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  بيان اي در گياه دارويي شيرين توليد گياهان كامپوزيت تراريخت خارج شيشه
(Glycyrrhiza glabra) واسطه اگروباكتريوم رايزوژنز به عنوان روشي نوينه ب  
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  9/3/95 :تاريخ تصويب                                             22/10/94: تاريخ دريافت
  چكيده
اشد كه از مشهورترين گياهان دارويي در جهان است ب از خانواده لگومينوز مي Glycyrrhiza glabraبيان با نام علمي  شيرين :مقدمه

هاي  هاي مورد استفاده آن ساقه قسمت. شود اي در پزشكي، داروسازي، صنايع قنادي و بهداشتي مصرف مي و به شكل گسترده
  . سريزين استترين اين مواد، تركيبي به نام گلي هاي گياه است كه داراي تركيبات مختلفي است، از جمله مهم زيرزميني و ريشه

انبوه توليد  اي و به منظور آگروباكتريوم رايزوژنز به روش خارج شيشه زايي از طريق پژوهش حاضر با هدف انتقال ژن ريشه :هدف
  . بيان اجرا شد هاي مويي در شيرين ريشه

هاي جوان حاصل از  ي گياهچه ابتدا ريشه. دشآزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي با پنج تيمار در سه تكرار اجرا  :روش بررسي
. سنگ حاوي سوسپانسيون باكتري قرار گرفتند شده از قسمت هيپوكوتيل داخل پشم  هاي برش داده كشت بذور حذف شده و گياهچه

درصد القاي ريشه توسط چهار سويه . ها از داخل مكعب خارج شدند روز از تلقيح با اگروباكتريوم رايزوژنز ريشه 14تا  10پس از 
  . همراه با شاهد بررسي شد) A13و  ATCC15834 ،GMI 9534 ،A4(تري باك

نشان داد ) تراريخت احتمالي(هاي حاصل از گياهان كامپوزيت  با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي بر روي ريشه PCRنتايج تست  :نتايج
  . اند  درصد ريشه تراريخت توليد نموده 66/66ميزان  به ATCC 15834درصد و سويه  100ميزان ه ب GMI 9534و  A4 ،A13كه سه سويه 

  .باشد بيان به دليل كم هزينه، سريع و ساده بودن مورد توجه مي لذا توليد گياه كامپوزيت شيرين :گيري نتيجه
  ، گياه كامپوزيتريشه موئينكتريوم رايزوژنز، بيان، اگروبا شيرين :واژگان گل
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...توليد گياهان كامپوزيت  

 

  مقدمه
هـاي گياهـان    رين خانوادهت از بزرگ يكيخانواده لگومينوز 

ــا   ــدار ب ــدود   18000گل ــه و ح ــت   650گون ــنس اس . ]1[ج
اسـت كـه   ترين گياهان دارويي اين تيره  از مهمبيان يكي  شيرين

سال پيش براي  4000ترين گياهان دارويي است و از  از قديمي
از ريشـه  . ]2[ها اسـتفاده شـده اسـت     درمان بسياري از بيماري

. ها به عنوان دارو يـاد شـده اسـت    ماكوپهبيان در اكثر فار شيرين
هاي اين گياه منبعي غني از تركيبات طبيعـي و   ها و ريزوم ريشه

اي  ترين تركيب مؤثره آن مـاده  مهم. باشد فعال از نظر زيستي مي
هـا   به نام گليسريزين است كه گليكوزيـدي از دسـته سـاپونين   

و محصـول   ]3-6[تـر از قنـد اسـت     برابـر شـيرين   50است و 
هـاي   هيدروليز آن گليسريزيك اسيد داراي بسـياري از فعاليـت  

، ضـد بـاكتري   ]7، 8[مهم دارويي از جمله فعاليت ضد التهابي 
، ضد قارچي ]12[اكسيداني  ، آنتي]10، 11[، ضد حساسيت ]9[
 .است ]15[و همچنين ضد ويروسي  ]14[، ضد توموري ]13[

