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کده دانش بیوتکنولوژی کشاورزیدانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته  فاطمه احمدی نیکاینجانب 

بررسی میزان تولید رزمارینیک اسید و بیان ژن  دانشگاه صنعتی شاهرود نویسنده پایان نامه کشاورزی

جناب  راهنمائی تحتMentha aquatica گیاه  در ی مویین القا شدهریشه ها درsmMYB39مهار کننده 

  متعهد می شوم. سرکار خانم دکتر لهراسبیو آقای دکتر قرنجیک

 

 ایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است .تحقیقات در این پ 

 . در استفاده از نتایج پژوهشهای محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است 

  مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در

 شده است .هیچ جا ارائه ن

  دانشگاه » کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد و مقالات مستخرج با نام

 به چاپ خواهد رسید .«  Shahrood  University  of  Technology» و یا « صنعتی شاهرود 

 ار بوده اند در مقالات مستخرج حقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان نامه تأثیرگذ

 رعایت می گردد. پایان نامهاز 

 ها( استفاده شده است های آندر کلیه مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردی که از موجود زنده )یا بافت

 ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است .

 ات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که به حوزه اطلاع

 شده است اصل رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است.
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 مالکیت نتایج و حق نشر

 ،رم افزار ها و نبرنامه های رایانه ای،  کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب

و مقتضی در تجهیزات ساخته شده است( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد. این مطلب باید به نح

 تولیدات علمی مربوطه ذکر شود.

 استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشد. 
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 چکیده

گیاهان از های مهم یکی از گونه( Lamiaceae)از خانواده نعناعیان (.Mentha aquatica L)گیاه نعناع آبی

اثرات درمانی این گیاه ودن خواص دارویی فراوان شناخته شده است. آروماتیک است که به سبب دارا ب

، فنولیک ر خانواده نعناعیاناست. ترکیبات فنولی اصلی د فنول هاهای ضروری و پلیبه دلیل وجود روغن

یه در این گیاهان تولید می شود. به عنوان متابولیت ثانو است که (RA) اسید به ویژه رزمارینیکها اسید

ی مویین القا شده توسط اگروباکتریوم ریشه هاهای ثانویه در مقادیر بالا، دست یابی به متابولیتجهت 

سویه متفاوت از  5گزینه بسیار مناسبی هستند. در این آزمایش ( Agrobacterium rhizogenes)رایزوژنز 

گ و ساقه ای برنمونه هجهت القای ریز (318و   ATCC، 13A، 4A، 9534 15834)اگروباکتریوم 

د بررسی مور ای برگ  و ساقهنمونه هدر ریز  ریشه هاشدند و درصد ریشه زنی و رشد نعناع آبی استفاده 

بیشترین درصد ریشه زنی را داشت و از میان ریز  15834های باکتری، سویه قرار گرفت. از میان سویه

محیط ی ظاهر شده در ریشه ها ی مویی انتخاب شد.ریشه هاقه بهترین گزینه برای القای ا، سانمونه ه

 با استفاده ریشه هانویه رزمارینیک اسید در این ی متفاوت رشد داده شدند و میزان تولید متابولیت ثاها

زمارینیک اسید در تمامی میزان تولید ر شد. اندازه گیری (HPLC)بالا از  کروماتوگرافی مایع با کارایی

 حاویسبت به محیط کنترل افزایش یافت. در این بین محیط ن (CO+، اسیدی  PHو P-، P+، N+) محیط ها

ng) را بودین مقدار رزمارینیک اسید را دابیشتر بیشترین میزان فسفر
ϻl⁄26647.027  .) 

ی مویین استخراج ریشه ها DNA، هت تایید صحت اقدامات انجام شدهدر مطالعات بخش مولکولی، ج

 T-DNA ، تلفیق موفق  PCRو پس از الکتروفورز محصولات  ای انجام شدبا ژنوم هسته PCR و  واکنش 

در گیاه  SmMYB39به منظور بررسی نقش کنترلی ژن  همچنیناثبات شد.  مویین یریشه ها ژنوم در

ه نعناع آبی جدا، همسانه سازی ژن از گیااین نعناع آبی و نیز دستورزی مسیر بیوستز رزمارینیک اسید، 

نیمه  PCRو با استفاده از SmMYB39  یبا بررسی ژن همولوگ مهارکننده در نهایت توالی یابی شد.و 

رزمارینیک متابولیت تنظیم کننده  آن به عنوانیسیتورها بر تاثیر الو  SmMYB39ن ژن میزان بیا کمی،



 ز

 

که تغییر در  دنشان دا داده ها مقایسه میانگینبه اثبات رسید. نتایج  in vitroدر محیط کشت اسید 

شده است. از طرفی میزان SmMYB39 ی مویین سبب افزایش بیان نیمه کمی ژنریشه های محیط رشد

فت با رانتظار میهای انجام شده با بررسیافزایش داشته است.  محیط هاولید رزمارینیک اسید در این ت

، هافزایش میزان متابولیت رزمارینیک اسید تولیدی، بیان ژن هدف کمتر شود اما نتایج به دست آمد

 .اسید بود رزمارینیک کننده کنترلبه عنوان ، SmMYB39 نشان دهنده افزایش میزان بیان ژن

 

  SmMYB39ژن مهار کننده  ، الیسیتور ونعناع آبی، ریشه مویین، اگروباکتریوم رایزوژنزکلمات کلیدی: 
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 های مستخرج از پایان نامه:مقاله

مهوری لمللی و دهمین همایش ملی بیوتکنولوژی جدو مقاله با عناوین زیر در دومین همایش بین ا

پوستر ارائه  اسلامی ایران که در موسسه تحقیقات اصلاح بذر و تهیه نهال تهران انجام گرفت، به صورت

 شد.

 

بی آمهار کننده مسیر بیو سنتز رزمارینیک اسید از گیاه نعناع ، SmMYB39جداسازی توالی ژن  -

(Mentha aquatica L.) 

