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  24/10/96 يب:تاريخ تصو                                             4/6/96تاريخ دريافت: 
  چكيده
عنوان  به اثرات ضدقارچي و ضدباكترياييكه با دارا بودن  است در معرض انقراض گياهي (Ferulago angulata)چوير  مقدمه:
  كاربرد دارد. موادغذايي طبيعي محافظ
ميزان  نال و همچنينهاي رشدي بر تنوع سوماكلوكنندههاي مختلف تنظيماي و غلظتشيشهاثر شرايط مختلف كشت درون هدف:
  مورد بررسي قرار گرفت. هاي ثانويه گياه چويرمتابوليت

اسانس گياهان  .جهت باززايي استفاده شد BAPو  NAA واجد  MSمحيط از، كالزاييسازي پس از بهينه روش بررسي:
به منظور بررسي د. شاستفاده  ازيكروماتوگرافي گنسبت اجزاي اسانس از  تعيينباززاشده و رشد يافته در طبيعت استخراج و براي 

  استفاده شد. ISSRو  SCoT ،CBDPتنوع سوماكلونال از نشانگرهاي 
دست ه ب BAPگرم در ليتر ميلي 1 و D-2,4گرم در ليتر ميلي 2حاوي  چه در محيطريزنمونه ريشه از كالزاييبيشترين درصد نتايج:

گرم در ليتر ميلي 5/0 و BAPگرم در ليتر ميلي1/0حاوي  محيطيپوكوتيل در كالوس حاصل از ه مربوط به بهترين نرخ باززايي .آمد
NAA هاي ثانويه با مقادير متفاوتي نسبت به گياهان در رويشگاه طبيعي بودند. سطح حاوي متابوليت حاصل از باززاييگياهان  .بود

ه بدرصد  53/1و  27ترتيب ه صل از كشت بافت بدر گياهان رشد يافته در شرايط طبيعي و حا α-Pineneزير منحني براي تركيب 
گرم ماده خشك  100ليتر در ميلي 64/0و  26/2. عملكرد اسانس در گياهان وحشي و حاصل از باززايي به ترتيب برابر دست آمد

بافت مي ها بود كه ناشي از وقوع تنوع حاصل از كشتبيانگر تفاوت ژنتيكي نمونه PCRبود. بررسي الگوهاي باندي حاصل از 
  باشد.
  داري در ژنوم و متابولوم اين گياه شده است.اي باعث ايجاد تغييرات معنيطوركلي، محيط درون شيشهه ب گيري:نتيجه

  
  تنوع سوماكلونال هاي رشد،كننده، اسانس، تنظيم Ferulago Angulataواژگان:گل
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  مقدمه
اثرات داراي كه  شونديافت مي گياهان تركيبات متعددي در

 .شوندميهاي ثانويه شناخته عنوان متابوليت و بهدرماني بوده 
اي مورد هاي ثانويه در شرايط درون شيشهامروزه توليد متابوليت

زيادي در مقايسه  هاياي قرار گرفته است زيرا مزيتتوجه ويژه
. براي طبيعي دارد با استخراج اين تركيبات از گياهان تحت شرايط

كيفيت  تاشود دقيق پارامترهاي مختلف، سبب مي كنترلنمونه، 
هاي ويژگي حالي كه در زمان تغيير نكند مواد حاصل در طول

 - مختلف زيستتحت تأثير شرايط  در شرايط طبيعي مرتباً كيفي
  .]1[ گيردمحيطي دستخوش تغيير قرار مي

باشد گونه در جهان مي 35داراي حدود   Ferulagoجنس
ايران است كه سه گونه آن به صورت طبيعي گونه آن بومي  7كه 

از  Ferulago angulateچوير با نام علمي. ]2[كند رشد مي
 Apiaceaeخانواده  و متعلق گياهان دارويي چندساله و مهم ايران

هوايي رويشگاه، ارتفاع  و اقليمي و آب هايويژگي .]3[ باشدمي
كننده ود، شيب زمين و عمق خاك از عوامل محداز سطح دريا

محسوب مي Ferulago angulate يفراواني و پراكنش گونه
رويشگاه محدود از  سبب ايجادمجموع اين عوامل در كه  شوند

ه ب رويهبرداري بيامروزه به علت بهره .]4[ است شدهاين گونه 
 آن هاي طبيعيتخريب رويشگاهنتيجه درخاطر ارزش دارويي و 

در معرض طور جدي ه ن گياه ب، ايدليل چراي بيش ازحد دامه ب
 .]3[ انقراض قرار گرفته است

گياه چوير، يك گياه دارويي محلي مورد توجه ساكنان 
مطالعات اندكي در مورد آن  بومي مناطق پراكنش آن بوده و

بيولوژيك اثرات  تاكنوناين گياه  براي است. انجام گرفته
، ضدانگلي ،]5[ ديابتيآنتي، اكسيدانيآنتي اثرات مختلفي نظير
غذايي  مواد همچنين نگهدارندهو  ]6[ضدباكتريايي ، ضدقارچي

  .]7[ شده است گزارش
هوايي  انداماجزاي اسانس  در تحقيقي در راستاي شناسايي

درصد  7/89تعداد سي و سه تركيب كه  ،F. angulataگياه 
درصد آن  1/77 كه شدندداد، شناسايي اجزا را تشكيل مي

 . آلفاپيننندبود هاترپنكوييزدرصد آن س 6/12و  هامونوترپن
 اوسيمندرصد) و سيس 45/14( استاتدرصد)، بورنيل 3/17(
  در تحقيق بودند. از تركيبات اصلي اسانس گياه درصد)  4/14(