 ـ  با توجه به اهميت دارويـي گيـاه شـيرين    ران در زمـره  بيـان، اي
از آنجا كه اسـتان  . كنندگان مهم اين گياه در دنيا قرار دارد صادر

هـاي توليـد و    تـرين قطـب   فارس، كرمـان و كرمانشـاه از مهـم   
صادرات اين محصول هستند، ساليانه صدها تن از اين گيـاه از  

ري شود به طو مناطق رويش آن به صورت وحشي، برداشت مي
هاي فـارس و   خصوص استانبهاي جنوبي كشور  كه در قسمت

بنـابراين لازم اسـت از   . كرمان گياه در خطر انقراض قـرار دارد 
هاي ديگري غير از برداشت مستقيم از مراتع به توليد اين  روش

هاي تراريخت بـه   در اين رابطه توليد ريشه. محصول اقدام كرد
هـاي ثانويـه از اهميـت     منظور توليد سريع و فـراوان متابوليـت  

باشـد امـا از آنجـا كـه بـراي توليـد ايـن         برخوردار مياي  ويژه
شـود كـه در آن بايـد از مرحلـه      استفاده مي مراحلياز  ها ريشه

هـاي گيـاهي عبـور كـرد و      كشت بافت براي بسياري از گونـه 
هاي تخصصي، پرسـنل آمـوزش    كشت بافت نياز به زيرساخت

، تكنيك كشت گياهـان كامپوزيـت   ]16[ديده و هزينه بالا دارد 
كه در گياهاني كه به كشت بافـت   باشد پيشرفتي قابل توجه مي

دهند باعث كاهش زمان مورد نياز براي توليـد   سخت پاسخ مي
شود، ايـن گياهـان بعـد از تلقـيح بـا       بافت گياهي تراريخت مي

  شـوند   اي نگهـداري مـي   باكتري به صورت كشت خارج شيشه

  

ماسـيون  اين تكنيـك جـايگزين مناسـبي بـراي ترانسفور    . ]17[
گياهـان كامپوزيـت   . ]18[بدون استفاده از كشت بافـت اسـت   

هـاي   ريشـه بـا  ) غيـر ترانسـژنيك  (داراي اندام هـوايي طبيعـي   
وسيله اگروباكتريوم رايزوژنز ترانسفورم ترانسژنيكي هستند كه ب

سيستم گياهان كامپوزيت پتانسـيل زيـادي   . ]19 - 21[اند  شده
تـوان از آن در   دارد، مـي  براي بررسي بيان ژن و فنوتيپ ريشـه 

مطالعه جذب مواد غذايي، انتقال هورمون و فعل و انفعالات بـا  
. ]22[هاي ايجاد كننده گره ريشه و نماتدها استفاده كرد  باكتري

به عنوان مثال براي مطالعه تعامـل گيـاه لوبيـا چشـم بلبلـي بـا       
 اي هاي انگلي بازدانگان از گياهان كامپوزيت خارج شيشه ريشه

، همچنين اين روش در بررسي تشـكيل گـره   ]23[تفاده شد اس
اين سيستم براي اولـين  . ]24[در لوبيا مورد استفاده قرار گرفت 

ابـداع شـد   ) 1989(و همكـاران   (Hansen) هانسن بار توسط
 و همكاران توسط هانسن (in vitro) اي روش درون شيشه. ]25[

ــا ــوت  و (Torregrosa) تورگروس ) 1997( (Bouquet)بواكي
هـاي خـارج    هـاي اخيـر روش   و سـال  ]26[توسعه پيـدا كـرد   

تويلـور  توليـد گياهـان كامپوزيـت توسـط      (ex vitro) اي شيشه
(Taylor)  كولير  و) 2006(و همكاران (Collier)  و همكـاران

