7گرم بر گرم ماده خشک  بعد از میلی 55/1رم بر لیتر به میزان گمیلی 111طور اندک میزان اسید والرنیک را در غلظت 
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  51گرم بر گرم ماده خشک افزایش داد. اما میزان اسید والرنیک در تیمار با غلظت میلی 43/1گرم بر لیتر به میزان میلی 151غلظت 

روزه در مقایسه با  7و  3رم ماده خشک به  ترتیب در زمان های گرم بر گمیلی 21/1و  18/1گرم بر لیتر اسید سالیسیلیک به میزان میلی

( میزان تولید P< 0.05دار )گرم بر گرم ماده خشک( کاهش یافت. به علاوه کلسیم و منیزیم بطور معنیمیلی 23/1های شاهد )ریشه

-برابر بیشتر از ریشه 9/7ده خشک به عبارتی گرم بر گرم مامیلی 83/1اسید والرنیک را افزایش دادند. بیشترین میزان اسید والرنیک )

دست آمد. همچنین منیزیم روز به 7برابر میزان غلظت آن در محیط کشت پایه( در مواجهه با  6های شاهد( با بیشترین غلظت کلسیم )

برابر بیشتر از  2/4شک یعنی گرم بر گرم ماده خمیلی 11/1توجه میزان تولید اسید والرنیک را افزایش داد )مشابه با کلسیم بطور قابل

گرم بر لیتر میزان اسید والرنیک را میلی  881ها تنها کلسیم در غلظت های آزمایش شده این یونهای موئین شاهد(. از بین غلظتریشه

مل مهمی بودند روز کاهش داد. بطور کلی نتایج نشان داد که غلظت و مدت زمان مواجهه با الیسیتورها دو عا 3بعد از  21/1به میزان 

 که میزان تولید و انباشتگی اسید والرنیک را تحت تاثیر قرار دادند.

 های موئین، الیسیتور، آگروباکتریوم رایزوژنز، اسید والرنیک.سنبل الطیب، ریشه کلمات کلیدی:
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 مقدمه -1-1

شوند. تقریباً یک چهارم داروهای تولید شده حاوی عصاره از مهمترین منابع درمانی محسوب میهزاران سال است که گیاهان 

 (. اعلامYaniv, 2005اند )سازی شدهاند یا براساس ترکیباتی گیاهی مدلگیاهی یا ترکیباتی هستند که از مواد گیاهی بدست آمده

 درسال مصنوعی داروهای جانبی عوارض و سنتتیک هایاسانس و هاگرن از استفاده عدم بر مبنی بهداشت جهانی سازمان ممنوعیت

از آنجا که ساخت شیمیایی ترکیباتی  (.1385همکاران،  و )سلامی است شده دارویی گیاهان صنعت و کشت رونق اخیر باعث های

آوری زیستی بدست آورند. های فنباشد، محققان سعی برآن دارند که چنین ترکیباتی را از طریق تکنیکگیاهی به راحتی میسر نمی

های روش کشت سلول  مزیت باشد. یکی از های ثانوی با ارزش می کشت سلول گیاهی یک منبع مناسب و مهم برای تولید متابولیت

ترکیباتی باشد. در این روش ممکن است  عین حال سرعت بالای رشد می مستقل بودن از تغییرات جغرافیایی و عوامل محیطی و در

کنند تا شواهد دی تولید شود که در شرایط طبیعی در گیاه مادری وجود نداشته باشند. محققین با استفاده از این روش سعی میجدی

های  اند تولید متابولیتها توانسته آورند و با این روش دست به ها و نیز مکانیسم تنظیمی آن  بیشتری در رابطه با چگونگی بیوسنتز آن

و نیز محدود  ههای ثانوی. با توجه به اهمیت اقتصادی متابولیتKartal et al., 2004)) گیاهان را افزایش دهند ثانوی با ارزش در

 باشد شیمیایی ارزشمند میترکیبات ها، روش کشت سلول راه مناسبی برای تولید  های گیاهی در رویشگاه طبیعی آنبودن گونه

(Farkya et al., 2004) .آمیز بوده است اما بزرگترین چالش در این زمینه ناپایداری در بعضی موارد موفقیتهای گیاهی کشت سلول

ها استفاده (. بنابراین برای غلبه بر این محدودیتMing et al., 2003های گیاهی است )ژنتیکی، رشد کم و بازده پایین کشت سلول

علت رشد سریع، زمان دو برابر شدن کوتاه، های موئین بهو کشت ریشه (Agrobacterium rhizogenes) گروباگتریوم رایزوژنزآاز 

 عنوان یک منبع پیوسته برای تولید متابولیت های بیشتری را بهای از ترکیبات شیمیایی مزیتسهولت نگهداری و توانایی سنتز گسترده

های گیاهی توسط راریخت نمودن سلولهای موئین از طریق ت(. ریشهGiri et al., 2000نماید )ی ارزشمند ایجاد میهای ثانویه

باشد های معمولی دارای پایداری ژنتیکی در طول دوره کشت میشوند و همانند سلولباکتری اگروباکتریوم رایزوژنز تشکیل می

(Tepfer, 1984).  کشت  های گیاهی با ارزش، در ابتدا از طریق کشت سلول، بافت و اندام گیاهی و همچنین تولید متابولیتاگرچه

هایی که به نوعی موجب تحریک مسیر نظر تجاری موفقیت آمیز نبود اما امروزه محققین با بکار بردن روش های موئین، از ریشه

ها که به منظور افزایش تولید  اند. یکی از این روش توجهی دست یافتههای قابلشوند به موفقیت می هابیوسنتزی این ترکیب

 ,Raoa and Ravishankar) باشد رود، استفاده از الیسیتورها می کار می( بهin vitroشت درون شیشه )در ک ههای ثانوی متابولیت

2002) . 

شود. در اصلاح نباتات، ها وارد میبه درون سلول DNA، فرآیندی است که طی آن قطعه مشخصی از DNAانتقال ژن یا جذب 

ها ایجاد تنوع ژنتیکی در باشند. هدف این تکنیکرویشی به خوبی رایج می های مرتبط با انتقال ژن از طریق تکثیر جنسی وتکنیک

باشد. با های گیاهی میهای کنترل کننده صفات مطلوب و همچنین حفظ تنوع واریتهبرتر از نظر ژنافراد جوامع گیاهی، انتخاب 

رد گیاهان زراعی حاصل شده است. با توجه به های چشمگیری در زمینه بهبود عملکهای اصلاحی مرسوم، پیشرفتاستفاده از تکنیک

 Zhoua)تر شده است های مهندسی ژنتیک بر مبنای دانش ساختار و عملکرد ژن، دامنه اصلاح نباتات بسیار گستردهرشد سریع تکنیک

and Wu, 2006).  