  

در  و گزارش شددرصد  5/0 ربازده اسانس گياه چوي ديگري،
 اوسيمنبتاتركيب شناسايي شده اين گياه، سيس 24مجموع از 

   گاماترپينن درصد)، 12/18( درصد)، آلفاپينن 35/41(
   درصد) و پاراسيمن 283/3( درصد)، ميرسن 613/15(
  .]8[دادند هاي اصلي اسانس آن را تشكيل درصد) تركيب 241/3(

در مناطق غربي  و باشدميچوير بومي ايران  گياه هرحاله ب
ارد هاي كوچكي از عراق و تركيه پراكنش دايران و نيز بخش

با توجه به پراكنش محدود و در معرض انقراض بودن اين  .]4[
هاي ثانويه ارزشمند آن در سنجي توليد متابوليتگياه، امكان

كارهاي زيست گيري از راهاي و بهرهشرايط كشت درون شيشه
فناورانه در جهت بهبود و توسعه توليد تركيبات دارويي اين 

نابراين انجام مطالعات در تواند بسيار مهم باشد. بگياه مي
هاي ثانويه آن در شرايط سنجي توليد متابوليتراستاي امكان
  باشد.ارزشمند مي ايدرون شيشه
 تكثير و بيشتر توليد امكان دليل به زايي سوماتيكيجنين

 تكثير براي مناسب روشيامروزه به عنوان  زا،جنين توده مداوم
امكان تكثير انبوه كه  ]9[ اي گياهان مطرح استدرون شيشه

با استفاده از بيورآكتورها  هاي ثانويه راو توليد متابوليت گياهان
گياهان  بافت تاكنون در زمينه كشت .]10[ نمايدفراهم مي

القاي كالوس و  خصوصدر مطالعات متعدديخانواده چتريان 
توان به از آن جمله مي. انجام شده استزايي سوماتيكي جنين
، ]12[ چترگندمي، ]11[ گياهان گلپروماتيكي در زايي سجنين
  .اشاره نمود] 15[ آنغوزه و ]14[ سبززيره ،]13[ هويج

ها، انجام واكشتويژه اكسينهاي رشد بكنندهكاربرد تنظيم
اكسيژن، و  ، كمبود عناصر ضروري مانند كلسيممتواليهاي 
زايي خودبخودي و تنش در شرايط آزمايشگاهي از جهش

شوند. اين احتمالي تنوع سوماكلونال محسوب ميعوامل 
پلوئيدي و تغييرات طيف كاملي از تغييرات ژنتيكي از سطح پلي

هاي كروموزومي، نوترتيبي ژن، از آنيوپلوئيدي تا شكستگي
اي را نقطههاي دست رفتن ژن، تحرك ترانسپوزوني و جهش

بخصوص در كشت كالوس،  اين پديده .]16[ شودشامل مي
 شودتعليقي، كشت سلول و پرتوپلاست بيشتر ديده ميكشت 

اي از خصوصيات تنوع سوماكلوني طيف گسترده. ]17[
گيرد كه بعضي دربرميرا  ظاهري، فيزيولوژيكي و بيوشيميايي
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 شوشتري و همكاران

 

اما از  .]18[ از آنها ممكن است در اصلاح گياهان مهم باشد
 هاي ظاهري وبا برخي ناهنجاري كه اين تنوع معمولاًآنجا

اي هاي توليد درون شيشهفيزيولوژيكي همراه است در روش
هاي مانند ريزازديادي و كشت كالوس به منظور توليد متابوليت

ثانويه سعي برآن است كه تا حد امكان با كنترل غلظت تنظيم
هاي رشد و تعداد واكشت از بروز تغييرات ژنتيكي كننده

ونال ممكن شناسايي تنوع سوماكل احتمالي جلوگيري شود.
است بر اساس بررسي خصوصيات ظاهري كالوس يا گياهان 

توان با پذير باشد اما در بسياري از موارد نميباززا شده امكان
اطمينان درخصوص وقوع تنوع سوماكلونال اظهارنظر نمود. از 

هاي ملكولي در شناسايي تغييرات اين رو، استفاده از روش
تواند بسيار كارامد افت ميژنتيكي روي داده در شرايط كشت ب

بر اساس  PCRها، استفاده از تكنيك باشد. يكي از اين روش
پرايمرهاي اختصاصي يا غير اختصاصي ژنوم است. تحقيقات 

تواند مي DNAمتعددي نشان داده كه استفاده از نشانگرهاي 
فيروزي و  در شناسايي وقوع تنوع سوماكلونال كارآمد باشد.

تحقيقي در مورد ميزان تنوع سو ماكلونال  در) 2009(همكاران 
هاي سوسپانسيون گياه دارويي ماريتيغال با استفاده از در كشت
هاي نشان داد الگوي نواري ريزنمونه ISSRلكولي ونشانگر م

در  .]19[متفاوت بودند  مختلف و حتي تكرارهاي يك واكشت
 پژوهش ديگري تغييرات سوماكلونال در گياهان باززا شده از

با استفاده  Ducrosia anethifoliaكشت كالوس گياه دارويي 
مورد بررسي قرار گرفت. در  AFLPلكولي واز نشانگرهاي م

اين روش بررسي از دو سيستم هضم آنزيمي حساس و 
غيرحساس به متيلاسيون استفاده شد و نتايج نشان داد كه 

