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  تقديم به پدر و مادر عزيزم               
  آنان كه موي سپيد شدند تا ما روي سپيد بمانيم

  و خميده قامت شدند تا ما راست قامت شويم

  و تقديم به تمام جويندگان راه دانش و حقيقت
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 تقدير و تشكر

سـتايش مخصـوص اوسـت     شكر و ستايش خداوند را كه هر ذره از حيات نشانگر قدرت مطلق اوست و

كه انسان را اشرف مخلوقات قرار داد و روح او را با علم خود آراست تا هر آينه قدرت لايزالش رنگ و بـوي  

  خلقت را بهاري كند.

دانم كه از اساتيد راهنماي اين پايان نامه، معلمان علم و اخـلاق جنـاب   در اين مجال بر خود واجب مي

كاري و اجراي پايان  كه در تمام مراحل دكتر رسول اصغري زكريااي جناب آقو  دكتر ناصر زارعآقاي 

انـد كمـال   كليـدي داشـته  هاي ارزنده خود در حل مشـكلات نقـش   نموده و با راهنمايي تنامه تقبل زحم

كه  نژاددكتر منوچهر فرجاميداني را داشته باشم. از استاد مشاور و برادر عزيزم جناب آقاي تشكر و قدر

هاي ارزنده خـود يـاري نمـوده نهايـت سـپاس و      ي و انجام پايان نامه همواره مرا با راهنماييدر طول زندگ

  تشكر را دارم.

دكتـر اميـد   ، دكتـر علـي اصـغري   از كليه اساتيد گروه زراعت و اصلاح نباتات، به خصوص آقايان 

انـي را  كه در تمـام دوره تحصـيلات زحمـت فراو    دكتر محمد صدقيو  دكتر مجيد شكرپور، سفاليان

  اند كمال تشكر را دارم.اينجانب كشيده يبرا

مشـوق و راهنمـاي    ن عزيزم كـه در طـول دوران تحصـيلات   بزرگوارم، خواهران و برادرا مادرو  پدراز 

  اند نهايت سپاس و تشكر را دارم.بوده  اينجانب

 ـ   و مهندس سهراب عابديه ويژه آقايان ها باز دوستان و همكلاسي  اميمهندس سـيد كـريم ته

  كنم.تشكر مي

در پايان بـراي تمـامي دوسـتان آرزوي توفيـق و سـربلندي نمـوده و اميـدوارم خداونـد متعـال تمـام           

  جويندگان راه دانش و حقيقت را مورد لطف و عنايت خود قرار دهد.
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  رضانام:                                                          نژادفرجامينام خانوادگي دانشجو: 
در  .Papaver bracteatum Lindتاثير مواد محرك بر ميزان توليـد تبـائين در گيـاه    عنوان پايان نامـه:  

  ايشرايط درون شيشه
  دكتر ناصر زارع و دكتر رسول اصغري زكريااساتيد راهنما: 
  نژاددكتر منوچهر فرجامياستاد مشاور: 

 كشاورزيي در بيوتكنولوژگرايش:          شاورزيمهندسي كرشته:        اسي ارشدكارشنمقطع تحصيلي: 
 108 تعداد صفحه:       24/11/90تاريخ فارغ التحصيلي:         كشاورزي دانشكده:      محقق اردبيليدانشگاه: 
  .Papaver bracteatum Lindl ،اي، كشت سوسپانسيونشرايط درون شيشه، مواد محركتبائين، ها: كليد واژه

  چكيده:

يكـي از گياهـان دارويـي     Papaveraceaeاز تيـره   .Papaver bracteatum Lindlخشخاش ايراني با نام علمـي     
در  .P. bracteatum Lindlهـاي  اين تحقيق به منظور بهينه سازي شـرايط رشـد سـلول   باشد. بسيار مهم مي

تيروزين بر مقدار تبـائين توليـد شـده در شـرايط     -الها و پيش ماده كشت سوسپانسيون و همچنين تاثير محرك
-هاي هيپوكوتيـل به منظور توليد كالوس، ريزنمونههاي سوسپانسيون) انجام گرفت. اي (توسط سلولدرون شيشه