 

از  حاصل (.Mentha aquatica L)ی مویین گیاه نعناع آبیریشه هاشرایط القا و تثبیت کشت  رسیبر -

 تلقیح اگروباکتریوم رایزوژنز
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  مقدمه. 1-1

سان در تمام ن بوده است. انهم زما بشربا تاریخ زندگی  ،گیاهان دارویی به منظور درماناستفاده از 

هان به عنوان ها از گیاآن ای جز توسل به گیاهان نداشت.چاره برای رفع نیازهای مختلف تاریخی دوران

در اثر آزمایش  ودراین راستا انسان به مرور زمان کردند. مواد پاک کننده و رنگ استفاده میدارو، سم، 

اساس این ن شد و برها در بعضی از گیاهافراوان، موفق به کشف برخی ویژگی هایتجربه و خطا و نیز

ن را شناخت. و ترکیبات شیمیایی موجود در گیاها طبقه بندی کرد گیاهان را شناسایی و هاگونه ویژگی

ز آن در ای است که سنتپیچیده دارای ساختمانگیاهان برخی از ترکیبات شیمیایی موجود در اگرچه 

 نوزدهم،ل قرن و اوای هجدهغیر ممکن و یا با صرف زمان و هزینه امکان پذیر است. در قرن یا آزمایشگاه 

اشته ن دامحققان پیشرفت قابل توجهی در خالص سازی و شناسایی ترکیبات شیمیایی موجود در گیاه

 .(1384 و همکاران حبیبی) ف عرضه کردندهای دارویی برای مصرو موادی را به صورت فرآورده

ها نقش این گیاهان را در چرخه های حاصل از آنو فراورده از طرفی دیگر استفاده از گیاهان دارویی

اقتصادی پراهمیت کرده است. به طوری که مصرف رو به افزایش آن تنها به کشورهای پیشرفته محدود 

   طی وای را به خود اختصاص داده است. نیز جایگاه ویژه ای در حال توسعهنشده بلکه اخیرا در کشوره

 می نوعی به و کرده تغییر کاملاً هاآن شفابخش اثرات و دارویی به گیاهان جوامع نگاه گذشته، هایدهه

کشور ما به علت  کرد. مشاهده را گیاهی و داروهای دارویی گیاهان به صنعتی جوامع مجدد رویکرد توان

دارای  ای و ذخایر ژنتیکیتنوع گونه های خاص ژئومرفولوژیک مناطق مختلف،یژگیو تنوع اقلیمی و

ها ب بهره برداری از آنهای مناسست که باید شناسایی شوند و زمینههای فروانی اها و پتانسیلتوانمندی

 %90 از که بیش دارد وجود ایران در گیاهی گونه 10000-8000حدود  شود می گفته .فراهم آید

 اقتصادی و دارویی ارزش دارای گونه 200 از بیش تعداد این از جهان را شامل می شود. دارویی هایهگون

جارت جهانی این محصولات ناچیز ، تولید و تدر فرآوری ایران، سهم با این حال. (2008)ابراهیمی ،  هستند

 (.1392نوری، ) داده است از تجارت جهانی گیاهان دارویی را به خود اختصاصدو درصد  تنها و  باشدمی

بر اساس گزارش سازمان خواربار جهانی، ارزش تجارت جهانی گیاهان دارویی هم این در حالی است که 
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میلادی به رقم پنج تریلیون دلار خواهد  2050در سال که اکنون حدود صد میلیارد دلار در سال است 

لذا . (2010)کشفی،  رسدور ضروری به نظر میدارویی در کش وری از گیاهانبنابراین افزایش بهره رسید.

تمهیدات لازم برای احیاء و بازگرداندن این رسالت فراموش شده و ارتقاء اهداف طب ایرانی که گیاهان 

 .دارویی سنگ بنای آن را تشکیل داده امری اجتناب ناپذیر است

به تجارت  توجه روز افزون های کلان اقتصادی ومتأسفانه سودآوریاما نکته قابل توجه این است که 

های ل گونهمنابع به وجود آورده و نس جهانی گیاهان دارویی، مشکلات و مسائل ناگواری را برای این

بوط به مر گیاهی دارویی است. چرا که بخش عظیمی از تجارتگیاهی را با خطر انقراض مواجه ساخته 

راض نسل رست، نه تنها به انقهای نادهجمع آوری شده و بعضا با شیواست که از طبیعت  یهایگونه

مطلوب، منطقی  استفاده سازد.ان را نیز با خطرنابودی مواجه میانجامد بلکه تنوع زیستی جهها میگونه

 یی شیمیایی است،تر از صنایع داروتر و سادهفناوری بسیار کم هزینهو بهینه از این منابع که به لحاظ 

 یارز دزیاانی جامعه از خروج مقادیر ازهای عمده بهداشتی و درمتواند ضمن تأمین بخشی از نیمی

 . (1392)امجدیان،  شود کشورهای دیگرجلوگیری نموده و مانع گسترش وابستگی به 

  کشت بافت گیاهی .2-1

ه گیاهی یک مشکل جدی و اساسی است ک هایافزایش جمعیت جهان و کاهش منابع تولید فرآورده

و بیشتر  ای گذشته تاکنون به این فکر ترغیب نموده تا دست به تولید بهترهدانشمندان را از دهه

هی است های گیاآوری کشت سلول و بافتاستفاده از فن روش هامحصولات گیاهی بزنند. یکی از این 

 (. 1394)امیدی، 

مبنی بر دارا بودن خاصیت  1838 سال ، درشوان و اشلیدن اس نظریهاسبرگیاهی کشت بافت سلول 

از یک  سلول هرها پایه گذاری شد. توتی پوتنسی خاصیتی است که براساس آن سلول توتی پتنسی

دارای توان تبدیل شدن به موجود کامل را دارد. شوان در عمل موفق به رفع مشکلات  موجود پرسلولی

هی هابرلند، موفق شد اولین گام را در کشت آزمایشگا1902تکنیکی برای اجرای کار نشد. در سال 

که علی رغم زنده ماندن قادر  نمایدهای منفرد ط کربوهیدرات مبادرت به کشت سلولبرداشته و در محی
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  شد.طولانی  داری برای زمانموفق به تولید کالوس هویج و نگه گاترت 1939در سال به تکثیر نبود. 