عنوان دسته ديگري از نشانگرهاي مبتني ه ب AFLPنشانگرهاي 
نشانگرهايي مطمئن در بررسي تنوع سوماكلونال  PCRبر 

پديده متيلاسيون  هستند. همچنين نتايج اين تحقيق نشان داد كه
عنوان يكي از عوامل بروز تغييرات سوماكلونال در ه تواند بمي

. در نتايج تحقيق ديگري كه ]20[ كشت بافت مطرح باشد
ين گندم هاي جنتغييرات ژنتيكي در كشت بافت ريزنمونه

قرار  بررسيمورد  ISSR دوروم با استفاده از شش آغازگر
  گرفت و كارايي اين نشانگرها در ارزيابي تنوعات سوماكلونال 

  

  . ]21[ گزارش شد

با توجه به اهميت اقتصادي گياه چوير و همچنين خطر در 
انقراض بودن بخصوص كاهش تنوع زيستي آن در طبيعت، اين 

هاي ثانويه چوير بين ه توليد متابوليتتحقيقدر راستاي مقايس
در رويشگاه طبيعي و گياهان حاصل از  يافتهگياهان رشد 

سازي غلظت باززايي در شرايط كشت بافت و همچنين بهينه
اي جهت كنترل هاي رشد در كشت درون شيشهكنندهتنظيم

تغييرات ژنتيكي ناخواسته بر اساس بررسي پايداري ژنتيكي 
ته در شرايط كشت بافت با استفاده از گياهان رشد ياف

  به اجرا درآمده است. PCRمبتني بر  DNAنشانگرهاي 
  

  هاروش و مواد
 مواد گياهي

رشته ارتفاعات  از 1393در شهريورماه  دارويي چوير گياهبذور 
 )E26,46؛ طول جغرافياي N 11,35عرض جغرافيايي( هاي شاهوكوه

به آوري شده ي جمع. بذرهاآوري شدجمع كرمانشاه استان واقع در
 با اتانول در معرض آب جاري قرار گرفت و سپس ساعت 48مدت 

به  درصد) 5/2( توسط هيپوكلريت سديمو ثانيه،  90مدت  به %70
. درنهايت بذرها سه مرتبه با آب دقيقه ضدعفوني شدند 20مدت 

  مقطر شستشو شدند.
  

  كشت بافت
چه، (ريشه يزنمونهالقاي كالوس، اثر سه فاكتور ر مرحلهدر 

 0 ،1( D-2,4 هاي اكسينكنندههيپوكوتيل، كوتيلدون) و تنظيم
گرم ميلي 2و  0 ،1( BAP گرم بر ليتر) و سيتوكينينميلي 2و 

صورت يك آزمايش فاكتوريل در قالب طرح پايه ه بر ليتر) ب
هاي كالوس چوير مورد گيژتصادفي با سه تكرار بر وي كاملاً

. به منظور انجام فرايند تمايززدايي و القاي مطالعه قرار گرفت
درجه  25هاي كشت شده به اتاقك رشد با دماي نمونه كالوس،
ساعت تاريكي  8ساعت روشنايي و  16گراد و فتوپريود سانتي

روز  15پس از گذشت  انتقال داده شدند. القاي كالوس حدوداً
حدهاي هفته در تمام وا 5ها شروع و بعد از از كشت ريزنمونه

آزمايشي تشكيل كالوس قابل مشاهده بود. در اين مرحله صفات 
د. به ش گيريدرصد كالزايي، وزن تر و وزن خشك كالوس اندازه
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زاي حاصل از مرحله قبل به هاي جنينمنظور باززايي گياهچه، كالوس
هاي متفاوت تنظيمايي شامل تركيبات مختلفي از غلظتهاي باززمحيط
، انتقال يافته و BAدر تركيب با  NAA و D-2,4هاي رشد كننده
گراد و درجه سانتي 25±1ها در اتاقك رشد تحت درجه حرارت كشت

ساعت تاريكي قرار داده شدند.  8ساعت روشنايي و  16در شرايط 
گياهان كامل باززا شده به آرامي از آگار جدا شده و پس از شستشوي 

و  شدهعمولي نگهداري ساعت در آب م 24ريشه گياه با آب ولرم، 
كوكوپيت، پرليت و ورمي خاكي تركيب حاوي هايسپس، در گلدان

 20دماي  به ژرميناتور باكشت شدند. سپس  1:2:1 تكوليت با نسب
   .انتقال يافتدرصد  60گراد و رطوبت درجه سانتي

  
  ارزيابي ملكولي 

هاي رشد يافته در غلظتژنومي از كالوس DNAاستخراج 
 CTAB تنظيم كننده هاي رشد بر اساس روشهاي مختلف 

استخراج شده با استفاده  DNAكميت و كيفيت  انجام و ]22[
هاي درصد بررسي شد. واكنش 8/0از الكتروفورز ژل آگارز 

PCR  ميكروليتر شامل دو ميكروليتر  20در حجمDNA 
ژنومي، دو ميكروليتر آغازگر اليگو نوكلئوتيدي، شش ميكروليتر 

(شركت سينا كلون)  2x ميكروليتر مستر ميكس 10آب مقطر و 
انجام شد و  Biorad- T-100در دستگاه ترموسايكلر 

درصد با استفاده از  5/1بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات 
تفكيك شدند.  TBE (Tris, Boric Acid, EDTA)بافر 

دست آمده بر اساس مقياس صفر و يك ه امتيازدهي الگوهاي ب
اي و هاي آماري شامل تجزيه خوشهصورت گرفت و تجزيه