هاي رشد گيـاهي كشـت   كوتيلدون در محيط كشت پايه موراشيگ و اسكوك حاوي سطوح مختلف تنظيم كننده
زايـي، درصـد   درجه سانتيگراد در تاريكي نگهداري شدند. صفات درصد كـالوس  20ي شده و در اتاقك رشد با دما

هاي توليد شده به گيري شد. به منظور استقرار كشت سوسپانسيون، كالوساي و وزن تر كالوس اندازهكالوس قهوه
گرم بر ليتـر  ليمي 15گرم بر ليتر كينتين و ميلي D ،1/0-2,4گرم بر ليتر مايع حاوي يك ميلي MSمحيط كشت 

تنظيم  . اثر سطوح مختلفدور در دقيقه نگهداري شدند 120روي شيكر اوربيتال با دور اسيد اسكوربيك منتقل و 
مـورد بررسـي قـرار     ) روي تكثير سوسپانسيون سـلولي يا كينتين BAPو  D ،NAA-2,4هاي رشد گياهي (كننده

با فواصل زمـاني يـك    PCV و SCVليتر، در يك ميلي هاگرفت. پس از اعمال تيمارهاي رشد، صفات تعداد سلول
گيـري  محيط كشت انـدازه  ECو  pH، هاوزن تر و خشك سلول ها نيز صفاتتكميل رشد سلول از و پس اي،هفته

بر مقدار تبائين توليد شـده در   هاي مختلفدر غلظت تيروزين-شدند. براي بررسي اثر مواد محرك و پيش ماده ال
تيروزين بـر  -اي، تيمارهاي متيل جاسمونات، كيتوسان، اسيد ساليسيليك، امواج فراصوت و الشرايط درون شيشه

پس از اعمال تيمار با اسـتفاده  در دو، چهار و شش روز سوسپانسيون اعمال شده و مقدار تبائين  كشت هايسلول
ي كشـت از نظـر درصـد    هـا در بـين محـيط  نتايج نشـان داد كـه   مورد اندازه گيري قرار گرفت.  HPLCاز تكنيك 

 MSكشـت   زايـي در محـيط  بيشترين درصد كالوس زايي و وزن تر كالوس اختلاف معني داري وجود دارد.كالوس
گـرم بـر ليتـر اسـيد     ميلـي  15تـين و  كينگرم بر ليتـر  ميلي 2/0يا  D ،1/0-2,4گرم بر ليتر ميلييا دو ك يحاوي 

گـرم بـر   ميلـي  1حاوي  MSوزن تر كالوس در محيط كشت  مقدار اسكوربيك مشاهده گرديد. همچنين بيشترين
علاوه بـر  ميلي گرم بر ليتر اسيد اسكوربيك بدست آمد.  15گرم بر ليتر كينتين و ميلي 1/0 به همراه D-2,4ليتر 
اي گرم بر ليتـر) باعـث جلـوگيري از قهـوه    ميلي 15نتايج نشان داد كه استفاده از اسيد اسكوربيك (به مقدار اين، 
در  بين تيمارهاي تنظيم كننده رشد گيـاهي اعمـال شـده    .شودميها و در نتيجه بهبود رشد كالوس كالوس شدن

، وزن تـر و خشـك سـلول،    SCV ،PCVهاي تعداد سلول در يك ميلي ليتـر،  از نظر شاخص كشت سوسپانسيون
pH و ،EC محيط كشـت  ها، براي رشد سلولت مناسب محيط كش .داشتوجود داري محيط كشت اختلاف معني
MS  گرم بر ليتر حاوي يك ميليپايهNAA تر گرم بر ليميلي، يكBAP  ميلي گرم بر ليتر اسيد اسكوربيك  15و



 
 

 ث

به  در اين تيمار محيط كشت pHو  EC، وزن تر و خشك سلول، SCV،PCVتعداد سلول در يك ميلي ليتر،بود. 
 بود. 18/7زيمنس و ميلي 57/2، گرم در ليتر 44/10 گرم در ليتر، 5/118%، 69/27%، 89/28، 7/16×106ترتيب 

افـزايش يافتـه    PCVو  SCVليتر، مقدار ميلي اد كه با گذشت زمان تعداد سلول درنشان د هامنحني رشد سلول
 تـراكم سـلولي   و ه و بعد از آن به شدت افزايش يافتروز بعد از كشت كند و ناچيز بود 12ها تا سلول تكثير است.

