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 چکیده

منجر به  استخراج مواد موثره این گیاه .است ایران دارویی گیاهان مهمترین از یکی بیان شیرین

 از. بدنبال داردرا  محیط زیستتخریب این امر كه  شدهعمیق و چندساله از خاک های  برداشت ریشه

 تولید و ریزوژنز آگروباكتریوم با گیاهان تلقیح ،در گیاهانهای ثانویه  تولید و افزایش متابولیت راهکارهای

مزایایی مانند دارای و  داشتهها  توان بالایی در تولید انواع متابولیت های مویین است. ریشه مویین ریشه

تکثیر آنها در مویین،  ریشه كشت مهم های محدودیت از سرعت رشد بالا در محیط فاقد هورمون هستند.

 با تولید گیاهان .استبیوراكتورهای استریل و پرهزینه  از مند استفادهمقیاس وسیع است كه نیاز

 در شرایط طبیعی( بخش هواییشده با آگروباكتریوم ریزوژنز دارای ریشه مویین و  كامپوزیت )گیاه تلقیح

ex vitro و جهت كرد تولید هزینه و زمان در جویی صرفهو با  مویین های ریشهگیاهانی دارای  توان می 

 در گیاهان كامپوزیت بهره برد. آبکشت از تلفیق ،های مویین یاس وسیع ریشهحل مشکل كشت در مق

محیط  و كشت آنها در ex vitro شرایط در بیان شیرین كامپوزیت گیاهان با نحوه تولید دستورالعمل این

 در محیط كامپوزیت گیاهان كشت آشنا خواهید شد. تلفیق ثانویه های متابولیت تولید برای آبکشت

 برداشت های مورد نظر در شرایط كنترل شده و جلوگیری از روش نوینی برای تولید متابولیت آبکشت

 است. منابع تخریب و طبیعت از ساله چند های ریشه

  ثانویه متابولیت، گیاه كامپوزیت، نیزیریسیگلبیان،  آگروباكتریوم ریزوژنز، شیرین کلمات کلیدی:

 

   مقدمه

گیاهی چندساله از خانواده بقولات  Glycyrrhiza glabra L. بیان با نام علمی گیاه شیرین

(Fabaceae و از مهمترین گیاهان دارویی بومی ایران است كه به دلیل دارا بودن تركیبات دارویی و )

غذایی مهم در ریشه و ریزوم آن در دنیا حائز اهمیت بوده و مورد توجه صنایع دارویی، غذایی، آرایشی و 

عنوان دارو یاد شده  ها به در اكثر فارماكوپه انیب نیریریشه ش (.1371 ،یزرگر) استفته دخانیات قرار گر

نظیر آمریکا، چین و سایر سال است كه استفاده دارویی دارد و در فارماكوپه كشورهایی  4000حدود  و
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 ها های تری ترپن این گیاه دارای تركیبات متعددی از خانواده .(Li et al., 2011) شده است ثبت كشورها

، لیکویریتیننوع فلاونوئید از جمله  300گلیسیریزین، بیش از  ماننددرصد(  4-20) ها ساپونین

ومارین، ، ایزوفلاونوئیدها، هیدروكسی كایزولیکویریتین، ایزولیکویریتیجنینهای  ، چالکونلیکویریتیجنین

درصد( و به مقدار  2-30ساكاریدها )  پلیدرصد(، نشاسته،  1-2، ساكارز )های فرار ها، روغن استرول، رزین

در طب سنتی آسیا و اروپا برای  بیان شیرین .(Asl and Hosseinzadeh, 2008) جزئی اسانس است

قلبی  یها یماریتومور و ب ،در طب سنتی چین در درمان هپاتیت، تنفسی یها عفونتزخم معده و درمان 

 .(Li et al., 2012)شده است   درمان ورم معده و سرفه استفاده دردر طب سنتی ایران نیز و  اردكاربرد د

های پوستی و همچنین درمان  های تنفسی و مسکن در التهاب ن گاستریت، عفونتبیان در درما شیرین

