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  17/9/1384 :تاريخ تصويب                                           3/2/1384: تاريخ دريافت
  چكيده
اين گياه در نقاط مختلف ايران . باشد اده كاسني ميگياهي پايا، ايستاده از خانو (.Achillea millefolium L)گياه بومادران  :مقدمه

با . باشد گياه بومادران عمدتاً حاوي اسانس، فلاونوييد، آلكالوييد و تانن است و داراي خواص درماني مختلف مي. رويد و جهان مي
شتي و غذايي تصميم بر آن شد هاي گوناگون دارويي، آرايشي، بهدا توجه به اهميت و كاربرد وسيع اسانس گياه بومادران در زمينه

  . كه كشت سلولي گياه مورد بررسي قرار گيرد
هاي ثانويه  هدف از اين مطالعه، توليد و نگهداري كالوس از بذر گياه بومادران، بررسي توانايي كالوس براي توليد متابوليت :هدف

  . هاي توليد شده در گياه كامل بوده است و مقايسه آن با متابوليت
پس از قرار گرفتن بذرها در . هاي استريل كننده، سترون شدند بذرهاي گياه بومادران با قرار گرفتن در محلول :سيبررروش 

اتوكلاو شده  MSرست در شرايط كاملاً استريل به محيط كشت  هاي فوقاني دانه درصد و توليد دانه رست، قسمت 8/0محيط آگار 
درجه  25 - 27ي بود منتقل و جهت رشد و ايجاد كالوس در گرمخانه در دماي هاي گياه كه داراي مقادير مشخصي از هورمون

تزريق  GC/MSكلرومتاني كالوس تهيه و به دستگاه  بعد از ايجاد مقادير لازم از كالوس، عصاره دي .گراد نگهداري شدند سانتي
  . تزريق شد GC/MSبه دستگاه  هاي هوايي گياه كامل هم جهت تعيين تركيبات موجود اسانس حاصل از سرشاخه. گرديد
پينن و  –پينن، بتا  –دهد كه بيشترين درصد تركيبات موجود در اسانس گياه را آلفا  نتايج به دست آمده نشان مي :ها يافته

اما بررسي مقدماتي روي عصاره . گونه تركيب اسانسي توليد نكرده است در مقابل، كالوس هيچ. دهند كاريوفيلن اكسايد تشكيل مي
  .اند ها، تانن توليد كرده كالوس نشان داد كه سلول

هاي گياهي فوق  و با هورمون MSنتايج حاكي از آن است كه كالوس به دست آمده از گياه بومادران در محيط  :گيري نتيجه
  .تواند توليد روغن فرار نمايد اما كالوس مزبور توانسته است تانن توليد نمايد نمي
  شت بافت، اسانس بومادران، ك :واژگان گل
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 ... توليد و نگهداري كشت سلولي گياه

 

  مقدمه
گياهي است پايا، ايستاده كه ارتفاع آن به  1گياه بومادران

ساقه ايستاده، ساده يا در بخش . رسد متر مي سانتي 50-30
ها پوشيده از كرك، دوبار منقسم و ته  فوقاني منشعب، برگ

گل به رنگ . اي يا خطي است سرنيزه  -دراز  پهن ،اي شانه
سفيد متمايل به ارغواني، مجتمع يل به زرد يا سفيد يا سفيد متما

. باشد هاي كوچك به صورت ديهيم شكل و ميوه فندقه مي در كپه
محل رويش گياه در جهان اروپا، آمريكاي شمالي و آسيا و در ايران 
ارتفاعات البرز به ويژه دماوند، گچسر، كندوان، پلور، اروميه، تبريز و 

  ].1،2،3[راسوند است 
توان به  شود مي ت شيميايي كه توسط گياه ساخته مياز تركيبا

  ].4[اسانس، اسيدهاي آمينه، آلكالوييد، فلاونوييد و تانن اشاره كرد 
امروزه بومادران در طب نوين به صورت خوراكي به عنوان 
ضدالتهاب، ضداسپاسم، كاهنده فشار خون، كاهنده تب، 

عنوان  ضدعفوني كننده مجاري ادراري و به صورت موضعي به
ضدشوره سر و مرطوب كننده پوست مورد استفاده قرار 

در طب گذشته اين گياه به عنوان ضدالتهاب، مدر، . گيرد مي
  .]1،2،3[گرفته است  آور مورد مصرف قرار مي قاعده

هاي  ها در زمينه با توجه به اهميت و كاربرد وسيع اسانس
ن با گوناگون و توجه جهاني به گياهان حاوي اسانس، همچني

توجه به مشكلات زراعي، تغييرات آب و هوايي، آفات و 
هاي گياهي در زمينه استفاده از گياهان دارويي، از  بيماري
هاي ديگري جهت به دست آوردن مواد موثر گياهي  روش
  ].5،6[توان استفاده نمود  مي