تجزيه به مختصات اصلي پس از برآورد فواصل ژنتيكي بر 
 DARwinافزاراساس ضريب فاصله دايس با استفاده از نرم

و محتواي  (MI) هاي نشانگرانجام شد. همچنين شاخص 6.1
آغازگرهاي مختلف بر اساس  (PIC) اطلاعات چندشكل

. در اين تحقيق از سه ]23[ دشهاي مربوطه برآورد فرمول
هاي استفاده شد كه توالي CBDPو  ISSR ،SCoT نشانگر

هاي نشانگري در آغازگرهاي انتخابي براي هريك از سيستم
  ارايه شده است. 1 شماره جدول

  

  بررسي تركيبات اسانس
آوري شده از رويشگاه طبيعي هاي هوايي گياه جمعقسمت
دور از تابش مستقيم نور گراد و بدرجه سانتي 25در دماي 

خورشيد به مدت يك هفته خشك شد. استخراج اسانس از 
بافت گياهان باززا شده و رشد يافته در شرايط طبيعي با استفاده 
از روش زير انجام شد؛ به منظور بررسي روغن فرار گياهان 

آوري شده از عرصه از روش تقطير با آب توسط دستگاه جمع
سپس اسانس  .يقه صورت گرفتدق 150كلونجر با زمان 

حاصل از تقطير با هگزان نرمال استخراج و سپس با سولفات 
هاي د. براي استخراج اسانس از نمونهشسديم انيدر خشك 

گرم از بافت گياهان باززاشده با پنج  10حاصل از كشت بافت، 
ليتر دي كلرومتان در هاون چيني ساييده شد. تركيب ميلي

ال داده شد و به منظور جداسازي حاصل به فالكون انتق
درجه  25دقيقه دماي  10به مدت  g4000×سانتريفيوژ (

 100گراد) شد و سپس محلول رويي جدا و تا حجم سانتي
 GC/MSميكروليتر تغليظ و سپس يك ميكروليتر از به دستگاه 

از دستگاه  اسانسبراي شناسايي اجزاي  ].24تزريق شد [
 GC/MSسنج جرمي طيف كروماتوگرافي گازي متصل به

استفاده شد. دستگاه كروماتوگرافي مورد استفاده از نوع 
Agilent 6890  25/0متر و قطر داخلي  30با ستون به طول 

بود.  HP-5MSميكرومتر از نوع  25/0متر و ضخامت لايه ميلي
برنامه دمايي آون به اين صورت تنظيم شد كه دماي ابتدايي آن 

دقيقه،  5توقف در اين دما به مدت  گراد ودرجه سانتي 50
درجه  3گراد و گراديان حرارتي درجه سانتي 240دماي انتهايي 

گراد با درجه سانتي 300گراد در هر دقيقه، افزايش دما تا سانتي
دقيقه توقف در  3گراد در هر دقيقه و درجه سانتي 15سرعت 

ود و از گراد بدرجه سانتي 290اين دما بود. دماي اتاقك تزريق 
متر در ميلي 5/0گاز هليم به عنوان گاز حامل با سرعت (فلو) 

 Agilentنگار جرمي مورد استفاده مدل دقيقه استفاده شد. طيف

5973c  الكترون ولت، روش يونيزاسيون  70با ولتاژ يونيزاسيون
EI  290و  220و دماي منبع يونيزاسيون به ترتيب  
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  و  (PIC) ، محتواي اطلاعات چندشكل(PB) مورد استفاده و مقادير تعداد باند چند شكلتوالي آغازگرهاي  -1جدول شماره 
  مربوط به هر آغازگر (MI) شاخص نشانگر

(´3   ͢ ´5)  آغازگر  PB PIC MI  توالي 

ISSR-1 DBDACACACACACACACA 5 32/0  6/1  

ISSR-2 GGATGGATGGATGGAT 3 33/0  99/0  

ISSR-3 GACAGACAGACAGACA 4 35/0  4/1  

ISSR-4 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 4 2/0  8/0  

CBDP-1 TGAGCACGATCCAATCTA 4 42/0  68/1  

CBDP-2 TGAGCACGATCCAATCAG 4 46/0  84/1  

CBDP-3 TGAGCACGATCCAATCGA 4 3/0  2/1  

CBDP-4 TGAGCACGATCCAATCGG 3 41/0  23/1  

SCoT-1 CAACAATGGCTACCACCA 7 28/0 96/1 
SCoT-2 CAACAATGGCTACCACCC 3 38/0  14/1  

SCoT-3 CAACAATGGCTACCACCG 3 25/0  75/0  

SCoT-4 CAACAATGGCTACCACCT 4 37/0  48/1  

(D=A, G, T, B=C, G, T, Y=C, T) 
  

ها به كمك شاخص بازداري گراد بود. شناسايي طيفدرجه سانتي
هاي موجود در كتب مرجع و با آنها و مقايسه آن با شاخص

سنج جرمي و تركيبات استاندارد و استفاده از استفاده از طيف
  ].25اطلاعات موجود در كتابخانه ديجيتالي صورت گرفت [

  
  نتايج

  القاي كالوس و باززايي گياهچه
هاي مربوط به درصد يج حاصل از تجزيه واريانس دادهنتا

تشكيل كالوس، وزن تر و وزن خشك كالوس بر روي هر 
كننده نشان داد كه اثر هريك از عوامل تركيبات تنظيم ريزنمونه

رشد گياهي و نوع ريزنمونه و همچنين اثر متقابل 
 دار بودنوع ريزنمونه معني و رشد گياهيهاي كنندهتنظيم
بيشترين مدت زمان براي تشكيل كالوس در  ).2 شماره ل(جدو