ها احتمالا به دليل تخليه عناصـر  پس از اين مدت رشد سلول شت به حداكثر مقدار خود رسيدند.از ك روز پس 42
 هاي رشد گياهي موجود در محيط كشت و يا افزايش مقـدار مـواد فنلـي در محـيط كشـت     غذايي و تنظيم كننده

-انـدازه  صـفات  ه واريـانس ثابت مانده است. نتايج حاصل از تجزي تقريبا متوقف شده و تراكم سلولي محيط كشت

 محتـواي تيروزين نشان داد كه بين تيمارهاي محـرك از نظـر   -هاي محرك و پيش ماده الگيري شده در تيماري
ونـه بـرداري از نظـر    هـاي مختلـف نم  محيط كشت و بين زمـان   pH، وزن سلول فريزدراي شده و هاسلول تبائين

در محـرك  داشت. اثر متقابـل تيمـار    دداري وجوف معنياختلامحيط كشت  ECو   pH ،هاسلول تبائين محتواي
در بين تيمارهاي محـرك   .محيط كشت معني دار بود pHو  هاسلول تبائين محتوايزمان نمونه برداري نيز براي 

تيـروزين در روز ششـم   -ميلي مـولار ال  2ميكرومولار به همراه  100اعمال شده تيمار متيل جاسمونات با غلظت 
گرم بر گرم وزن خشك داشت كه ميلي 01/64را با ميانگين  هاسلول تبائين محتواييمار بيشترين پس از اعمال ت

بود.  گرم بر گرم وزن خشك)ميلي 34/1( تبائين توليد شده در محيط كشت شاهد محتوايبرابر بيشتر از  77/47
روز چهارم پس از اعمال تيمـار،   گرم بر ليتر درميلي 75تيمارهاي محرك اسيد ساليسيليك با غلظت آن  به دنبال

تيـروزين بـا غلظـت يـك     -گرم بر ليتر در روز ششم پس از اعمال تيمـار،پيش مـاده ال  ميلي 75اسيدساليسيليك 
ثانيه شش روز پس از اعمال به ترتيب با ميانگين  20مولار در روز ششم پس اعمال تيمار و امواج فراصوت به ميلي

و  51/21، 54/24، 8/45گرم بر گرم وزن خشك قرار داشتند كه به ترتيب يليم 18/28و  83/28، 89/32، 18/47
  ها بود.هاي شاهد در همان زمانبرابر بيشتر از محتواي تبائين سلول 03/21
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  مقدمه -1-1

 بـه لحـاظ درمـان و    ي در تـامين بهداشـت و سـلامت جوامـع    يت خاص ـگياهان دارويي از ارزش و اهم
ها برخوردار بوده و هستند. اين بخش از منابع طبيعي قـدمتي همپـاي بشـر داشـته و     پيشگيري از بيماري

اند. گرايش عمومي جامعه به اسـتفاده  ها بودهامين غذا و داروي بشر در طول نسليكي از مهمترين منابع ت
 ـ يهاطوركلي فراوردهه هاي گياهي و باز داروها و درمان هـاي اخيـر رو بـه    ويـژه در طـي سـال   ه طبيعي ب

و جـانبي داروهـاي شـيميايي از يـك طـرف و ايجـاد        ضـر افزايش بوده و مهمترين علت آن اثبات اثرات م
-است. مراتـع ايـران داراي گونـه   ز سوي ديگر كند اهاي زيست محيطي كه كره زمين را تهديد ميگيآلود

باشد. استفاده مطلوب، منطقي و بهينـه از ايـن منـابع كـه بـه      هاي متعددي از گياهان دارويي با ارزش مي
بخشـي از نيازهـاي   توانـد  تر از منابع دارويي شـيميايي اسـت مـي   تر و سادهلحاظ فناوري بسيار كم هزينه

% 80ه كـه بـيش از   سازمان جهـاني سـلامت تخمـين زد    ي بهداشتي و درماني جامعه را تامين كند.عمده
كننـد. همچنـين بسـياري از گياهـان     هاي سنتي براي درمان خود استفاده مياز درمان مردم جهان عمدتا