هاي ثانويه استفاده از  هاي توليد متابوليت يكي از روش
  . اشدب كشت بافت گياهان مي

هاي  اصطلاح كشت بافت گياهي در مورد تمام انواع كشت
پذيرند  انجام مي 2اي گياهي سترون كه به صورت درون شيشه

هاي  ماده سلولي اصلي در اكثر سيستم. شود به كار برده مي
  . شود كشت سلولي تحت عنوان كالوس ناميده مي

  كالوس عبارت از يك توده آمورف تشكيل يافته از 

  
  

                                           
1 Achillea millefolium L.    2 in vitro 

ها از  هاي پارانشيمي بوده كه اين سلول اي از سلول همجموع
  . آيند هاي بافت اوليه به وجود مي رشد و نمو و تكثير سلول

شروع كالوس با استفاده از دانه رست و يا قطعه جدا 
گيرد و متعاقباً در محيط كشت، تكثير و  كشت، صورت مي
  ]5،6،7[گيرد  دهد و كالوس شكل مي ازدياد سلولي رخ مي

اي جهت مقايسه مواد توليد شده در كشت  اكنون مطالعهت
بافت گياه بومادران با روغن فرار حاصل از گياه كامل حاصل 

  . از همان بذر استفاده شده در كشت بافت انجام نشده است
بر اين اساس گياه بومادران با توجه به خواص درماني 
 مختلف و مهم، توليد اسانس جهت انجام كشت سلولي گياهي

هاي توليد شده در كالوس با  و توليد كالوس و مقايسه متابوليت
  . گياه كامل انتخاب گرديد

  

  ها مواد و روش
گياه مورد نظر از باغ گياهان دارويي موسسه  :تهيه نمونه گياهي

 17/3/1382در تاريخ ) متر 1350ارتفاع (ها و مراتع  تحقيقات جنگل
س هرباريوم موسسه شنا تهيه شد و نام علمي گياه توسط گياه

  . مورد تاييد قرار گرفت
آوري شده و بعد از پاك  هاي هوايي گياه جمع سرشاخه

  . كردن، در شرايط سايه و هواي آزاد خشك شد
بذر گياه نيز از موسسه جهت ايجاد كشت كالوس تهيه 

 . گرديد

  
  :تحقيقات انجام شده روي نمونه گياهي

گيري از  اسانس: گيري از نمونه گياهي اسانس – 1
هاي هوايي گياه بومادران طبق روش تقطير با آب و  سرشاخه

  . توسط دستگاه كلونجر انجام شد
آوري، توسط  ساعت، اسانس گياه جمع 3بعد از گذشت 

سپس توسط . هگزان نرمال استخراج و تعيين مقدار گرديد
گيري شد و نمونه جهت تزريق  سولفات سديم بدون آب، آب

بررسي اجزاي موجود در ظرف  و GC/MSبه دستگاه 
درجه  4اي در بسته و تيره در يخچال با دماي  كوچك شيشه

درصد  45/0بازدهي روغن فرار . گراد نگهداري گرديد سانتي
  . هاي هوايي خشك گياه بود وزني سرشاخه - حجمي 
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  :كشت بافت گياهي
 .Achillea millefolium Lبذرهاي گياه  در تحقيق انجام شده، از

  . نجام كشت سلول گياهي و ايجاد كالوس استفاده گرديدبراي ا
جهت سترون كردن بذرهاي گياه بومادران از تركيبي از 

بذرها توسط سه ماده الكل . چند ماده استريل كننده استفاده شد
درصد و پراكسيد  5درصد، هيپوكلريت سديم  80اتيليك 

اي  بذرها توسط صافي پارچه. درصد استريل گشتند 3هيدروژن 
دقيقه  2درصد،  80دقيقه در الكل اتيليك  8به ترتيب به مدت 

دقيقه در پراكسيد هيدروژن  2درصد و  5در هيپوكلريت سديم 
سپس توسط آب مقطر . درصد به صورت متوالي قرار گرفتند 3

  . دوبار تقطير شده استريل چندين بار شستشو داده شدند
 8/0ر محيط كشت آگار ها با رعايت كامل شرايط استريليتي، د دانه

  . داده شدند درصد استريل قرار
روز از رشد بذرها در محيط كشت آگار  14بعد از گذشت 

هاي اوليه، در زير كابين لامينارايرفلو  ست و پديدار شدن دانه ر
هاي فوقاني دانه  و با رعايت كامل نكات استريليتي قسمت

ت ها جدا شده و به ارلن مايرهاي حاوي محيط كش رست
پايه اتوكلاو شده كه با وجود  (MS)موراشيگ و اسكوگ 

   mg/l 2/0( ،IAA(، كينتين )mg/l 100( ميواينوزيتول

)mg/l1( ،2,4-D )mg/l3 ( و شير نارگيل)V/V 15 درصد (
آن  pHجامد و ) درصد 8/0(تقويت شده و در حضور آگار 