به طوري كه القاي شد،  اي مشاهدههاي برگ لپهريزنمونه
هفته  3- 4در بيشتر تيمارهاي هورموني  كالوس از اين ريزنمونه

تشكيل كالوس  قابل مشاهده بود. نتايج نشان دادپس از كشت، 
بسته بود. به تركيبات هورموني و نوع ريزنمونه وا كاملاً

 چهريشههاي تشكيل كالوس در ريزنمونه بيشترين درصد
  گرم در ليترميلي 2) در تيمار هورموني حاوي 100%(

2,4-D گرم در ليتر ميلي 1 وBAP  پاسخ  .دست آمدبه

هاي مختلف اي به تشكيل كالوس در غلظتريزنمونه برگ لپه
تر ر ضعيفنمونه ديگهاي رشد در مقايسه با دو ريزكنندهتنظيم
 ايحداكثر ميزان تشكيل كالوس در ريزنمونه برگ لپه بود.

گرم در ليتر ميلي 2حاوي  محيط كشت) در درصد 33/83(
BAP 2,4گرم در ليتر ميلي 5/0 و-D  مشاهده شد. با افزايش

در محيط كشت، وزن تر كالوس  D-2,4غلظت هورمون 
ع افزايش اما وزن خشك كالوس كاهش يافت كه اين موضو

تواند به نقش اين هورمون در سرعت انجام تقسيمات مي
هاي جوان و آبكي شدن كالوس مربوط سلولي و توليد سلول

ها بر اساس مشاهدات ارزيابي كالوسهمچنين باشد. 
زا در ميكروسكوپي حاكي از تشكيل ساختارهاي كروي جنين

  .بود D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0هاي هورموني حاوي تيمار
چه، (ريشه هاي مختلفحاصل از ريزنمونههاي لوسكا

هيپوكوتيل، برگ كوتيلدوني) در بخش كالزايي، به منظور 
حاوي  MSبررسي ميزان تشكيل نوساقه در محيط كشت پايه 

 .شدواكشت  NAAو  BAهاي هاي مختلفي از هورمونغلظت
 هاي كشت،محيطتنها در چند مورد از حاصل نتايج بر اساس 
و  ساقه از كالوس حاصل از هيپوكوتيل مشاهده شدتوليد نو

  در تركيب با  BAگرم در ليتر ميلي1/0حاوي محيط كشت 
به عنوان بهترين محيط براي توليد  NAAليتر گرم در ميلي 5/0

  .)1(شكل شماره  دشنوساقه شناسايي 
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  وزن تر و وزن خشك كالوس درصد تشكيل كالوس، هاي اكسين، سيتوكينين و ريزنمونه برتجزيه واريانس اثر عامل -2شماره  جدول
صفات مورد مطالعه ميانگين مربعات  

 منابع تغيير درجه آزادي
 درصد كالزايي وزن تر وزن خشك

 )A( اكسين 2 **1789/35 **438007/72 **9756/56

  )B( سيتوكينين 2 *1620/37 **3767176/64 **70463/17
 )C( ريزنمونه 2 **84916/10 **890478/68 **15919/16

 سيتوكينين  ×اكسين 4 **1372/69 **818706/64 **8094/34

  ريزنمونه  ×اكسين 4 *895/26 **82616/45 **1819/10
 ريزنمونه×سيتوكينين 4 **3856/83 **262363/91 **5359/56

 ريزنمونه×سيتوكينين×اكسين 8 *728/59 **368490/31 **4733/42

12/43  76/61  45/422 اخط 54   

  درصد 5 دار در سطحوجود اختلاف معني *، درصد يكدار در سطح وجود اختلاف معني**
 

    
  Ferulago angulataهاي تشكيل شده در مرحله كالزايي گياه كالوس -1شكل شماره 

  

  لكولي وارزيابي م
 12تيمار مورد بررسي،  9جهت بررسي تنوع سوماكلونال در 

و  ISSR ،CBDPز آغازگرهاي آغازگر مختلف شامل سه گروه ا
SCoT  مورد استفاده قرار گرفت كه همه آغازگرها، باندهاي

چندشكل قابل امتيازدهي توليد نمودند. متوسط تعداد باندهاي چند 
، 4به ترتيب  SCoTو  ISSR ،CBDPشكل براي نشانگرهاي 

باند به ازاي هر آغازگر بود. بر اساس نتايج حاصل از  25/4و  75/3
، ISSRتحليل الگوهاي باندي حاصل از سه نشانگر  تجزيه و
CBDP  وSCoT  ميانگين فاصله ژنتيكي بين 2(شكل شماره ،(
]. برابر 26[هاي مورد ارزيابي بر اساس ضريب فاصله دايس نمونه

به دست آمد كه اين مقدار فاصله ژنتيكي بيانگر تنوع نسبتاً  35/0
باشد. دامنه تغييرات پايين در بين مواد ژنتيكي مورد بررسي مي

دندروگرام حاصل از  درصد متغيير بود. 64تا  2 فاصله ژنتيكي بين
 ها بر اساس ضريب فاصله دايس و الگوريتماي نمونهتجزيه خوشه

UPGMA بندي نمونه شاهد در فاصله دورتري از ساير بيانگر گروه
). همچنين نتايج حاصل از تجزيه به 3 شماره (شكل ها بودنمونه
كه  اي نشان دادييد نتايج تجزيه خوشهأتصات اصلي ضمن تمخ