گرفتگی عضلات، تورم و روماتیسم كاربرد دارد. گلیسریزیک اسید موجود در گیاه با توانایی مهار باكتری 

 ,.Csuk et al) هلیکوپیلوری در درمان زخم معده، مشکلات مخاطی معده و كاهش اسید معده مؤثر است

قدار ریز بدن تأثیرگذار است و مصرف آن ممکن است م این گیاه بر سیستم غدد درون .(2010

تستوسترون خون را كاهش دهد. همچنین اثرات افزایش ترشح سرتونین و پروستاگلندین در معده را 

استفاده از این گیاه در  . (Colalto, 2010)نماید میو اثرات ضدتورم معده را از این طریق اعمال  داشته

 ,.Krausse et al)شده است   تأییدهای معده و دوازدهه  تورم بخش فوقانی دستگاه تنفس، زخمدرمان 

شود و برخی از  در بیمارن مبتلایان به ایدز می HIVاین گیاه مانع همانندسازی ویروس  عصاره . (2004

دارند. وجـود تركیبـات   ها را بر عهده تركیبات این گیـاه اثـرات ضد سرطانی و برخـی اثرات مهار آنزیم

شده اسـت. گزارشات  سیدان قـوی نیز در این گیاه گزارشاك چربی و فلاونوئیدها با فعالیت آنتی ندهكاه

نتایج بیانگر این است كه عصاره اند و  متعددی اثـرات سـمیت سـلولی عصاره شیرین بیان را بررسی كرده

تری نسبت به داروهای استروئیدی و  این گیاه سمیت سلولی بسیار كمتـر و اثـر مهاری ضعیف

 .(Maysoon et al., 2011) غیراستروئیدی دارد

شدن مورد   و پس از خشک شدهساله از خاک خارج  2-3های  برداری از گیاه، ریشه جهت بهره

های ثانویه  گیرد. از آنجا كه در طبیعت سرعت تولید متابولیت استفاده صنعتی و سنتی متعدد قرار می
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های بیوتکنولوژی برای تولید سریع  ستفاده از روش، ااست كند بوده و مدت زمان طولانی برای تولید لازم

رسد. بیوتکنولوژی از طریق كشت سلول، بافت و  های ثانویه و دارویی ضروری به نظر می و انبوه متابولیت

های  سازد كه تولید متابولیت ، این موقعیت را فراهم می(in vitroشیشه ) یا اندام گیاهان در شرایط درون

 اهانیدر گ هیثانو تیمتابول دیتولشده و در مدت زمان كوتاهتری انجام گیرد.  گیاهی تحت شرایط كنترل

 فقط ها ارتباط وجود دارد. برخی از متابولیت هیثانو تیمتابول دیو تول یسلول زیتما نیاست و ب زیتما ینوع

اه گلیسیریزین از مهمترین مواد موثره گی (.1385)اصغری،  شوند می تولید ریشه كشت مرحله در

 را ریشه كشت .(Amani et al., 2005) شده است  های گیاه گزارش باشد كه از ریشه بیان می شیرین

های  نمود. از راهکارهای افزایش تولید متابولیت ایجاد تراریخت ریشه و نابجا ریشه به روش تولید وانت می

، استفاده از یک ناقل طبیعی به نام آگروباكتریوم ریزوژنز و طراحی سیستم كشت ریشه در گیاهان ثانویه

یک سیستم  عنوان بهاستفاده از كشت ریشه مویین . (Bourgaud et al., 2001) اشدب مویین می

بسیار ریشه گیاهان در های موجود  های ثانویه و به ویژه متابولیت بیولوژیکی مناسب برای تولید متابولیت

از مزایای . سرعت رشد بالا، انشعابات فراوان و نگهداری آسان (Guillon et al., 2006)اهمیت است  حائز

ی ها شهیر اینعلاوه  به هستند،ی مویین دارای پایداری ژنتیکی و بیوسنتزی ها شهیر. استاین نوع كشت 