گياهان كامپوزيـت بـراي   . ]22، 26[توسعه يافته است ) 2005(
هاي به كار  روش گونه مختلف به كار رفته كه 20توليد بيش از 

 آلپيزار ،2006در سال . ]24، 27، 28[رفته نتايج مشابهي داشتند 
(Alpizar) هـاي   و همكارانش با استفاده از توليد كارآمد ريشه

ترانسفورم شده با اگروبـاكتريوم رايزوژنـز در گيـاه كامپوزيـت     
ها را مورد بررسي قرار  قهوه، بيان ژن مقاومت به نماتد در ريشه

ــد  ــت  . ]29[دادن ــان كامپوزي ــد گياه ــتفاده از روش تولي ــا اس ب
 در ريشــه توســط  RNAi silencingمطالعــاتي در مــورد  

 2003در ســال  (Kouchi) كــوچي و (Kumagai) كوماجــاي
و همچنـين تلاشـي بـراي روشـن كـردن       ]30[صورت گرفت 

 ليمپـــنس توســـط RNAi silencingماهيـــت سيســـتميك 
(Limpens)  در گياهـان  . ]31[د انجـام ش ـ ) 2004(و همكاران

هاي تراريخت از چند ماه بـه چنـد    كامپوزيت زمان توليد ريشه
اطلاعات در سـطح گيـاه كامـل    . ]31، 32[ يابد هفته كاهش مي

آيـد كـه بـه شـرايط طبيعـي       جهت آناليز عملكرد به دست مـي 
محدوديت عمده اين روش اين است كه،  .]29[ تر است نزديك
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  و همكارانزبرجدي 

 

هـداري پايـدار گياهـان    هوايي نگبه دليل تراريخت نبودن اندام 
پـذير   وسيله تكثير رويشي يـا خـود لقـاحي امكـان    كامپوزيت ب

گياهـان  ، M. truncatulaنيست، با اين حـال اخيـراً در گونـه    
  . ]33[ اند باززا شده از ريشه به دست آورده

كامپوزيـت از طريـق    گياهانپژوهش حاضر با هدف توليد 
بـه   رايزوژنـز و  وبـاكتريوم آگر زايي بـه واسـطه   انتقال ژن ريشه

  .هاي مويين در شيرين بيان اجرا شد انبوه ريشهتوليد  منظور
  

  ها مواد و روش
  تهيه گياه
از  Glycyrrhiza glabraبيـان، گونـه    ي گياه شيرين بذرها

 C4°و تا زمان اسـتفاده در   شركت پاكان بذر اصفهان خريداري
دقيقه  1ه مدت ب درصد 70ابتدا بذور با اتانول . نگهداري شدند

دقيقـه   15يل شـدند، سـپس بـه مـدت     به صورت سطحي استر
. استريل شدند درصد NaOCl( 5/1(وسيله هيپوكلريت سديم ب

  پس از اين مرحله بـذرها بـا آب مقطـر اسـتريل در سـه زمـان       
سپس بذرها در خـاك اتـوكلاو   . اي شستشو داده شدند دقيقه 5

  .شده كشت داده شدند
  

  تهيه باكتري
ليتـر محـيط    ميلـي  25ي اگروباكتريوم رايزوزنـز در  ها سويه

بيوتيـك   از آنتـي گرم در ليتـر   ميلي 50 به علاوه LBكشت مايع 
و  Cº 28ريفامپسين كشت و درون شيكر انكوبـاتور در دمـاي   

سـپس  . ساعت رشد داده شـدند  24به مدت  rpm 180سرعت 
رسـوب   rpm 4000دقيقـه در   3سوسپانسيون باكتري به مدت 

آب مقطـر اسـتريل حـل     ml 40رسوب حاصله در . دندداده ش
سوسپانسـيون حاصـل   . تنظيم شـد  4/5محلول روي pH شد و 