هاي ثانويـه  ع با ارزشي از متابوليتگياهان منب. )2003پاتي، پاتي و تريمنبع داروهاي جديد هستند (تري
شـوند.  هستند كه به عنوان دارو، طعم دهنده، عطر، رنگ، آفت كش و مواد افزودنـي غـذايي اسـتفاده مـي    

). امـروزه  1990فيليپسـون،  ي طبيعي شناخته شده منشاء گياهي دارنـد ( فراورده 30000% از 80بيش از 
  ).1995ار اهميت دارند (سيرواستاوا و همكاران، گياهان دارويي از لحاظ اقتصاد جهاني نيز بسي

با توجه به وابستگي به فصل زراعي و تاثير شرايط آب و هوايي و محيط بر توليد مواد گياهي، اسـتفاده   
دارويي از گياهـان دارويـي باشـد.     تواند راهكار مناسبي براي توليد و تهيه موادهاي كشت بافت مياز روش

هاي مختلف گياهان دارويي و زينتي نيز اسـتفاده  براي تكثير تجاري و ازدياد گونههمچنين از اين رهيافت 
هـايي از قبيـل   روش از طريق ابزارهاي بيوتكنولوژيكي براي تكثير و بهبود ژنتيكي گياهان دارويي شود.مي
). 2003تي، پاپاتي و تري(تريزيادي برخوردار است اهميت از ژنتيكي  اي و تراريختييي درون شيشهباززا

هاي گياهي، در آمد جديدي را سلولاي درون شيشههاي كشت پيشرفت در بيوتكنولوژي به ويژه در روش
هـا،  از تجارت گياهان كمياب و تركيبات شيميايي توليدي توسط آنها فراهم ساخته اسـت. ايـن تكنولـوژي   

. همچنـين بـه   فـزايش داده اسـت  سودمندي گياهان به عنوان منابع تجديد پذير از تركيبـات بـا ارزش را ا  
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هاي ثانويه توجـه  هاي گياهي به عنوان جايگزين كشاورزي سنتي براي توليد صنعتي متابوليتسلول كشت
اين تحقيـق بـه منظـور بررسـي     ). 2004مولاباگال و تساي، ؛ 1995دي كوسمو و ميساوا، شود (زيادي مي

ني در كشت سوسپانسيون و تاثير مواد محـرك و  هاي گياه دارويي خشخاش ايراعوامل موثر بر رشد سلول
  اي انجام گرفته است.تيروزين بر توليد تبائين در شرايط درون شيشه-پيش ماده ال

  هاي طبيعي گياهمتابوليت -1-2

  شود:د به دو گروه تقسيم مينشوصورت طبيعي توليد ميه هاي گياهي كه بمتابوليت

اتي هستند كه براي رشد گياهـان لازم و ضـروري هسـتند و در    هاي اوليه گياهي: تركيبمتابوليتالف) 
هـا،  هـا، كربوهيـدرات  شوند. اسيدهاي آمينه، اسـيدهاي نوكلئيـك، پـروتئين   هاي زنده يافت ميتمام سلول

باشـند و در تمـام گياهـان    گياهي مي مهم هاي اوليهاز متابوليت ا، ليپيدها، اسيد اسكوربيك و غيرههآنزيم
  .)2005(سارين،  شوندتوليد مي

اي از تركيبـات  هاي ثانويه گيـاهي: گياهـان منبعـي ارزشـمند در توليـد طيـف گسـترده       متابوليتب) 
هاي طبيعي، مواد ضد ميكروبي و دارويـي هسـتند. در   ها، شيرين كنندهاشنيايي نظير مواد معطر، چشيمي

هـا يـا   بـه عنـوان متابوليـت    مجموعا وليكي بزرگي تعلق داشته وهاي متاباغلب موارد اين تركيبات به گروه
هـاي ثانويـه   ). به نظر مي رسد كه متابوليت1388(فارسي و ذوالعلي، شوند هاي ثانويه شناخته ميوردهفرا