 از. كنند یم تولید را ثانویه های متابولیت از بالاتری سطوح گیاه معمول یها شهیر با مقایسه در تراریخت

 این زیرا كرد، استفاده ثانویه های متابولیت تولید همیشگی منبععنوان  به توان یم های مویین ریشه

 ثانویه یها تیمتابول صنعتی و یصنعت مهین تولید برای ودارند  را بیوراكتورها در رشد قابلیت ها شهیر

با  ،(Toivonen and Rosenqvist, 1995) تیونن و رزنکویست .(Hu and Du, 2006) شوند یماستفاده 

  ریشه مویین .glabra Gدر گونه  Riدارای پلاسمید  C58C18استفاده ازآگروباكتریوم سویه 

گیری مشخص نشد. لی و همکاران  تولید نمودند ولی در این تحقیق هیچ مقدار گلیسیریزین قابل اندازه

(Li et al., 2000)، را مشاهده  یبیان چندین تركیب فلاونوئید های مویین در شیرین با ایجاد ریشه 

های مویین گونه  با استفاده از كشت ریشه ،(Asada et al., 2000). در تحقیقات آسادا و همکاران ندكرد

glabra G.  بیوسنتز بخش پرنیل تركیبGlabrol  .فلاونوئید( از طریق مسیر غیر موالونیک بررسی شد(
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ریزوژنز را با آگروباكتریوم  .glabra Gپروتوپلاست گونه ، (Kovalenko et al., 1989)كوالنکو و همکاران 

های غیر  مقدار تركیبات فنلی دو برابر بیشتر از سلول ،های مویین تلقیح كردند كه پس از القاء ریشه

 مویین ریشه در گلیسیریزین تولید ،(Shirazi et al., 2012) همکاران و تراریخت گزارش شد. شیرازی

كردند كه اولین گزارش از تولید گلیسیریزین در ریشه  عنوان ار .glabra G گونه ایران بومی بیان شیرین

های  رشد بخش ،استهای هوایی  نبود بخش ،های كشت ریشه مویین از محدودیتمویین این گونه بود. 

 ;Hayashi et al., 2009) استگلیسیریزین مسیر های موثر در  برای تولید فعال ژنعنوان عامل  بههوایی 

Kirakosyan et al., 2009). ها در ریشه، از روش تولید گیاهان  های اخیر برای مطالعه عملکرد ژن در سال

گیاه با اندام هوایی طبیعی  تولید شود كه روشی موثر و سریع ( استفاده میcomposite plantكامپوزیت )

كشت بافت و در محیط استریل به روش آگروباكتریوم ریزوژنز بوده و شده با  های تلقیح و ریشه

تر است كه مرحله كشت  ، روشی جدیدتر، سریع و كم هزینهex vitroروش شیشه قابل انجام است.  درون

)از جمله بیان  زیـادی برای بررسی بیان ژنگردیده است. گیاهان كامپوزیت پتانسـیل    بافت در آن حذف

برای مطالعه جذب مواد غذایی، انتقال هورمون و  آنهاد و از نموقت ژن( و بررسی فنوتیپ ریشـه دار

آخرین  .(Collier et al., 2005) شود كننده گره استفاده می های ایجاد ریشه گیاه بـا باكتری برهمکنش

های آزمایشگاهی استفاده از بیوراكتورها  ای ثانویه در سیستمه های تولید متابولیت مرحله توسعه تکنیک

های مویین، كشت وسیع آنها در مقیاس صنعتی  كارگیری تجاری ریشه محدودیت اصلی بهاز باشد.  می

و تکان آورند  بزرگ مشکلات منحصر به فردی را به وجود می مقیاسهای مویین در  ریشهكشت است زیرا 

 شود كه از  های مویین و تولید كالوس می شدن ریشه دادن مکانیکی آنها در بیوراكتورها سبب زخم

های ثانویه همبستگی منفی  باشد و با تولید متابولیت ای ثانویه نامطلوب میه تولید متابولیت دیدگاه

( و بیوتکنولوژی آبکشت سیستمهای بر پایه باغبانی ) با تلفیق تکنولوژی . (Giri and Narasu, 2000)دارد

های طبیعی  توان روشی برای تولید و افزایش مولکول روباكتریوم ریزوژنز( می)تراریختی ژنتیکی با آگ

 همکارانبیان توسط زبرجدی و  تولید گیاه كامپوزیت شیرین دارای خواص دارویی و آرایشی ایجاد كرد.