ها از آغازگرهاي مورد استفاده براي تعيين فواصل ژنتيكي بين نمونه
  ).4 شماره (شكل اندپوشش ژنومي مناسبي برخوردار بوده
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  CBDP مراز با استفاده از آغازگراي پليالگوي حاصل از واكنش زنجيره -2شكل شماره 

  

1

2

3

4

5

6

7

8

9

با  SCoTو  ISSR ،CBDP حاصل از نشانگرهاي هاي مورد ارزيابي بر اساس چند شكلياي نمونهدندروگرام حاصل از تجزيه خوشه -3شماره ل شك  
 UPGMAاستفاده از ضريب دايس و الگوريتم 
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 ScoTو  ISSR ،CBDP هاي مورد ارزيابي بر اساس چند شكلي حاصل از نشانگرهاينمونه تجزيه به مختصات اصلي -4 شماره شكل

  
  بررسي تركيبات اسانس

ته در فهاي هوايي گياهان رشد يادرصد اسانس در قسمت
گرم ماده 100 به ازايليتر اسانس ميلي 24/2طبيعت برابر 

اين مقدار در گياهان حاصل از كشت بود در حالي كه خشك 
 100 به ازايليتر اسانس ميلي 64/0بافت بسيار كمتر و برابر 

درصد  4/96تركيب ( 34همچنين  ه خشك بود.گرم ماد
رشد يافته در رويشگاه گياهان  حاصل از اسانس دراسانس) 
از گياهان  )كل بافت گياهدرصد  17تركيب ( 14و  طبيعي

شناسايي اي شرايط درون شيشه در باززايي از كالوسحاصل از 
رشد ترين تركيبات شناسايي شده اسانس در گياهان مهمند. شد

)، درصد Ocimene )8/29 (z-β)شامل  در شرايط طبيعييافته 
α-Pinene )27 درصد ،(Isobornyl )7/7 درصد ،(gamma-

Terpinene )9/4 تركيبات، ) بود. از سوي ديگردرصد (E, 

E)- α-Farnesene )80/3 درصد ،(gamma-Muurolene 
 60/2( trymethylbenzaldehyde – 6 ,3 ,2)، درصد 75/2(

 Cis-Chrystanthenyl)،درصد 53/1( α-Pinene)، درصد

acetate )13/1 و درصد (gamma-Terpinene )56/0 
اجزاي اصلي اسانس در گياهان حاصل از از ) درصد

اي شناسايي شدند (جدول در شرايط درون شيشه ريزازديادي
  .)3شماره 
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 ط رشد يافته در طبيعت و حاصل از ريزازدياديدهنده اسانس در گياه دارويي چوير در دو شراياجزاي تشكيل -3 شماره جدول

Samples 
KI 

 * گياه باززا شده گياه رشد يافته در طبيعتاسانس 
 شماره نام تركيب 

Area (%) شناسايي شده Area (%) شناسايي شده 

924 07/0   - - Tricyclene 1 

927 19/0   - - α-Thujene 2 

935 01/27   53/1   α-Pinene 3 

952 80/2   - - Camphene 4 

1264 - - 13/1   Cis-Chrystanthenyl acetate 5 
1288 - - 51/0   Cis-Verbenyl acetate 6 
957 21/0   - - Thuja-2,4(10)-diene 7 

975 60/0   - - Sabinene 8 

981 22/1   - - β-Pinene 9 

1375 - - 60/2   2, 3, 6 – trymethyl benzaldehyde 10 
2614  - - 54/0   β-Ylangene 11 

1491 - - 75/2   gamma-Muurolene 12 
992 56/3   65/0   Myrcene 13 

1011 67/0   - - α-Phellandrene 14 

1021 10/1   - - α-Terpinene 15 

1030 46/2   - - p-Cymene 16 

1033 64/2   - - Limonene 17 

1036 18/0   - - β-Phellandrene 18 

0411  84/29   46/0   (z-β)Ocimene 19 

1050 51/1   - - (E-β)Ocimene 20 

1063 85/4   56/0   gamma-Terpinene 21 

1089 57/0   - - Terpinolene 22 

1133 22/3   - - allo-Ocimene 23 

1151 39/0   - - cis-Verbenol 24 

1155 20/1   - - trans-Verbenol 25 

1189 18/0   - - Terpinene-4-ol 26 

1220 08/0   - - Verbenone 27 

1230 07/0   - - trans-Carvacrol 28 

1291 70/7   39/0   Isobornyl 29 

1381 18/0   - - α-Copaene 30 

1389 08/0   - - β-Bourbonene 31 

1434 29/0   - - gamma-Elemene 32 
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 -3ادامه جدول شماره 

Samples 
KI 

 * گياه باززا شده ياه رشد يافته در طبيعتگاسانس 
 شماره نام تركيب 

Area (%) شناسايي شده Area (%) شناسايي شده 

1456 09/0   - - (z,β) Farnesene 33 

1516 - - 80/3   (E, E)- α-Farnesene 34 
1716 - - 30/2   (E)-gamma-Atlantone 35 
1474 05/0   - - β-Acroadiene 36 

3148  88/0   - - gamma-Curcumene 37 

1489 92/2   - - Germacrene D 38 

1504 20/0   35/0   Bicyclogermacrene 39 

1526 25/0   25/0   delta-Cadinene 40 

1570 14/0   - - Germacrene B 41 

  ده است.ش: درصد شناسايي شده نسبت به كل بافت گياه باززا شده از كالوس بيان  *
  

 حثب
بومي يكي از گياهان  )Ferulago angulate( گياه چوير

از  و كندرشد مي در ارتفاعات زاگرس است كهغرب ايران 
 .باشدمي خاصيارزش داراي  ثره داروييؤلحاظ تركيبات م