داشت  وی اذعان مساله کشت سلولی را به روشنی بیان کرد. 1954وایت نخستین کسی بود که در سال 

های سلول به محیط خود و نسبت به سلولواکنش  های یک ارگانیسم ناشی از ی بین سلولهاکه تفاوت

ها بازگردانید. انسیل نهفته توتی پتنسی را به آندیگر است. لذا امکان دارد بتوان با جدا نمودن سلول، پت

 نبرای اولی راینرت 1958شد. نهایتا در سال البته احتمال دارد این خاصیت برای همیشه از دست رفته با

، موراشیک و اسکوگ محیط 1962در سال بار موفق به تولید ساقه و ایجاد گیاه از طریق کالوس شد. 

های لازم، هورمون و کم مصرف، فشار اسمزی، کربوهیدراتکشت مناسبی از نظر عناصر پرمصرف و 

اری از موارد استفاده در بسی( موراشیک و اسکوگ) MSغیره ارائه نمودند که به عنوان محیط کشت 

های گیاهی وارد مرحله نوینی از تکامل خود شد. طبق نظر ، کشت سلول و بافت1970شود. در دهه می

گونه از گیاهان زینتی به طریق کلون تکثیر شدند. استفاده از  600، بیش از 1977موراشیک تا سال 

یاهان چوبی، روغنی، باغی و بسیاری از محصولات زراعی نیز های آزمایشگاهی در گ روش ایجاد کلون

ای نیاز مهندسی ژنتیک از اهمیت ویژهگسترش یافت. در حال حاظر نیز کشت بافت به عنوان پیش 

و  ژن تغییر آن در که دارد سبز انقلاب دومین در کلیدیاین تکنیک، نقش  به طوریکه .برخوردار است

 (.  1390)فرشادی،  رود می بکار محصولات زراعی کیفیت بهبود و اصلاح جهت در بیوتکنولوژی

 دورگه، انگیاه ایجاد کشاورزی شامل در گیاهی هایبافت کشت آوریفن از موارد استفاده ترینعمده

 از ژن بانک ایجاد زا وبیماری عوامل از عاری گیاهان تولید رویشی، به روش گیاهان جنسی غیر ازدیاد 

 هایلیتتولید متابو امکان ،بافت گیاهی کشت از استفاده با حال حاضر در .باشدمی دارویی گیاهان

 ضد سرطان، ییدیآلکالو اتترکیب ها،بیوتیک آنتی مانند باشند،توجه می مورد صنعتی نظر از که ایثانویه

 .(1371قنبلانی، )نوری است میسر گردیده هاکش حشره و جاتادویه ها،آنزیم ها،ویتامین

 های ثانویهمتابولیت .3-1

 شناخته متابولیسم عنوان به زنده گیاه در دارند آنزیمی واسطه که شیمیایی هایواکنش از یکسری عمدتاً

 سنتز هاآن در که متابولیکی مسیرهای تا شده هماهنگ یکدیگر با شیمیایی هایواکنش این .شوندمی
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 انجام حاصل پلیمرهای و نوکلئوتیدها عمده، چرب اسیدهای آمینه، اسیدهای قندها، مثل هاییمولکول

 ترکیبات و شودیم گرفته نظر در اولیه متابولیسم عنوان به RNA  و DNA تجمع. آیند دست به ،شودمی

 همچنیند. شومی نامیده اولیه متابولیت، هستند لازم گیاه ماندن سالم و ماندن زنده برای که تولیدشده

 رشد و نمو گیاه برای مسیرها این محصول که دارد وجود نیز دیگری متابولیکی مسیرهای گیاهان، در

 هاآن تولید مسیر به و گرددمی اطلاق ثانویه هایمتابولیت ترکیبات این به، نیست ضروری کاملاً

)سهیلی  دهدمی تشکیل را گیاه دفاعی سیستم از بخشی ثانویه هایتمتابولی تولید .گویند ثانویه متابولیسم

 .(1388خواه، 

-لاکتون مانندای از مواد دستهکه  هستند بهاترین ترکیب شیمیایی گیاهیانگر ءجز های ثانویهمتابولیت

در درمان بسیاری  صورت عصاره یا پودرهای گیاهیبه و شوندرا شامل میا هها و آنتوسیانینها، فلاونوئید

را حتی  کیباتاین ترهای گیاهی توان تولید ها و یا بافتسلول شوند.کار برده میای شایع بههاز بیماری

ورد نیاز مدارند و این مسئله باعث شده که برای ساخت مواد تحت شرایط آزمایشگاهی در خود نگاه می

اهی از های گیاهی در شرایط آزمایشگها و بافتبشر در مقیاس صنعتی، نه تنها کاشت و تکثیر سلول

ها یری آنهای گیاهی و بکارگبلکه استحصال آنزیم ،اهی باشدوری گیازیست فنمباحث نوید بخش امروز 

  ردمورد توجه خاصی قرار گی سنتز یک متابولیت ثانویه ،در مسیر متابولیکی

 کشت بافت در نعناعیان .4-1

توانند تکمیل کننده ب ابزارهای قدرتمندی هستند که مینوترکی DNAآوری تکنیک کشت بافت و فن

در ارقام تواند تنوع موجود باشند. کشت بافت گیاهی می نعناعیانبرای اصلاح  ی اصلاحی رایجروش ها

 ایجاد شده اند سوماکلونال، هیبریدهای سوماتیکی یا گیاهان ترانسژنیکی روش هااز طریق که نعناع 

 ،M.arvensis ،M.aquatica، M.spicata ای نعناع شامل گونه هایرا معرفی کند. کشت درون شیشه

M.piperita ، M.pulegium ،M.suaveolenshybrid ،M.suaveolens،M.viridis  به طور موفقیت