(Zebarjadi et al., 2017) و پیری و همکاران  (Piri et al., 2016) ، گزارش شد كه به توانایی تراریختی
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 ,.Shirazi et al)های مختلف باكتری در تولید گیاه كامپوزیت پرداختند. شیرازی و همکاران  سویه

كشت بافت و استریل را  محیط بیان در در گیاهان كامپوزیت شیرین CYP88D6، انتقال ژن (2018

 گزارش كردند.

و انتقال  ex vitro طیدر شرا انبی نیریش تیكامپوز اهیگ تولید ، روشحاضردستور العمل فنی 

 ،كه ارائه خواهد دادمختلف  های تیمتابول دیجهت تول یوراكتوربی عنوان به آبکشت طیشراها به  اهچهیگ

كنترل بیان در شرایط  گیاه شیرین های برای تولید و افزایش متابولیتروش مناسب، كم هزینه و كاربردی 

 .است شده
 

 انجام کارمراحل 

 بیان کشت بذور شیرین

دلیل پوسته  به. شدتهیه شده از شركت پاكان بذر استفاده بیان  شیرینور بذ ازدر این دستورالعمل 

. كنیداستفاده دقیقه  20مدت  هبدرصد(  98)اسید سولفوریک غلیظ  ازدهی  منظورخراش و به بذرضخیم 

كاغذ  دارای های دیش پتری رویو  كردهجدا با شستشو توسط آب طور كامل  بهاز بذرها اسید را  ،سپس

 ازبعد  .دهیدتاریکی قرار شرایط در و گراد  درجه سانتی 23-27ساعت در دمای  24مرطوب و به مدت 

گراد و در  درجه سانتی 23-27 های جدید دارای كاغذ صافی و در دمای پتری داخل را اعت بذرهاس 24

 بدون ویتامین  MS 1/4محلول، و به محیط دهیدساعت تاریکی قرار  8ساعت روشنایی،  16دوره نوری 

استفاده  با باكتری تلفیح جهت هروز 3-5 های گیاهچه (.1)شکل  كنیداضافه ( 1)جدول  pH=8/5با 

  شوند. می

 

 

 

 

 خراش دهی و کشت بذور شیرین بیان بر روی کاغذ صافی  -1شکل
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 بدون ویتامینMS ای محیط کشت  های ذخیره ترکیبات محلول -1جدول 

 10Xماکرو  یرهذخ محلول (لیتر بر)گرم  عنصر

5/16 KH4NO3 

19 KNO3 

4/4      2H2O. CaCl2       

7/3 MgSO4. 7H2O 

7/1 KH2PO4 

 100Xمحلول ذخیره میکرو  (لیتر بر گرم یلی)م عنصر

2230 MnSO4.4H2O                                                                                                    

860 ZnSO4. 4H2O 

620 H3BO3                                                                                                    

25 Na2MoO4. H2O 

5/2 CuSO4.5H2O                                                                                                       

5/2 CoCl2. 6H2O 

83 KI                                                                                                        

 100Xمحلول ذخیره آهن  میلی لیتر( 100گرم در  عنصر )میلی

278 Fe2SO4. 7H2O 

37 Na2EDTA. 2H2O 

 

 ریزوژنز مآگروباکتریوهیه کشت سوسپانسیون ت

را  ATCC 15834سویه برای تهیه كشت سوسپانسیونی، یک كلون از باكتری آگروباكتریوم ریزوژنز 

 گرم بر لیتر 15 وگرم در لیتر ریفامپیسین  میلی 50 دارای ( 2)جدول  pH=7با  LBروی محیط جامد 