  .به كار رفت ها نمونه براي تلقيح
  

  وسيله اگروباكتريوم رايزوژنزتلقيح گياه ب
متر برش داده شدند  سانتي 3سنگ در ابعاد  هاي پشم مكعب

ر پتـري قـرار   مكعب در ه ـ 4. و داخل آن يك حفره ايجاد شد
)  = 2/0OD600-4/0(سوسپانسـيون بـاكتري    ml2 گرفـت و  

ي  زنـي بـذور، ريشـه    بعد از جوانه. داخل هر مكعب تزريق شد

شـده    هاي برش داده هاي حاصله حذف شده و گياهچه گياهچه
جهت حفظ . سنگ قرار گرفتند از قسمت هيپوكوتيل داخل پشم

شكل شماره ( ها پوشش شفاف قرار گرفت رطوبت، روي پتري
a1(  ساعت داخل اتاقك رشد با دمـاي   24و به مدت°C 2 ± 

ــود  25 ــنايي و   16و فتوپري ــاعت روش ــاريكي   8س ــاعت ت س
ها برداشته شـد   ساعت پوشش پتري 24بعد از . نگهداري شدند

 3سـپس  . و يك ساعت استرس رطوبتي بـه گيـاه اعمـال شـد    
وشـش  ليتر آب مقطر استريل به هر مكعب اضـافه شـد و پ   ميلي
روز،  14تـا   10بعـد از   .هـا مجـدد روي آن قـرار گرفـت     پتري
ها از داخـل مكعـب خـارج شـدند، طـي ايـن مـدت در         ريشه

آب مقطر استريل به هر مكعب اضـافه  ليتر  ميلي 3صورت لزوم 
پوزيت، از پروتكل استفاده دستور فوق براي توليد گياه كام. شد

 .]22[ ده استاقتباس ش) 2005( و همكاران كولير وسيلهشده ب
گـرم در   ميلـي  200منظور رفع آلودگي باكتريايي از محلـول  ه ب

  .دشها استفاده  تشويي ريشهسليتر سفاتاكسيم جهت ش
  

هاي  ، به منظور تأييد ريشه)PCR(اي پليمراز  واكنش زنجيره
  تراريخت

اگروباكتريوم  T-DNAدر  rolB  با توجه به اينكه ژن
به ژنوم گياه  T-DNAت انتقال رايزوژنز قرار دارد، براي اثبا

منظور يك جفت  بدين. را ثابت كرد  توان حضور اين ژن مي
 rolBاي از ژن  قطعه پرايمر اختصاصي به شرح زير براي تكثير

  :طراحي شد bp 430به طول 
  

Forward Primer 5'-GCTCTTGCAGTGCTAGATTT-3' 
Reverse Primer 5'-GAAGGTGCAAGCTACCTCTC-3' 

  .باشد مي 1ول شماره دشرح جه استفاده ب برنامه مورد
  

  rolBبراي ژن  PCRبرنامه  -1جدول شماره 
  زمان )°C(دما   مرحله واكنش  سيكل
  دقيقه 5  94  سازي اوليه واسرشته  سيكل اول

  ثانيه 30  94  سازي واسرشته  
  ثانيه 30  53  دماي اتصال پرايمر  )بار 35(دوم سيكل 

  ثانيه 60  72  بسط  

  دقيقه 5  72  نهايي بسط  سومسيكل 
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...توليد گياهان كامپوزيت  

 

ــراي  ــانب ــت  اطمين ــاكتري در باف ــدم حضــور ب ــاي  از ع ه
اي  تراريخت، از يك جفت پرايمر اختصاصي جهت تكثير قطعه

براي كنترل مثبت، از . استفاده شد virCاز ژن  bp730به طول 
پرايمرهاي مـورد  . هاي مذكور به عنوان الگو استفاده شد باكتري