آمیزی بوده که از دیسک برگی، گره، میانگره و مریستم نوک ساقه به عنوان ریزنمونه به کمک اندام 

 ؛1992وان، ؛ 1986)ریچ و پییر،  استفاده شده است (Kalogenesis) زایی مستقیم یا از طریق کالوژنزیز
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لای ابا مقادیر ب 5B، محیط مایع 1990و همکارانش در سالآهیراتا براساس مطالعات   (.1996کایسارد، 

ایموت و ساتو  .شد اعلام نعناع گیاه در زایی کالوس برای عاملی لیتر(میلی گرم در  4و2) NAAاکسین 

  با و کردند گزارش پرتوپلاست کشت طریق از را نعناعهای متفاوتی از گونه تکثیر تحقیقی طینیز 

 گرچه .(1993)ایموت و ساتو، کردند بررسینعناع را  زایی ریشه و زایی شاخههای رشد، استفاده از هورمون

کیتو و وان . گیردمی سختی صورت به نعناع تیره گیاهان بعضی در زایی اندام که دادنشان  بررسی این

 نابالغ، و بالغ جنین از که دادند ارائه  MS کشت محیط در نعناع کشت از گزارشی1990سال رنیز دیک 

ذکر  در این گزارش ریشه زایی و شاخه زایی قطعات .بود شده استفاده کشت جهت گل و قطعات دانه

توانستند به گیاه ن هاهای رشدی بررسی شد اما آناستفاده از مقادیر متفاوت هورمونبا  شده گیاهی

در بررسی دیگری که توسط سادیا و همکارانش بر  .(1990ک،)کیتو و وان ی دست یابند کامل باززا شده

، نشان انجام شدروی گیاه نعناع فلفلی به عنوان منبع ریزنمونه در حضور تیمارهای هورمونی مختلف 

های رشد در محیط کشت، تنوع زیادی در رشد وجود دارد. ه به نوع ریزنمونه و تنظیم کنندهداد با توج

های برگی بیشترین بازازایی را دارد و دیسکنوان شده که مریستم شاخساره در این گزارش هم چنین ع

 (.2001)سادیا،  دهندن میرصدی را نشاد 10زایی تنها بازا

 نعناعیان .5-1

انویه های ثبا تولید متابولیت (  Labiatae = Lamiaceae) در میان گیاهان دارویی، خانواده نعناعیان

ها به و تعداد زیادی از آن اند. این گیاهان غنی از ترکیبات پلی فنولی بودهمتفاوت و فراوان مورد توجه

  شان شناخته شده اند.دلیل خواص آنتی اکسیدانی

 احی مدیترانهاروپا و نو مانند مناطق زمین کره نواحی غالب در است که صورتی به پراکندگی این گیاهان

ع در نعنا (.1380)مجیدی، هستند و غرب ترکیه  و بومی بالکان، شمال دنشوو شمال آمریکا کشت می

می و قاسمی، )فاط رویدی مختلف بلوچستان به طور وحشی میایران، در نواحی شمالی، شمال غربی و نواح

 (.1372؛ زرگری، 1371
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 از(. 1372گری، ؛ زر1974)گوود، اند ای و به ندرت درختی یا بالاروندهنعناعیان معمولا علفی، درختچه

 شانیاف گرده برایکه  باشدمی خاص هایپرچم با دیسی لب هایگل داشتن ،هاآن مهم هایویژگی

 4 رچه،ب 2 تصور به گل اجزای کلی فرمول نعناعیان تیره گیاهان در. اندهیافت سازش حشرات توسط

 (.1372)زرگری،  می باشد گلبرگ 5 و کاسبرگ 5 پرچم،

 ستا شده داده جای جنس220 در که است گونه 3300 دارای نعناع گیاه آمده های بعملبررسی طبق

، ونهگ 20 حدودشامل  منتاهای مهم این خانواده، جنس از میان به این صورت که (.2008)نیکاوار، 

 مریم و گونه 70 حدود (تیموس، آویشن )گونه 50حدود ماروبیوم ه،گون 50 حدود دراکوسفالوم

 (. 1392، )نفرد باشند م گونه 600 حدود (سالویا)گلی

، با توزیع ویههای ثاناز لحاظ وجود متابولیت هاجنسمهمترین یکی از   Mentha،خانوادهاین  گیاهان بین

  (.1989هم، )تایاجی و اد شوددر هر پنج قاره جهان کشت میاست  ایابل ملاحظهوسیع و اهمیت تجاری ق

)بری کوآت،  ندها در فرم هیبرید بودنهسایی کرده است که بیشتر این گوگونه را شنا 15بری کوآت تنها 

 19ونومی جدید، این جنس به پنج قسمت تشکیل شده است که شامل در طبقه بندی تاکس. (1987

یه با پا Audibertiaاولین بخش، (. 1956؛ مورتون 1994)چمبرز و هومر،  باشدیبرید میه 13گونه و 

 با Eriodontesدومین بخش و  کروموزوم  18با  M.requieniiکه شامل یک گونه  است 9کروموزومی 

. استم کروموزو n2=27با M.australis  های این جنسباشد. یکی از گونهمی 5،10،12پایه کروموزومی 

، 72بوده و به ترتیب  M.cunninghami ،M.japonica، M.diemenica  شاملهای دیگر این جنس گونه

ونه با روابط ش به عنوان بخشی که دربرگیرنده یک تعداد گین بخکروموزوم دارند. کوکینی به ا 60و ،50

 (.1992)کوکینی،  غیر مشخص کروموزومی است، اشاره نموده است

مونه . سه ناست 10، 12بوده و دارای عدد کروموزومی  Presliaسومین بخش از این جنس، شامل بخش 

ه در دیگر کهایی ای و ویژگیدندانههای لب دار و کاسه چهار بر پایه وجود برگچه M.cervinaاز گونه 

 (.1972)هارلی،  اندشوند، در یک جنس مجزا قرار گرفتهیافت نمی  menthaهای گونه
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ین ا کردمورتون گزارش  .دباشمی 10، 12است و دارای پایه کروموزومی  Pulegiumچهارمین بخش، 

 n2=20،30،40سه سطح پلوئیدی  را دربرگرفته و دارای M.pulegiumو  M.gattefosseiهای بخش گونه