هـاي اوليـه نظيـر    هاي اوليه درگيـر نيسـتند. ايـن تركيبـات از متابوليسـم متابوليـت      در بيوسنتز متابوليت
هـا،  تـوان آلكالوئيـد  هاي ثانويه مـي شوند. از متابوليتنيه حاصل ميها و اسيدهاي آمها، چربيكربوهيدرات

-ها و استروئيدها را نام برد كه در تعداد كمي از گياهان توليد ميها، استرولها، فلاوونوئيدها، فنلكومارين

ا در آنه ـ شـوند و توليـد  صي از گياهان يافت ميهاي خاهاي ثانويه در رده). متابوليت2005شوند (سارين، 
باشند ولي با اين حال نقـش و  گيرد. به ظاهر براي ادامه حيات گياه ضروري نميشرايط خاصي صورت مي

). 1385باشـد (اصـغري،   عملكرد مهمي در گياهان دارند كه يكي از مهمترين آنها مزاياي اكولـوژيكي مـي  
ماننـد اسـيدهاي آمينـه و     هـايي هـاي فيزيولـوژيكي حيـاتي را كـه متابوليـت     هاي ثانويه، فعاليتمتابوليت

دهند را بر عهده ندارند اما اين تركيبات به منظور دفع آفـات، جـذب   اسيدهاي نوكلئيك در گياه انجام مي
 ).1388شوند (فارسي و ذوالعلي، هاي ميكروبي در گياه توليد ميحشرات گرده افشان و مبارزه با بيماري
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  آلكالوئيدها -1-2-1

هـا را در  دار هسـتند كـه در اكثـر نباتـات وجـود دارنـد و تمـام آن       نيتـروژن آلكالوئيدها تركيبات آلـي  
اند. آلكالوئيدها به علت داشـتن عامـل آمـين اغلـب داراي خاصـيت      طور مصنوعي تهيه كردهه آزمايشگاه ب

  ).  1379بازي هستند و ممكن است در ساختمان خود اكسيژن و گوگرد هم داشته باشند (عفت پرور، 

 ـآلكالوئيدها د -مـي  كـار ه ر دنياي داروسازي اهميت بسيار زيادي دارند و به عنوان مسكن بسيار قوي ب

هاي در حال رشـد توليـد   روي سيستم عصبي دارند. آلكالوئيدها عمدتا در بافت روند كه تاثير بسيار زيادي
توليـد   نـه سال اسـت كـه در زمي   25كنند. بيش از هاي مرده به ندرت آلكالوئيد توليد ميشوند و بافتمي

هـاي كشـت   دليل توليد كـم سـلول   گيرد ولي بهآلكالوئيدهاي مفيد از طريق كشت بافت مطالعه انجام مي
نوع آلكالوئيد شناسـايي شـده اسـت كـه در بـين       3000. بيش از پذير نيستيد صنعتي آن امكانتولشده، 
  ).2005اند (سارين، گونه گياهي پراكنده شده 4000

  ):2005شوند (سارين، گروه تقسيم مي 7ي آلكالوئيدها به بر اساس اهميت شيمياي

د.  نشـو آلكالوئيدهاي پيروليدين: گروه كوچكي از آلكالوئيدها هستند كه خود به دو گروه تقسيم مـي . 1
ن گـروه در  آلكالوئيـدهاي تروپـان: اي ـ   هاي ساده: مانند هيگرين، هيگرولين و غيـره. ب) الف)پيروليدين

. مانند آتروپين، هيوسيامين، اسكوپولامين، كوكائين و غيره كه آتـروپين و  هستندداروسازي بسيار مهم 
گردد. اين گروه از آلكالوئيـدها بـه عنـوان مسـكن نيـز      هيوسيامين باعث گشاد شدن مردمك چشم مي

 وجود دارند. Erythroxylaceaeو  Solanaceae ،Convolvulaceaeهاي كاربرد دارند و در تيره

و  ي بيولوژيكي در برابـر تومـور بـوده   هااي از فعاليتاي پيروليزيدين: داراي طيف گستردهآلكالوئيده. 2
ها نيز هستند. اين آلكالوئيدها به دليل داشتن خاصيت ضد تومور، ضد سـرطان و  سست كننده ماهيچه