هایی  واكشت ،یک روز قبل از تلقیح. كنیدكشت در شرایط استریل آگار بصورت استریل تهیه كرده و 

لیتر  میلی 50در فالکون  را ATCC 15834سویه یک كلون از باكتری آگروباكتریوم ریزوژنز مایع شامل 

ریفامپیسین گرم در لیتر  میلی 50و  )بدون آگار(مایع  LBلیتر محیط كشت  میلی 10شده حاوی  اتوكلاو

 180گراد، با سرعت  درجه سانتی 28به شیکر انکوباتور با دمای  سپس كشت مایع باكتری. كنیدكشت 

شدن این  كرده و فعال شود. بعد از سپری  تا باكتری رشدگردد و شرایط تاریکی منتقل  دور در دقیقه
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. كنیدتعیین  600ODبا استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتری در را مدت، غلظت سوسپانسیون باكتری 

 .مناسب تلقیح است OD600 = (0/2-0/4غلظت سوسپانسیون )

 
 LBترکیبات مورد نیاز تهیه یک لیتر محیط کشت  -2جدول 

 غلظت )گرم بر لیتر( اجزاء

 5 عصاره مخمر
 10 تریپتون

 10 کلریدسدیم

 

 آگروباکتریوم ریزوژنزبیان با  شیرین های گیاهچهتلقیح 

صورت اریب  ز محور زیر لپه بهارا سالم و یکدست ، زده های جوانه  های گیاهچه برای تلقیح ابتدا ریشه

. سپس بگذاریددرون آب استریل ها را   ، نمونه گیداز پژمر گیریبمنظور جلوو  دهید برشبا تیغ اسکالپل 

 3300 قدرت نسبیدقیقه در دمای محیط و با  10مدت  بهشده را سوسپانسیون باكتری آماده و فعال 

(RCF) سنگ  های پشم مکعب .بریزیدرا دور  محیط كشتباقی و  كند تا باكتری رسوب كنید سانتریفیوژ

و سپس  كنیدیک حفره ایجاد  ها  و درون آنداده  سانتیمتر برش 1سانتیمتر در  1در ابعاد را شده  استریل

داده  باكتری رسوب. دهیدقرار شده با الکل  دار ضدعفونی داخل ظروف یکبار مصرف دربرا ها  سنگ پشم

سمپلر استفاده از با و شده  اتوكلاو MS 1/4محلول  لیتر میلی 10با درون فالکون را به آهستگی ابتدا 

را ها  فالکونبه آرامی و  كنیدمجدداً اضافه  MS 1/4محلول  دیگر لیتر میلی 20 نموده و در نهایت حل

لیتر  میلی 5 قرار دهید و  شده ریشه قطع باگیاهچه یک سنگ  . درون هر سوراخ پشمدهیدتکان 

و در نهایت مقداری آب استریل  ریختهداخل پشم سنگ  OD600 = (0/2-0/4سوسپانسـیون بـاكتری )

را درب ظروف  (.2ت اشباع شود )شکل بتا فضا از رطو كنیدها اسپری  درون ظروف نگهداری گیاهچه

 ،ساعت 24. بعد از دهیددر شرایط تاریکی قرار و گراد درجه سانتی 23بسته و در اتاقک رشد با دمای 

لیتر  میلی 6سنگ  و سپس به هر پشم بگذاریدساعت باز  1-2به مدت را ها  ظروف حاوی گیاهچهدرب 

درجه سانتی 25اتاقک رشد با دمای  بهو مجدداً درب ظروف را بسته و  كنیدآب مقطر استریل اضافه 
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، ها گیاهچه . در طول مدت رشدكنیدمنتقل ساعت تاریکی  8ساعت روشنایی و  16گراد با شرایط 

های  ظهور ریشهرشد و . بعد از كنیدآبیاری  MS 1/4حیط بار با مبا آب مقطر و هر هفته یکرا ها  ریشه

گرم در  میلی 500) بیوتیک سفوتاكسیم ها با آنتی جهت حذف باكتری اضافی، ریشه(، 3)شکل  مویین