 استشده  حتوای بالای پولیگون شناساییهای بی نظیر غیر ایستا بودن و مویژگی است. این گونه با

 (1375)زینلی، 

یمنعناع ترین جنس بزرگترین و پیچیده است که از Menthaآخرین بخش از این جنس، شامل بخش 

ریق دو طفنوتیپی و ژنتیکی از  به علت انعطاف پذیری شناسایی اعضای این بخش(. 1369)زرگری،  باشد

، M.spicata مانندهای با اهمیت اقتصادی کل مواجه است. این بخش شامل گونهرگه شدن با مش

M.longifolia و M.arvensis (2000؛ پاترا، 1994)هومر و چمبر،  باشدمی 

 آبینعناع  .1-5-1

 Water Mintبا نام عمومی ، نعناعیانو از خانواده Mentha  متعلق به جنس .Mentha aquatica Lگونه 

 Mentha hirsuta, Mentha acuta, Menthaهای است که با نام( 1389)جمشیدی، Common mintیا 

acutata شودنیز خوانده می (flowering plants.com world).   

 و  amabunu  Imbozisa   ،Umayime-)) در منطقه ناتالی افریقا این گیاه وحشی را با عناوین

Umnukani  .نیز و اروپا  ها و مناطق پست، از امریکای جنوبی تا افریقاگیاه در باتلاقاین می شناسند

 (.2007)جاگر و همکاران،  شودیافت می

 نعناع آبی شناسی گیاه .2-5-1

و  شودمی ثیرتک ومریز یا دانهاز طریق  که چندساله یا دائمیگیاهیست  آبینعناع از نظر گیاه شناسی، 

و بوده  تخم مرغی شکل سبز رنگ، گاهی بنفش و های این گیاهبرگ. داردارتفاع  یمترسانت 90حدود 

، این رض دارندع (سانتیمتر 4تا  2اینچ ) 6/1 تا  39/0 طول و (سانتیمتر  6تا 2اینچ ) 4/2 تا 79/0بین 

 .استدار نه دندا هابدون کرک و حاشیه آنکرک دار یا  به صورت متقابل روی ساقه قرار گرفته، هابرگ

ریزوم دارای  د.نباشمی دارای کرک یا بدون آن و به رنگ سبز یا بنفش مربعی، نیزنعناع آبی  هایساقه

یاسی، به صورت کوچک، های صورتی و به رنگ هاگلریشه گوشتی و فیبری است. گستردگی وسیع و 
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یی شکوفا .وردآبه وجود میدر انتهای ساقه ذینی نیمکره گل آمجموعا است که شکل متراکم و لوله ای 

، تصویری از گیاه نعناع 1-1شکل  (.2007)جاگر و همکاران،  گل ها از اواسط تا انتهای تابستان ادامه دارد

 دهد.را نمایش میآبی 

 

 

 

 

 (.Mentha aquatica L)  . گیاه نعناع آبی1-1شکل
 

 

 ناعدلایل استفاده از گیاه نع  .3-5-1

آنچه استفاده از گیاهان خانواده نعناعیان را از نظر دارویی به یک گیاه استراتژیک تبدیل کرده است، 

خستگی،  رفع رایهای مختلف گیاه، بن است. از خواص این اسانس در بخشاسانس موجود در این گیاها

سوء  هاب، عفونت،الت ضعف، افسردگی، تقویت حافظه، بهبود گردش خون، تقویت عروق خونی شکننده،
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 خواص با یاند که این گیاهان منبع ترکیبات. محققان ثابت کردهشودمیهاضمه و ورم معده استفاده 

این هستند. ضد التهاب، ضد حساسیت، ضد افسردگی، ضد قند خون  و ضد میکروبی  ،یآنتی اکسیدان

برخی ی ایع داروسازی، عصارهامروزه صن .برمیگردد ها ها عمدتا به محتوای ترکیبات فنلی آنفعالیت

تا با توجه  ستا خوراکی تبدیل نموده هایقطره د بهنباش را که دارای اثر بسیار قوی می عنعنا هایگونه

 گیاهانمحصولات حاصله از این  ، به سرعت و در عرض چند دقیقه جذب شده و اثر نماید.به مایع بودن

روغن د. نمایناروها و غذاها تداخل نمیباشند و با دار نمیی جانبی برخورداز عارضه ،ضمن اثرات سریع

محصولات  .شوداستفاده مینیز ها شویهتجاری بویژه در آدامس و دهان مواد غذایییا اسانس نعناع در 

 هایدردها و کشیدگی سردرد و درمان موضعی درمان برای منتا نیز  موضعی غیرخوراکی مانند لوسیون

  (.2002)شکارچی،  شوندزانو استفاده می ریتعضلانی و استئوآرت

 های ضروری روغن .6-1

های در گونه نعناع وجود دارد کههای بسیاری از گونهدر و ترکیبات ترپنوئیدی روغن های ضروری روغن

 دهنده  میزان متفاوت ترکیبات تشکیل ،تفاوت دلیل این دهند،شان میمختلف مقادیر متفاوتی را ن

ناع استخراج مختلف مانند نع مقالات متعددی این ترکیبات ثانویه را از گیاهان ست.هاغنروموجود در 

ه از مناطق روغن موجود در گیاه نعناع آبی ک ، با تقطیرو همکارانشگوک دایی اند. برای مثال کرده

. در ردنداه را بیان کهای ضروری این گیاجزای تشکیل دهنده روغنمختلف جهان جمع آوری شده بود، 

قدار دارای مهای هوایی گیاهی که از ایران گرفته شده، به ترتیب ا، ریزنمونه های بخشنمونه همیان 

اه دارای بتا ( بود. ساقه های این گی%8/12و بتا کاریوفیلن ) (%23(، منتوفوران )%2/27سینئول ) 8و1