  :به شرح زير است virCژن استفاده جهت تكثير بخشي از 
Forward Primer     5'-ATCATTTGTAGCGACT-3' 
Reverse Primer     5'-AGCTCAAACCTGCTTC-3' 

  

  .باشد مي 2ول شماره دشرح جه برنامه مورد استفاده ب
  

   virCبراي ژن  PCRبرنامه  -2جدول شماره 

دما   مرحله واكنش  سيكل
)C°( 

  زمان

  ثانيه 300  94  هواسرشته سازي اولي  سيكل اول
  ثانيه 30  94  واسرشته سازي  

  ثانيه 30  43  دماي اتصال پرايمر  )بار 35(دوم سيكل 

  ثانيه 90  72  بسط  

  ثانيه 600- 300  72  نهايي بسط  سومسيكل 

  
  طرح آزمايشي مورد استفاده

آزمايش در قالب طرح پايه كـاملاً تصـادفي بـا پـنج تيمـار      
ــويه ( ــاهد و س ــاي  ش  GMIو A4 ،ATCC15834 ،A13ه

  .دشدر سه تكرار اجرا ) 9534

  نتايج
  

حاصـل از   (Putative)هاي موئين تراريخت احتمالي  ريشه
روز ظاهر  14رايزوژنز پس از حدود تلقيح توسط اگروباكتريوم 

  ). cو  b 1 شماره شكل(د ش
بـدون اسـتفاده   (در اين آزمايش از نمونه شاهد استفاده شد 

نتـايج نشـان   . اي توليد نشد ريشه ها كه در اين نمونه) از باكتري
هاي باكتري داراي درصد القاي ريشه مشابه  ي سويه داد كه همه

بنابراين به منظور مقايسـه درصـد القـاي ريشـه توسـط      . بودند
هـا و   هاي باكتري و همچنين تأييد ماهيت تراريختي ريشه سويه

اثبات ژن منتقل شده از آگروباكتريوم رايزوژنز بـه ژنـوم گيـاه،    
 DNAشامل اسـتخراج   ها آزمايش. صورت گرفت PCRناليز آ

به طول  rolBبراي تأييد حضور ژن   PCRو CTABبه روش 
bp430     هـاي   انجام گرفت و حضـور ايـن ژن در ژنـوم سـلول

 بـر اسـاس  ). 2 شـماره  شكل(ريشه گياهان تراريخت تأييد شد 
درصـد و   GMI 9534 ،100و  A4 ،A13اين نتايج سه سويه 

  . درصد تراريخت بودند 66/66ميزان ه ب ATCC 15834سويه 
مربوط به ژن  bp 730ي  براي قطعه PCRهمچنين واكنش 

virC  هـاي تراريخـت    كـدام از ريشـه   انجام گرفت كه در هـيچ
معنا است   و اين بدان 2 شماره احتمالي باندي توليد نشد شكل

باكتري در ژنوم گياهي وارد شده است و آلودگي  T-DNAكه 
 .ايي وجود نداردباكتري

  

 

  

   -1شكل شماره 

B A 

C 
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هاي هوايي و ريشه و  گياه كامپوزيت كامل داراي بخش: )B(. هاي هوايي گياهان كامپوزيت بخش: )A(. شمايي از گياهان كامپوزيت توليد شده -1 شماره شكل
)C( :هاي تراريخت ريشه  

  

 

پلاسميد حاوي ژن ( كنترل مثبت: DNA  ،PC1ماركر:  virC.Mو ژن  rolBبراي ژن  PCRنتايج حاصل از الكتروفورز محصولات  -2شكل شماره 
rolB(،W :آب )كنترل آلودگي( ،NC :كنترل منفي )نمونه برگي گياه( ،گياهان تراريخت احتمالي: 1,2,3,4,5 ،PC2 :كنترل مثبت ) پلاسميد حاوي ژنvirC( ،1,2,3,4,5 :