 .داده شوندشستشو  لیتر(

 

 

 تلقیح گیاهچه های شیرین بیان با آگروباکتریوم ریزوژنز -2شکل 

 

 

 های مویین در آنها ظهور ریشهرشد گیاهان کامپوزیت و -3شکل 
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  آبکشتانتقال گیاهان کامپوزیت به محیط 

 ،ساعت روشنایی 16و با دوره نوری  آبکشتمحیط به را ها، گیاهان  حدود یکماه بعد از رشد گیاهچه

روز یکبار محیط كشت  10. در این مدت هر كنید گراد منتقلدرجه سانتی 25دمای و  ساعت تاریکی 8

 (.4)شکل  دكنی استفادهپمپ آكواریوم  ازهوادهی جهت و  شودتعویض  (3)جدول هوگلند  2/1 محلولبا 

و كرده  انتخابصورت تصادفی، ریشه  های گیاه كامپوزیت به ها، از نوک ریشه از رشد كافی ریشه پس

درجه سانتیگراد  -70در فریزر با دمای ، DNAو تا زمان استخراج  كنیدداخل نیتروژن مایع منتقل  به

 .شوندنگهداری 

 ترکیبات و مقدارهای مورد استفاده در محیط هوگلند  -3جدول 
 

 (گرم )مقدار  ترکیبات محلول ذخیره

 

KCl 37/0 

H3BO3 152/0 

MnSO4.H2O 034/0 

ZnSO4.7H2O 058/0 

CuSO4.5H2O 013/0 

H2MoO4 0092/0 

Fe-EDTA 862/0 

لیتر  میلی 200حل کردن در -2
 آب مقطر

Ca(NO3)2.4H2O 446/9 

لیتر  میلی 200حل کردن در -3
 آب مقطر

KNO3 

NH4H2PO4 

066/6 
1053/1 

لیتر  میلی 200حل کردن در -4
 آب مقطر

MgSO4.7H2O 4647/2 
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 و هوگلند 2/1 محلول دارای تآبکش سیستم به بیان شیرین کامپوزیت های گیاهچه انتقال-4 شکل

 آکواریوم پمپ با هوادهی

 

 های مویین تائید القاء ریشه

 .شودو مطابق دستورالعمل زیر انجام  (Cai et al., 1997) به روشو  CTABبافر با  DNAاستخراج 

ها از بوته و  ای هر یک از ریشهبر كنید.با استفاده از نیتروژن مایع پودر  را ها ریشهاز گرم  2/0مقدار  .1

 .كنیداستفاده  سابیدنهاون جداگانه جهت 

 لیتر بافر استخراج لیتری حاوی یک میلی میلی 2های  داخل تیوپ بهرا های پودر شده  بلافاصله ریشه .2

CTAB  كنیدها اضافه  میکرولیتر مركاپتواتانول به آن 12منتقل و. 

گراد قرار  درجه سانتی 65مدت یک ساعت در حمام آب گرم  بهرا ها  پس از مخلوط شدن، تیوپ .3

 .ها در حلال حل شود تا پودر ریشه دهیدچند بار تکان را ها  . در این فاصله تیوپدهید

به را ها  نمونه و افزوده (v/v) 24:1میکرولیتر كلروفرم: ایزوآمیل الکل به نسبت  600به هر نمونه  .4

 .یدكندقیقه در دمای محیط تکان  10مدت 

سه  ایجاد و بعد از كنیددور در دقیقه سانتریفیوژ  8500دقیقه با سرعت  10به مدت را ها  تیوپ .5

. در صورت شفاف نبودن لایه رویی مراحل كنیدبرداشته و به تیوپ جدید منتقل را لایه، لایه رویی 

 .كنیددوباره تکرار را  6و  5

 10ها افزوده و به مدت  به تیوپرا سرد میکرولیتر ایزوپروپرانول  DNA  ،600برای رسوب دادن .6