-ادهي پيروليزيدين خـانو ي هسته. اين آلكالوئيدها بر پايهاز اهميت خاصي برخوردار هستندضد جهش 

توان به آلكالوئيدهاي سنسيو اشاره كرد. اين آلكالوئيدها در تعـدادي  اند كه ميي بزرگي را تشكيل داده
 وجود دارند. Fabaceaeو  Asteraceae ،Boraginaceae از گياهان تيره

    هـا ن. از پيريـدي شـوند يافت مي ١آلكالوئيدهاي پيريدين و پيپريدين: اين آلكالوئيدها عمدتاً در توتون. 3
    كـه مـايعي  اباسين اشاره كرد. نيكوتين توان به آنها ميتوان به نيكوتين و نورنيكوتين و از پيپريدينمي

                                                 
1 . Nicotiana tabacum. 
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-اي رنـگ مـي  در معرض هوا قهوه) توليد شده و %5/0-8به مقدار (در برگ توتون  عمدتارنگ است بي

 شود.ب و بالا رفتن فشار خون ميشود. اين آلكالوئيد خاصيت درماني نداشته و باعث افزايش ضربان قل

نـين، ليكوپوديـوم، موسـكوپريدين و    تـوان بـه كُ  از ايـن آلكالوئيـدها مـي   اسـتيل:  آلكالوئيدهاي پلـي . 4
 وجود دارد و بسيار سمي است. 1آلكالوئيدهاي كارپين اشاره كرد. آلكالوئيد كنُين در گياه شوكران

     ا شامل آلكالوئيدهاي بسـيار مهـم بنزيـل ايزوكوئينـولين    آلكالوئيدهاي ايزوكوئينولين: اين آلكالوئيده. 5
باشند. اين گروه از آلكالوئيدها، آلكالوئيدهاي اصلي جـنس پاپـاور نظيـر مـورفين، كـدئين، تبـائين،       مي

د كه از نظر داروسازي بسيار اهميت دارند. مـورفين مسـكن بسـيار    شوشامل مي پاپاورين و ناركوتين را
شود. كدئين بطور گسترده به علت داشـتن خاصـيت   دردهاي شديد استفاده مي باشد كه برايقوي مي

گيرد و اثر سمي كمتري از مورفين دارد. پاپاورين بـراي درمـان آسـم و    ضد درد مورد استفاده قرار مي
آلكالوئيد مهم از اين گـروه   ششرود. توليد گلو درد و ناركوتين نيز براي تهيه شربت ضد صرفه بكار مي

گـزارش   Papaver rhoeasو  Papaver somniferum ،Papaver brecteatumيق كشت كالوس از طر
نيـز گـزارش شـده     Papaver bracteatmشده است. همچنين تشكيل تبائين در كشت سوسپانسـيون  

 ).1976مورآ و همكاران، است (كامي

هـا مـورد توجـه    ها و پزشكها، فيزيولوژيستآلكالوئيدهاي ايندول: اين آلكالوئيدها توسط داروشناس. 6
 Apocynaceae ،Loganiaceae ،Rubiaceae قرار گرفته است. اين گروه از آلكالوئيدها در گياهان تيره

ــاه     Euphorbiaceaeو  ــالوس در گي ــق كشــت ك ــدها از طري ــن آلكالوئي ــد اي ــت شــده اســت. تولي ياف
Catharanthus .گزارش شده است  

آلكالوئيدها هستند كه در نتيجه اكسيد شدن و به دنبال آن آلكيله  سودوآلكالوئيدها: گروه ديگري از. 7
 آيند.بوجود مي هاي خاصو استيله شدن اسيد آمينه

گردنـد.  مزه تلخي دارند و در گياه سبب حفاظت گياه از گزند حشرات و حيوانـات مـي   آلكالوئيدها غالبا
شد گياهان بوده و بـه عنـوان منبـع ازت يـا     ها داشته و داراي عمل تنظيم كننده در راثري مشابه هورمون

ي تكامـل متابوليسـم   توان نتيجهمي را در گياهانروند. علت توليد آلكالوئيد ميعناصر مورد نياز گياه بكار 
  ).1379پرور، (عفت گياهان دانست

                                                 
1 . Conium maculatum. 