تا (، ب%7/25کسید )ها دارای پیپریتون ا( و برگ%3/11و ویریدیفلورول ) (%4/22کاریوفیلن )

 .(2015)گوک دایی،  ( بوده است%3/10سینئول ) 8و1(، %12کاریوفیلن)

های نعناع را در مناطق مختلف برزیل ارزیابی و ژنوتیپو همکارانش گراسیندو در آزمایش دیگری 

های های فرار و درصد ترکیبات روغننوتیپ را شناسایی و ترکیبات روغنژ 21مقایسه کردند. آن ها 

که از مناطق مختلف  های ضروری گونه نعناع آبیکردند. ترکیبات اساسی و مهم روغنبررسی  ضروری را
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، دارای ترکیبات Lime mintبا عنوان  1CMهای مخصوص جمع آوری شد شامل: نمونه برزیل با نام 

ای لینالول دار  Orange mintبا عنوان  13CMسینئول و کارون، نمونه  8و1لیمونن با بیشترین مقدار، 

با عنوان  18CMسینئول و لینالیل استات است. همچنین نمونه    8و1با بیشترین مقدار، لیمونن، 

Common mint  منتیل استات، و مقادیر متفاوتی از لیمونن،پیپریتون اکسید بیشترین مقدار دارای  

دارای بیشترین مقدار  Mintlavenderنیز با عنوان  19CMسینئول و کارون را دارد. در نهایت نمونه  8و1

)گراسیندو،  سینئول، منتول، کارون و لینالیل استات را در خود نشان می دهد 8و1لینالول و مقادیر کمتر 

2006 .) 

اری قرار این ترکیبات به دلیل داشتن عطر و طعم متفاوت و منحصر به فرد خود مورد توجه بازار تج

نی سازی، گیرند. برای مثال منتول در صنعت شیریرار میایع مختلفی مورد استفاده قگرفته و در صن

فونی های ضعیف بیهوشی و ضدعشود. همچنین در تولید دارور سازی و تولید سیگار استفاده میعط

کارون به  ها  کاربرد دارد. این ماده طبعا دارای خاصیت ضد نفخ و مسکن معده نیز می باشد.کننده

ندان و دانی مانند خمیر های الکلی، محصولات بهداشتی دهوشابهن چاشنی برای طعم دادن به نعنوا

است و می  تانلیمونن یک آنتی اکسید (. 1997)باوور،  شودا و در عطر سازی به کار گرفته میهدهانشویه

ر ساخت دون از طعم و عطر پیپریتون نیز مانند کار تواند به عنوان حلال یا شوینده استفاده شود.

ند در ه دارککنند. همچنین لینالول، پلیگون و متیل استات به دلیل عطر خوبی اده میخمیردندان استف

  . (1983)ویند هولز،  شوندصنایع عطر سازی به کار برده می

 فنول هاپلی  .7-1

دهند را تشکیل میهای مواد شیمیایی شناخته شده در گیاهان ترین گروهیکی از گسترده فنول هاپلی 

 ترکیب فنولی از سلسله گیاهی جداسازی و بررسی شده باشد 8000شود که بیش از و تخمین زده می

ا در دهه اخیر های منحصر به فرد این ترکیبات است که توجهات زیادی ربه دلیل ویژگی .(1381یزدانی )

 اثیر مثبتی برها تین ترکیبات به رژیم غذایی و مکملکه با ورود ا چرا که ،اندبه خود معطوف کرده

براساس پلی هیدرکسیله هستند که  ترکیبات شیمیاییدر واقع  فنول هاپلی  .اندسلامت انسان داشته
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ه فلاونوئید. ساختار پای2-1شکل   

-کند و استخلافها را به هم متصل میرشان، عناصر ساختاری که این حلقهتعداد حلقه فنلی در ساختا

اکثر  شوند.میطبقه بندی  به دو گروه فلاونوئیدها و غیرفلاونوئیدها ،هایی که به حلقه متصل است

چند حلقه تعلق دارد. فلاونوئیدها با داشتن دو یا  هاترکیبات جداسازی شده به زیرکلاس فلاونوئید

ها دارای یک یا تعداد بیشتری گروه هیدروکسیل شوند که هرکدام از این حلقهآروماتیک شناسایی می

( با پل کربنی که شامل Aیک حلقه آروماتیک )حلقهفنولی هستند که به یک پل کربنی متصل است. 

می که زنجیره سه کربنه به شود. هنگا( متصل میBک دوم )حلقهسه اتم کربن است به حلقه آروماتی

ی شش اصل حلقوی شده و به صورت یک حلقهساختار ح ،شودمتصل می Aروه هیدروکسیل از حلقه گ

و حضور  Bبر اساس موقعیت حلقه . اکثر فلاونوئیدها این ساختار را دارند و (2-1)شکل آیدمیعضوی در

 . (2011، )آتاناسوا شوندهای متفاوتی تقسیم بندی مییک پیوند دوگانه به گروه

 

 

فنولیک اسیدها معمولا به دو پلی فنولیک آمیدها است.  و گروه غیرفلاونوئیدها شامل فنولیک اسیدها

دارای هفت اتم کربن هستند و یا از گروه عمده تقسیم می شوند. این ترکیبات از بنزوئیک اسیدها که 

اند. این ترکیبات هیدروکسیله تمام. شوندمشتق می سینامیک اسیدها که دارای نه اتم کربن هستند،

های عملکردی حاوی نیتروژن هستند. ، حاوی استخلاففنول هالیک آمیدها نیز نوعی از پلی پلی فنو

ر فلاونوئید دیگر نیز وجود دارد که برای سلامتی انسان چندین غیفلاونوئیدها و فنولیک آمیدها  برعلاوه 

واحدهای منحصر به فرد در انگور و شراب قرمز است.   هاResveratrol. در این میان باشندمیمهم 



13 

 

Ellagic acid  چون توت فرنگی و تمشک یافت شده است.  یهایو مشتقات آن در میوهLignan ها نیز