 .كنیدگراد سانتریفیوژ  درجه سانتی 4دور در دقیقه، در دمای  13000دقیقه و با سرعت 
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( و در دمای 5 شستشوی اول )جدول محلول را با DNA . رسوببریزیدآرامی دور   به را محلول رویی .7

( نیز به مدت 5شستشوی دوم )جدول  محلولو سپس با  دهیددقیقه شستشو  20محیط به مدت 

 .دهیددقیقه در دمای محیط شستشو  20

 

 ژنومی DNAهای مورد نیاز استخراج  دهنده محلول مواد تشکیل-5جدول 
 محلول شستشوی اول محلول شستشوی دوم CTABبافر استخراج 

Tris/HCL 

(pH=7.5) 
20 mM 

Ethanol 76% Ethanol 76% 

NaCl 840 mM NH4OAc 0.01M NaOAc 0.2 M 

EDTA 

(pH=8) 
12mM 

    

CTAB 2%     

 

 دور در دقیقه 10000دقیقه و با سرعت  10گراد به مدت  درجه سانتی 4در دمای را ها  نمونه .8

دقیقه در دمای  20تا  10مدت  را به DNA و رسوب را برداریدمحلول رویی  سانتریفیوژ كنید و

و تا زمان  نماییدحل  TEمیکرولیتر از بافر  50 را در DNAرسوب در نهایت و  كنیدمحیط خشک 

 دهید.گراد قرار  درجه سانتی 4استفاده در یخچال 

 ناحیه در rolB ژن اینکه به توجه با و درصد یک آگارز ژل روی بر استخراجی DNA رویت از بعد 

T-DNA انتقال اثبات برای ،دارد قرار ریزوژنز آگروباكتریوم T-DNA ریشه تولید و گیاه ژنوم به باكتری 

 جفت یک منظور بدین. كنید استفاده استخراجی DNA روی ژنی ناحیه این از بخشی تکثیر از مویین

 آغازگر سنتزكننده های  شركت به را( 6 جدول) rolB ژن تکثیر جهت مشخص توالی با اختصاصی آغازگر

 8و  7 های جدول مطابق ترموسایکلر دستگاه با را تکثیر شرایط. دهید سفارش سیناژن شركت مانند

 تکثیر با احتمالی نابجای های ریشه از ها آن تمایز و مویین های ریشه مولکولی تائید. كنید تنظیم

 (.5 شکل) گیرد می انجام باز جفت 780 ناحیه در باند رویت و rolB ژن اختصاصی
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 rolBمشخصات آغازگر -6جدول 

 توالی آغازگر نام آغازگر

rolB Forward TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC 

rolB Reverse ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA 

 
 

  rolBبرای تکثیر  PCRبرنامه -7جدول 

   تعداد سیکل زمان واکنش گراد( دمای واکنش )سانتی  واکنش

   1 دقیقه 10 95  واسرشته سازی اولیه

 ثانیه 60 95  واسرشته سازی

35 

  

   ثانیه 60 58  آغازگراتصال 

   ثانیه 60 72  بسط

   1 دقیقه 10 72  بسط نهایی

 

 rolBن جهت تکثیر ِژ PCRاجرا مورد نیاز  -8جدول 

 مقدار )میکرولیتر( اجزا محلول واکنش

 5 مخلوط واکنش
 5/0 نانوگرم در میکرولیتر( 10آغازگر رفت )

 5/0 نانوگرم در میکرولیتر( 10) برگشتآغازگر 

DNA 1 
 3 آب دیونیزه
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 در ژنوم ریشه گیاهان کامپوزیت. rolBجفت باز مربوط به ژن  780تکثیر و رویت باند -5شکل 

A1 ژن ( کنترل مثبت که تکثیرrolB های آگروباکتریوم ریزوژنر  ونلاز ک 
A2- A5 تکثیر ژن )rolB  از ژنوم ریشه گیاهان کامپوزیت 