 گرمخانه در تنظيم شده است، انتقال داده شدند و در 7/5روي 

  .گراد نگهداري گرديدند درجه سانتي 25 - 27ماي د
رست، جهت ادامه حيات كالوس  دانه پس از توليد كالوس از

  . اي كرد بايد آن را واكشت نمود و وارد محيط كشت تازه
مراحل واكشت زير كابين لامينارايرفلو و تحت شرايط 

هاي توليد شده روي محيط  سلول. كاملاً سترون انجام شد
روزه به محيط كشت مشابه جديد  40- 45واصل كشت در ف

انتقال داده شدند تا كالوس مطلوب با رشد و شادابي مناسب 
  . حاصل آيد

جهت جداسازي تركيبات فرار احتمالي ساخته شده به 
 10گرم از كالوس تازه به وسيله  10وسيله كالوس، مقدار 

قدار ليتر دي كلرومتان عصاره گيري شده و بعد از تغليظ، م ميلي
l 100  از اين عصاره جهت تزريق به دستگاهGC  و

GC/MS نگهداري شد .  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  .Achillea millefolium Lكالوس حاصل از گياه  - 1شكل شماره 

23



 

 ... توليد و نگهداري كشت سلولي گياه

 

  مشخصات دستگاه گاز كروماتوگراف
 Hewlet Packardدستگاه كروماتوگرافي گازي از نوع

6890N  متر و  ميلي 25/0قطر داخلي متر،  30با ستون به طول
  . بود HP-5MSميكرومتر از نوع  25/0ضخامت لايه 

گراد، دماي  درجه سانتي 60دماي ابتدايي آون  :برنامه حرارتي
درجه  3گراد و گراديان حرارتي آون  سانتي  درجه 250انتهايي 
گراد با سرعت  درجه سانتي 320گراد در هر دقيقه افزايش دما تا  ساتي

  .دقيقه 3در هر دقيقه و توقف در اين دما به مدت  درجه 15
  هليوم : گراد، گاز حامل درجه ساتني 250دماي اتاقك تزريق 
  ليتر در دقيقه ميلي 2/1: سرعت جريان گاز

سنج  مشخصات دستگاه گاز كروماتوگراف متصل به طيف
  : جرمي و برنامه دمايي آن

 Hewlet Packardدستگاه كروماتوگرافي گازي از نوع

6890N  متر و  ميلي 25/0متر، قطر داخلي  30با ستون به طول
  . بود HP-5MSميكرومتر از نوع  25/0ضخامت لايه 

گراد، دماي  درجه سانتي 60دماي ابتدايي آون : برنامه حرارتي
درجه  3گراد و گراديان حرارتي آون  درجه سانتي 250انتهايي 
گراد با  درجه سانتي 320گراد در هر دقيقه، افزايش دما تا  سانتي

  . دقيقه 3درجه در هر دقيقه و توقف در اين دما به مدت  15سرعت 
  
 

  هليوم : گراد، گاز حامل درجه سانتي 250دماي اتاقك تزريق 
  ليتر در دقيقه  ميلي 2/1: سرعت جريان گاز

   Hewlet Packard 5973Nطيف نگار جرمي مدل 
  . EI: ونيزاسيونالكترون ولت، روش ي 70: ولتاژ يونيزاسيون

  .گراد درجه سانتي 220: دماي منبع يونيزاسيون
  

  :نتايج و بحث
و اعداد  GC/MSهاي جرمي حاصل از  با توجه به مطالعه طيف

كواتس محاسبه شده و مقايسه اين مشخصات با تركيبات استاندارد و 
اسانس بومادران شناسايي شد  تركيب در 20مراجعه به منابع مختلف، 

  .دهند درصد اسانس را تشكيل مي 76/84 كه مجموعاً
  درصد تركيب مونوترپني و  90/36اسانس فوق داراي 

درصد تركيب  26/0ترپني و  درصد تركيب سزكويي 60/47
  .باشد فنيل پروپانوييدي مي

كليه تركيبات شناسايي شده به همراه شاخص بازداري 
كواتس و درصد كمي هر تركيب به ترتيب زمان خروج از 

  .شود ديده مي 1در جدول شماره  ستون
  

  .Achillea millefolium L تركيبات شيميايي شناسايي شده در اسانس گياه -1جدول شماره 
  درصد ضريب بازداري تركيبات رديف