 .(2011)آتاناسوا،  ها وجود دارد در کتان، کنجد و بسیاری از دانه

استری زیدها( ها )گلیکواند با گلوکز و دیگر کربوهیدرات یی که در گیاهان یافت شدهفنول هاتمام پلی 

ده و تعداد ها شی آزاد وجود دارند. این امر منجر به پیچیدگی آنژن هامی شوند و یا به صورت گلیکو

ها یی، از میوهی موجود در رژیم غذافنول هااند. پلی یی شدهبات منفرد جداسازی و شناسازیادی از ترکی

رخت دجات شامل زردچوبه و ت و گیلاس، گیاهان دارویی، ادویهها، سیب، مرکباشامل انواع توت

 اند.یا سیاه و شراب قرمز جداسازی شدهشجرالمعبد، چای سبز 

ها و سبزیجات به سلامت میوهدهای موجود در غذاها، بخصوص مشخص شده است که مصرف فلاونوئی 

های یرتباط زیادی بین سطح پایین بیماردهد که اد. مطالعات اپیدمیولوژیک نشان میکنانسان کمک می

 فنول هاو آلرژی و میزان مصرف پلی تصلب شرایین  ،های کبدیبی، سرطان دستگاه گوارش، بیماریقل

 (. 2010)تی ساوو،  دارد

 

 

 

 

 

 رزمارینیک اسید .8-1

-1)شکل  است اسید یک استر کافئیک در واقعست که فنول هایکی از این پلی  (RA)رزمارینیک اسید

از طریق  وشروع  تیروزین -Lفنیل آلانین و  -L پیش ساز هایبا مولکول رزمارینیک اسید بیوسنتز (.3

 .(2013)بوک کیم،  شودمی سنتز فنیل پروپانوئید مسیر

    شناخته  C18H16O8دی هیدروکسیل فنیل لاکتیک اسید و فرمول -3،4با نام شیمیایی این ترکیب 

اسکارپاتی  هایبه نام ایتالیایی دو شیمیدان توسط 1958در سال  برای اولین بار و (2016)آیدی،  شودمی

 رزمارینیک اسید ترکیب شماتیک از نمایی. 3-1شکل 
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 .(2012، شکارچی) های خانواده نعناعیانمارینیک اسید موجود در برخی گونه. مقایسه میزان رز1-1جدول 

  

، حسن یوسف در معمولا رزمارینیک اسید .جدا شد( Rosmarinus officinalis) از رزماری و اورینته

 (.2010)فدال،  شودیافت مینیز رزماری و ، آویشن، پونه کوهی، نعناع فلفلیرنجبویهباد، مریم گلی

دارای ی موجود در خانواده نعناعیان، رزمارینیک اسید فنول هان داده است که در بین پلی تحقیقات نشا

های گونه برخی میزان متابولیت رزمارینیک اسید را در 1-1جدول  (.2012)شکارچی،  سهم بالایی است

 دهد.نعناع نشان میمتفاوت 

 

 

 نقش و کاربرد .1-8-1

های عفونت قارچ و در برابر گیاه یاز سیستم دفاع به عنوان بخشی اسیدرزمارینیک  که این استاعتقاد بر 

، تآنتی اکسیدان به عنوان اسیدرزمارینیک  فعالیت بیولوژیکیشود. محسوب می شکارچیان و یا باکتریایی

برای نگهداری  به صورت تجاری این ترکیب .است ضد التهابی شرح داده شدهد ویروسی و ، ضضد باکتری

 خالص اتترکیباین به تازگی  اما، هستند RAبسیاری از محصولات حاوی  شود.استفاده مینیز  غذا

فعالیت های دارویی این  ،های متعددیدر بررسی د.نشوتجاری استفاده میبه عنوان داروی  وشده سازی 

با هایی گیری از اکسیداسیون لیپو پروتئیناست. به عنوان مثال با جلو گرفتهه قرار عترکیب مورد مطال

کند. این ترکیب با داشتن های آزمایشگاهی جلوگیری میهای موشچگالی کم، از تکثیر زیاد سلول

یسمی، آب اتهای گوارشی، ورم مفاصل و دردهای رمتی اکسیدانی و ضد التهابی در زخمخاصیت آن

 کندنقش ایفا می HIV-1و همچنین خاصیت ضد ویروس های برونشیتیمروارید، سرطان و آسم
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ین ماده همچنین به است. ا E تر از ویتامیننتی اکسیدانی رزمارینیک اسید قویفعالیت آ(. 2013)گزنکو،

و ابتلا به سرطان کند و بدینوسیله خطر های آزاد کمک میهای آسیب دیده توسط رادیکالبهبود سلول

کاهش التهاب در مناطق  ، کمک بهدهد. نقش مهم دیگر رزمارینیک اسیدشرایین را کاهش می تصلب

های التهابی انجام ر در فعالیتدرگیهای ر را با جلوگیری از تجمع پروتئینآسیب دیده است و این کا

ور بافت آسیب دیده شود و های مجاتهاب ممکن است باعث آسیب به سلولچرا که تداوم ال دهد.می

 .(2008)پارک،  دهدالتهابی خود این خطر را کاهش می رزمارینیک اسید با خاصیت ضد

ت های ضد آلرژیک یا نعناع ارغوانی به دلیل اینکه غنی از رزمارینیک اسید است در فعالی Perillaگیاه    

ن این دهد که خوردشد نشان میو همکارانش انجام  سانبورجی استفاده می شود. مطالعاتی که توسط

یگری دمطالعه . (2004)سانبورجی،  های آلرژیک استش نفوذی موثر برای مقابله با آسمگیاه، یک رو

موش ک اسید باعث سرکوب ورم غشاییدهد رزمارینیانجام شد که نشان می 2003در سال یان  توسط

یان، ) باشد ردهای رماتیسمی مفیدهای آزمایشگاهی شده است و این امر ممکن است برای درمان د

2003).  