ي خواب بذر و منوكارپيك دوره وجود اين گياه به علت تكثير
بخش با محدوديت زيادي مواجه بوده و همه ساله بودن آن 

رويه در حال هاي آن به سبب برداشت بيبزرگي از رويشگاه
هاي باشد. لذا تكثير سريع اين گياه با تكيه بر روشتخريب مي

اي شيشههاي كشت درونگيري از روشزيست فناورانه و بهره
تواند هاي ثانويه ارزشمند آن ميبه منظور توليد متابوليت

وگيري از انقراض اين راهكاري براي حفظ تنوع زيستي و جل
  گونه دارويي خاص باشد. 

نتايج بررسي القاي كالوس در مطالعه حاضر نشان داد 
 لازم ژنتيكي اطلاعات تمام حاوي گياه ايهسلول همه اگرچه
-ريزنمونه اما، ]27[ دهستن كامل گياه يك آوردن به وجود براي

بر  ندارند. توانايي يكساني كالوس توليد براي مختلف هاي
تري در بافت ريشه ريزنمونه مناسب اين تحقيق ساس نتايجا

مقايسه با دو ريزنمونه ديگر براي القاي كالوس شناسايي شد 
كه مشابه با نتايج تحقيقات مشابه در زمينه القاي كالوس در 

. اگر چه در اين تحقيق ريزنمونه ]28[ باشدگياه چوير مي
  داد. مناسب بودن  هيپوكوتيل نيز كالزايي قابل قبولي را نشان

  

  

ريزنمونه هيپوكوتيل جهت القاي كالوس در گياه دارويي 
نيز گزارش شده است  (.Echinacea purpurea L) سرخارگل

تواند مربوط به ها ميتفاوت در توان كالزايي ريزنمونه .]29[
زا باشد و هاي درونهاي متابوليكي و مقدار هورمونتفاوت فعاليت

زا زا شايد بتواند به عنوان يك وضعيت تنشونتيمار با اكسين بر
و روند تقسيمات سلولي را به سوي جنين شدهتوسط بافت تلقي 

تركيباتي كه باعث القا و رشد كالوس مي .]30[تغيير دهد زايي 
ا يا سيتوپلاسم شناسايي هاي خاصي در غششوند از طريق گيرنده

هاي شناسايي آنها اهكنش اين تركيبات با جايگنتيجه برهمشده و در
ترتيب ريزنمونهدر بافت هدف، نوع پاسخ تعيين خواهد شد. بدين

هاي رشد، ميزان متفاوتي از كنندهثير تنظيمأهاي مختلف تحت ت
  .]31، 32[ دهندكالزايي را نشان مي

هاي رشد بر وزن كالوس كنندهدر بررسي اثر غلظت تنظيم
داراي رابطه لوس وزن تر كابا  D-2,4غلظت  مشخص شد كه

باشد داراي رابطه معكوس ميوزن خشك كالوس  و با مستقيم
در افزايش حجم  D-2,4 توان به نقشاين موضوع را مي كه

 مطالعه حاضر مرتبط دانست. نتايج ها به دليل آبكي شدنسلول
فاقد اكسين ميزان القاي  MSكشت  هايدر محيط نشان داد كه

ن موضوع بيانگر نقش كليدي كه اي بسيار پايين بودكالوس 
تنظيم تناسب در غلظت . باشداكسين در فرايند كالزايي مي

هاي رشد جهت القاي كالوس در بسياري از گياهان كننده
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در بسياري از گياهان  D-2,4. هورمون ]33[ گزارش شده است
. ]34[ زايي نقش داردهايي در شروع جنينبا ايجاد سيگنال

در فرايندهاي تنظيمي و فيزيولوژيكي ها مكانيسم عمل اكسين
هاي پروتئيني در سطح غشا، سلول به حضور گيرنده
- پلي RNAنهايت ي دارد كه درسيتوپلاسم و هسته بستگ

در تنظيم تقسيم  دخيلهاي رونويسي از ژن ولئي مسمرازها
  .]35[ كنندفعال ميرا سلولي 

 هاي مشاهده شده در الگوهاي باندي حاصل ازتفاوت
PCR  و نيز باندهاي اختصاصي در گياه شاهد و تيمارهاي

ها است كه ناشي از تنوع هورموني، بيانگر تفاوت ژنتيكي نمونه
باشد. تشكيل حاصل از كشت بافت يا تنوع سوماكلونال مي

ثير أباندهاي اختصاصي در تيمارها، وجود تنوع ژنتيكي و ت
نشان مي ها راكشت بافت در ايجاد تنوع ژنتيكي در اين نمونه

در بررسي تنوعات  PCRدهد. كاربرد نشانگرهاي مبتني بر 
سوماكلونال در مطالعات مختلفي گزارش شده است. از جمله 

در بررسي تنوع سوماكلونال  RAPD توان به كاربرد نشانگرمي
در بررسي تنوعات  ISSR ، استفاده از نشانگرهاي]36[ در موز

 ]19[ دارويي ماريتيغالسوماكلونال در كشت سوسپانسيون گياه 
در بررسي  AFLPو استفاده از پلي مورفيسم حاصل از نشانگر 

و گياه وشا ] 37[تنوع سوماكلونال در كشت بافت گياه مارچوبه 
  اشاره نمود. ]20[

هاي مختلف، بيشترين در بررسي فواصل ژنتيكي بين نمونه
در مقادير فاصله ژنتيكي مربوط به فاصله بين نمونه رشد يافته 

هاي حاوي هاي رشد يافته در محيطمحيط شاهد با نمونه
كه  بود. اين نتايج بيانگر آنست D-2,4هاي بالاتر غلظت

تواند منجر به هاي بالا ميدر غلظت D-2,4استفاده از هورمون 
مقايسه متوسط ميزان شاخص  تغييرات ژنومي جدي شود.