  66/13 938 پينن–آلفا  1
  06/12 1002 پينن-بتا  2
  76/1 1094 ترپينن–گاما  3
  85/0 1102 ترپينولن  4
  82/4 1166 كامفر  5
 Trace 1235 بورنئول  6
 71/0 1283 ترپينئول–آلفا-1  7
  22/1 1296 كاروئول–ترانس  8
  29/0 1302 كاروئول-سيس  9
  31/1 1324 بورنيل استات  10
  22/0 1330 كارواكرول  11
  26/0 1378 اوژنول  12
  42/5 1430 آرمادندرن  13
  36/8 1481 جورجونن-آلفا  14
  20/1 1502 كادينن–گاما  15
  43/4 1514 كادينن–دلتا  16
  51/8 1580 كاريوفيلن اكسايد  17
  25/5 1598 اپلوپنن  18
  31/8 1681 والنسن  19
  12/6 1806 كامازولن  20

  درصد و ميزان دسته تركيبات شناسايي شده در اسانس گياه بومادران – 2جدول شماره 
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 درصد تركيبات  تركيبات
 33/28  مونوترپن هيدروكربني
 57/8  مونوترپن اكسيژنه

 90/36  ها وع مونوترپنممج
 53/25 ترپن هيدروكربني سزكويي

 07/22  ترپن اكسيژنه سزكويي
 60/47 ها ترپن مجموع سزكويي

 17/62 مجموع تركيبات هيدروكربني
 90/23 مجوع تركيبات اكسيژنه

 26/0  مجموع تركيبات فنيل پروپانوييدي
 76/84 يي شدهميزان تركيبات شناسا

  
  

در مطالعات قبلي انجام شده در زمينه بررسي اسانس گياه 
بومادران تعدادي از تركيبات با تركيبات شناسايي شده در تحقيق ما 

كه البته بسته به شرايط اقليمي رويشگاه گياه و زمان . مشترك بودند
  ]8،9[كند  برداشت آن درصد اين مواد كمي تفاوت مي

ولي گياه بومادران و توليد كالوس آن در زمينه كشت سل
هاي  نيز، تحقيقات انجام شده تاكنون نشان داده است كه سلول

گيري از تركيبات فرار  توانند مقادير قابل اندازه كالوس نمي
شود را توليد  ترپنوييدي كه در گياه كامل به مقدار زياد ديده مي

ر ترپنوييدي هايي در زمينه توليد تركيبات فرا اما گزارش. كنند
  ].10[در كشت سوسپانسيوني گياه وجود دارد 

هاي  تحقيق انجام شده هم مشخص شد كه سلول در
هاي  اند اسانسي توليد كنند اما در بررسي كالوس نتوانسته

مقدماتي انجام شده روي عصاره كالوس مشخص گرديد كه 
در كه با توجه به امكان توليد تانن . اند ها توليد تانن كرده سلول
  .هاي اوليه و تمايز نيافته، قابل توجيه خواهد بود سلول

 

  منابع

ها  موسسه تحقيقات جنگل. رنگي ايران فلور .قهرمان احمد .1
 .886جلد هشتم، شماره . 1365. مراتع و

  

وزارت . فارماكوپه گياهي ايران. كميته تدوين فارماكوپه گياهي ايران .2
  .161 -  168حات صف. 1381. بهداشت، درمان و آموزش پزشكي

. المعارف گياهان دارويي ايران دايره. آخوندزاده شاهين .3
  .22جلد اول، صفحه . 1379. ارجمند

4. Evans W.C. Trease and Evans pharmacognosy. 
15th ed. W.B. Saunders; 2002. p 283. 

معاونت . مباني كشت بافت گياهي. پور سليمان افشاري .5
  صفحات . 1372. هانپژوهشي دانشگاه علوم پزشكي اصف

  
 

  .177 - 182 و 1 - 110
عمليات . ويليامز ريچارد. داد ويليام، ار. تاجي اكرم، ادي .6

ترجمه سعيد رضا وصال، عبدالرضا . هاي گياهي كشت بافت
  .1382). ع(دانشگاه امام رضا . چاپ اول. باقري

7. Samuelsson G. Drugs of natural origin (A text 
book of pharmacognosy). 4 th ed. 
Apotekarsocieteten. 1999, pp: 67-75. 
8. Afsharypour S; Asgary. S; Lockwood G.B. 
Essential oil constituents of the Iranian Yarrow 
Growing wild in North-East of Tehran. Daru. 
1996; 5: 25-33. 
9. Shawl A S. Essential oil composition of  

Achillea millefolium L. growing wild in Kashmir, India. 
Flavour and Fragrance Journal. 2002; 17: 165-168. 

10. Figueiredo AC. Composition of the essential oil  
 

2525



 

 ... توليد و نگهداري كشت سلولي گياه

 

from cell suspension cultures of Achillea 
millefolium ssp. millefolium. Plant Cell, Tissue and 
Organ Culture. 1995; 40: 113 - 118. 
 