  گياهان تراريخت احتمالي
  

 بحث
ز طريق اگروباكتريوم رايزوژنز موئين ا رد القاي ريشه در مو

وسيله تكنيك توليد گياهـان كامپوزيـت، در گياهـان مختلـف     ب
كـه در  ) 1391(هايي وجود دارد از جمله گزارش كاظم  گزارش

    ايشـان درصـد القـاي ريشـه    . ]34[ مورد گياه باباآدم انجام شد
  

  

 60تـا   20بـين   .گـزارش داد  درصد 100تا  7/55موئين را بين 
درصــد از گياهــان كامپوزيــت بــه دســت آمــده توســط كــولير و 

با استفاده از توليد گيـاه  . ]22[تراريخت بودند ) 2005(همكارانش 
هــاي مــوئين تراريخــت روانــو  كامپوزيــت ذرت و توليــد ريشــه

(Runo)  فعل و انفعالات گياه با انگلي به نـام  ) 2012(و همكاران

M     PC1    W    NC      1       2        3       4       5     PC2      1        2        3      4        5  

400 bp 

700 bp 

C 
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Striga hermonthica ــد، در ايــن تحقيــق را ب  85ررســي كردن
هــاي مــوئين تراريخــت ژن    درصــد از گياهــان ذرت، ريشــه  

را بيان كردنـد    GFP (Green Fluorescent Protein)گزارشگر
]35[ .  

درصد تراريختگـي   100تا  66/66نتايج تحقيق حاضر نيز بين 
دهنـده كـارايي    را در ريشه گياه شيرين بيان نشان داد و اين نشـان 

  .باشد هاي تراريخت مي ن روش براي ايجاد ريشهمناسب اي
مطالعات زيادي بر روي گياهان كامپوزيت انجام شده است 
به عنوان مثال در تحقيقي كه بر روي گياه كامپوزيت كدو انجام 
شد به اين نتيجه رسيدند كه الگوي پاسخ اكسين در رأس ريشه 

و  (Ilina) الينـا  هـاي آرابيدوپسـيس اسـت،    كدو مشـابه ريشـه  
عنوان كردند كه گياهان كامپوزيت بـه دسـت   ) 2012(همكاران 

آمده از تلقيح با اگروباكتريوم رايزوژنز يك ابـزار خـوب بـراي    
بررسي ريشه، توسعه مريستم انتهايي ريشه و انشـعابات ريشـه   

  .]36[باشد  مي
مزيـت  ) 2007( تيلـور  و (Veena) وِنـا  بر اساس گـزارش 

شده اين اسـت كـه بـا موفقيـت     عمده گياهان كامپوزيت توليد 

صـورت هيـدروپونيك كشـت    ه توان آنها را در خاك و يا ب مي
اين مورد در اين آزمايش با كشت گيـاه كامپوزيـت   . ]37[ نمود

  . در خاك تأييد شد

  
  گيري  جهنتي

بيان در اين  آميز گياهان كامپوزيت شيرين توليد موفقيت
تواند  وش نوين ميتحقيق نشان داد كه پتانسيل استفاده از اين ر

هاي موئين تراريخت  صورت بالفعل جهت توليد انبوه ريشهه ب
 بازدهتوان براي افزايش  در نهايت از اين مورد مي. به كار رود

هاي مهم ثانويه از جمله گليسريزين استفاده  توليد متابوليت
واسطه عدم ه از طرف ديگر ساده، كم هزينه بودن ب. كرد

هاي  لاً استريل و توليد سريع از ويژگياستفاده از شرايط كام
با توجه به اينكه تا بحال . دشو عمده اين روش محسوب مي

بيان وجود ندارد لذا  گزارشي از توليد كامپوزيت گياه شيرين
باشد كه قادر است  مطالعه حاضر اولين گزارش در اين زمينه مي

  .درا در ساير گياهان دارويي مهيا نماي زمينه استفاده از آن
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