ان محتواي اطلاعات چند شكل براي نشانگرهاي مختلف نش
با محتواي اطلاعات چند شكل  CBDP داد كه نشانگرهاي

در مقايسه با دو نشانگر ديگر از كارايي بيشتري  4/0برابر با 
  باشد. ها برخوردار ميجهت تفكيك نمونه

نتايج حاصل از بررسي فيتوشيميايي نشان داد كه ميزان 
توليد اسانس در گياهان حاصل از كشت بافت در مقايسه با 

باشد. رشد يافته در رويشگاه طبيعي بسيار كمتر ميگياهان 

اي، همچنين گياهان باززا شده در شرايط كشت درون شيشه
هاي ثانويه بودند. در گياهان رشد يافته فاقد تعدادي از متابوليت

در رويشگاه طبيعي و گياهان حاصل از ريزازديادي به ترتيب 
وت زيادي دهنده تفاد كه نشانشتركيب شناسايي  14و  34

ميان اين دو گروه از گياهان مورد بررسي است. با وجود موارد 
 gamma-Terpinenو  α-Pineneمذكور، توليد دو تركيب مهم 

دهد كه روش كشت در گياهان حاصل از ريزازديادي، نشان مي
تواند به عنوان يكي از راهكارهاي توليد برخي از بافت مي
گياه مورد استفاده قرار گيرد. هاي ثانويه مهم در اين متابوليت

دار بين تركيبات موجود در اسانس گياهان هاي معنيوجود تفاوت
حاصل از كشت بافت و گياهان رشد يافته در شرايط طبيعي در 

اين تفاوت  .]38، 39، 40[ تحقيقات زيادي گزارش شده است
فاحش ميان تركيب و محتواي اسانس گياهان رشد يافته در شرايط 

و گياهان حاصل از ريزازديادي ممكن است به دلايل طبيعي 
توان به ثر بر اين اختلافات ميؤمختلفي باشد. از جمله عوامل م

تنوع ژنتيكي، شرايط محيطي، مواد غذايي موجود در خاك و 
توانند نقش مهمي بر محيط كشت اشاره نمود. اين عوامل مي

 .]41[ هاي گياهي داشته باشندمسيرهاي بيوسنتز متابوليت

  
  گيرينتيجه
طور كلي اين تحقيق نشان داده كه شرايط محيط كشت از ه ب

تواند بر وقوع تغييرات هاي رشد، ميكنندهجمله غلظت تنظيم
ثر باشد. ؤهاي ثانويه گياه چوير مژنومي، ميزان و نوع متابوليت

به عنوان نشانگرهاي هدفمند ژني در  CBDPنشانگرهاي 
اند. ال از كارايي مناسبي برخوردار بودهشناسايي تنوع سوماكلون

تواند نوع و مقدار اي ميهمچنين شرايط كشت درون شيشه
  هاي ثانويه را در گياه چوير دستخوش تغيير نمايد.متابوليت

  
  تشكر و قدرداني

بدينوسيله از معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه آزاد 
ات و اسلامي واحد كرمانشاه به خاطر فراهم آوردن امكان

  د.شوحمايت مالي براي انجام اين تحقيق سپاسگزاري مي
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Abstract  
 

Background: Ferulago angulata (Known in Iran as Chavir) is an endangered species with Anti 
fugal and anti-bacterial activity that can act as a natural preservator. 
Objective: Evaluation the effect of in vitro culture conditions and plant growth regulators on 
somaclonal variation and the phytochemical content of in vitro regenerated plants. 
Methods: Induced calli were transferred to Murashige and Skoog (MS) medium supplemented 
with 1-Naphthaleneacetic acid (NAA) and 6-Benzylaminopurine (BAP) for regeneration stage. The 
essential oils were extracted by Clevenger apparatus and the yield and composition of essential oils 
were assayed by GC/Mass. Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR), Start codon Targeted (SCoT) and 
CAAT Box Derived Polymorphism (CBDP) markers were used to assess somaclonal variation. 
Results: The highest callus formation was obtained via radicle explant in MS medium 
supplemented with 2 mg/L 2,4-D and 1mg/L BAP. Maximum percentage of regeneration was 
occurred via derived calli from hypocotyl in MS medium supplemented with 0.1 mg/L BAP and 0.5 
NAA. The phytochemical assay revealed a considerable differences between natural habitats and  
in vitro regenerated plants. The percentage of α-Pinene in plants derived from natural habitats and 
in vitro conditions were 27 and 1.53 respectively. The yield of essential oils were 2.26 and 0.64 
(ml/100g D.M.) in natural habitats and in vitro regenerated plants respectively. The result of PCR 
assay indicated genetic variation between tissue cultured samples. 
Conclusion: The results indicated that in vitro culture conditions had a considerable effect on 
genome and metabolome of Ferulago angulate. 
 
Keywords: Ferulago angulata, Callus induction, Plant growth regulator, Somatic embryogenesis 

 
 