A6)  عدم تکثیر و رویت ژنrolB  نشده تلقیح( شاهداز ژنوم ریشه گیاهان( 
 

 بیان بررسی فیتوشیمیایی گیاهان کامپوزیت شیرین

كافی شد بعد از ررا ها  گیاهچه و شاهد، گیاهان كامپوزیت ها در مقدار تولید متابولیتبررسی  برای

در را  ها نمونه. كنیددرجه سانتیگراد نگهداری  -20گیری در فریزر با دمای  تا زمان عصارهو  كرده برداشت

 150با  كرده و  با هاون پودرشده را  خشک نمونهسپس . خشک كنیددرجه سانتیگراد  30آون با دمای 

. قرار دهید گراد سانتی درجه 60 دمای در ساعت 6 مدت به و كنیددرصد مخلوط  80 متانول لیتر میلی

 توسط فشار كاهش بارا اضافی  متانول و كرده فیلتر 1 واتمن شماره كاغذ بارا شده   عصاره استخراج

 گلابریدین مشتقات ارزیابی برای حاصل آبی عصارهاز . كنید حذف گراد سانتی درجه 35 دمای با روتاری

های مورد نظر بعد از تهیه استاندارد، از روش  برای تعیین مقادیر متابولیت .كنیداستفاده  گلیسیریزین و

 با Unicam-crystal-200 استفاده كنید. مشخصات دستگاه شامل ((HPLC كروماتوگرافی با كارایی بالا

و در طول موج  Jasco MD-2015 (DAD) دیود آرایه آشکارساز یک به مجهز Jasco PU-2089 پمپ یک

 .شود انجام نانومتر 254
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 . فازشودنجام ا RP-18 column (4.0 × 250 mm internal diameter, 5 µm) ستون با جداسازی

 در دقیقه در لیتر میلی 1 با سرعت جریان متانول،:  B و آبی فرمیک اسید درصد A: 0.05 شامل  متحرک

 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min100% B, 12 min 100% B, re-equilibration) گرادیان حالت

time 3 min) خود  معتبر پیک استانداردهای مقایسه بارا  ها تركیب از یک در نهایت هر .تنظیم شود

در  و لیکویریتین د، گلیسیریزیک اسیهای گلابرن، گلابریدین كنید. نتایج مقدار متابولیتگیری  اندازه

كنید كه بیشتر  می، مشاهده 9جدول  آبکشت دركشت كامپوزیت گیاهان شیرین بیان را در سیستم 

 .اهد استاز گیاهان ش بالاتردر گیاهان كامپوزیت  دار یمعن صورت هبهای تولیدی  متابولیت
 

آبکشت نسبت به  مبیان در سیست های ثانویه در گیاهان کامپوزیت شیرین تولید مواد متابولیت -9جدول 

 شده(ن گیاهان شاهد )تلقیح

 لیکویریتین گلیسیریزیک اسید گلابریدن گلابرن نمونه

b 16/0 گیاه شاهد
±79/1 76/0 b

±88/6 27/0 a
±3/2 4/0 b

±34/5 

a 19/0 گیاه کامپوزیت
±05/6 69/0 a

±55/16 2/0 a
±26/2 46/0 a

±31/7 

 باشد. مقادیر برحسب میلی گرم بر گرم وزن خشک می
 

های  بمنظور تولید متابولیت آبکشتگیاهان کامپوزیت در شرایط  ایجادمعرفی روش 

 ثانویه

نتایج نشان داد، سیستم كه همانگونه (، 6)شکل  آبکشتروش كشت گیاه كامپوزیت در سیستم 

شده است كه تمامی  بیان تحت شرایط كنترل های موجود در ریشه شیرین برای تولید متابولیت كارامدی

و نیاز به بیوراكتورهای  استمزایای ریشه مویین را داشته و از طرفی زمان و هزینه تولید آن كمتر 

 كند. می شرایط كاملا استریل هستند را برطرفقابل اجرا در كشت ریشه مویین كه پرهزینه و  اختصاصی
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 بیان در سیستم آبکشت تولید گیاهان کامپوزیت شیرین -6شکل 
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