 مسیر واکنش .2-8-1

فنیل آلانین  .شودمی از طریق مسیر فنیل پروپانوئید سنتز، این ماده RAهای بیوسنتز در مسیر واکنش

 تیروزین تبدیل در همچنین PAL .کندمی را کاتالیزسینامات فنیل آلانین به  ( تبدیلPALآمونیا لیاز )

-P سنتز( C4H)هیدروکسیلاز -4 . سیناماتکندمی شرکت ترپایین وریبهره، البته با کومارات-P به

-P( تبدیل 4CL) لیگازآ -کوآنزیم روئیلکومارا -4دهد وسینامات را انجام می از هیدروکسی سینامات

. در نزیم آ برعهده داردکوآمالونیل فعال شدن آن برای واکنش با  آ را جهت -کوآنزیم استر بهکومارات 

 توسط  انزیم آکو-کوماروئیل-4اسید با هیدروکسی فنیل لاکتیک  -4، تراکم RAمسیر منجر به 

 (RAS) (ترانسفراز )یا هیدروکسی فنیل لاکتات هیدروکسی سناموئیل آانزیم کو سیناموئیل هیدروکسی

-3توکروم: سی P450s ها توسط دو متمایز کاتالیز آخرین مرحله، این واکنش . که درشودمی کاتالیز

آنزیم مهم در  شود.کاتالیز می (H -39) هیدروکسی سیناموئیل - 39و  (H -3) هیدروکسی سیناموئیل
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های مهم است. البته در برخی منابع آنزی  PAL (phenylalanine ammonia-lyase)این واکنش ها، 

د بررسی قرار گرفته دیگری مانند هیدروکسی فنیل پیروات ردوکتاز و رزمارینیک اسید سنتاز نیز مور

دی هیدروکسی فنیل  -4و3هیدروکسی فنیل پیرویک اسید یا  -4است. آنزیم اول واکنش کاهش 

دهد. و آنزیم رزمارینیک اسید سنتاز یک اسیدهای مربوط به آن انجام میپیرویک اسید به لاکت

(caffeoyl-Coenzyme A  :3,4-dihydroxyphenyllactic acid caffeoyl transferase )  که بخش

)بوک کیم،  کنددروکسی فنیل لاکتیک منتقل میدی هی -4و 3کوآنزیم آ به   -را از کافئوئیلکافئوئیل 

 دهد.رزمارینیک اسید را نشان می بیوسنتزمسیر  4-1شکل (. 2013

عامل  هایادهخانو یکی از بزرگترینکه  1MYB هایپروتئین یاز خانواده 39SmMYBدر این مسیر، ژن 

 H4C مانند دفنیل پروپانوئی مسیر آنزیم کلیدی در ژن چند ،بیان بالا، در در گیاهان هستند ویسیرون

،1CL4 ، 2CL4  و TAT 2ی متعلق به زیر خانواده ژن هااین (. 1998)پیترسن، دهدرا کاهش میR-MYB 

، اهآن (R3و  R2 هایتکرار )در DNA به  تصلم ترمینال- N دامنهکه  هستند MYBs R2R3 با نام ،

مختلف  یمسئول عملکردها متنوع است و آن ترمینال-C اسید آمینه ای توالی امابه شدت حفاظت شده 

 (. 2010)تاهیرا،  دنشونظر گرفته میدر  یتنظیم

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

 

 

 ها نشان داده شده است. اشکال مربع وید. مراحل چندگانه آنزیمی با فلشاس رزمارینیک. مسیر واکنش 4-1شکل 

 .(2013)ژانگ،  دهدیر فنیل پروپانوئیدها را نشان میه ارتباط بین مسیر سنتز رزمارینیک اسید و متابولیسم سادایر
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 MYBپروتئین  .9-1

ا غیر یهای زیستی سخ به تنشهای مختلف مانند پانقش مهمی در کنترل جریان 1فاکتورهای رونویسی

فاکتورهای لیل دکنند. به همین با استرس ها ایفا میسم و مقابله زیستی، رشد و توسعه، تمایز، متابولی

فاکتورهای  شوند. تکنولوژی مبتنی بریژگی های پیچیده گیاهان محسوب میمناسبی در تغییر و اصلاح و

ه اهان ببخش عمده ای از نسل جدید مهندسی ژنتیک در حوزه گیاهی است. کشت سنتی گی رونویسی

وانع ماز  حدود شده است. تکنولوژی تراریختی گیاهان خاص مپلاسم برخدلیل تنوع ژنتیکی در ژرم 

یاهان دیگر گ هایTFژنتیکی عبور کرده و اجازه بهبود مسیرهای کنترلی را در یک گیاه با استفاده از 

 (. 2008)سنتوری،  داده است

د دارند. جووها ناگون هستند که در تمام یوکاریوتیک خانواده بزرگ و با عملکرد گو MYBهای پروتئین

، ز تکرارهااهای متفاوتی ا شمارهکنند که بعمل می های تنظیمی و متابولیکیها در نقشینئپروت این

فاکتورهای  گیاهان وجود دارند و با دیگر رها به طور گسترده درا دارند. آن DNAقابلیت اتصال به 

وجود زنده مین ژن از چند ی ااتوالی هبر اساس  MYBمطالعات سیر تکامل ژن  .اندارتباطرونویسی در 

بوده است که اولین تکرار آن مشخص  MYBهای گیاهی سه تکرار MYBدهد که اجداد نشان می

این گزارش، ژن براساس  .گزارش شده استنیز ها این پروتئیننیست. مدلی از سیر تکاملی 

R1R2R3MYB ل شده ابتدایی تشکیهای لی دوگانه و سه گانه در یوکاریوتهای متوابا نسخه برداری

ان را در گیاهان و جانور (R1R2R3-MYB) و سه گانه (R2R3-MYB) است و تاکنون تکرارهای دوگانه

 Myeloblastosisاز ویروس  v-MYBبه عنوان  MYBاولین ژن همچنین (. 2013)امبوآت،  است ایجاد کرده

 MYB. اولین باشدیم C-MYBو  A-MYB ،B-MYBعضو 3ین ژن دارای طیور شناسایی شده است. ا

  (.1987)پاز آرس،  است Zea maysاز گیاه  C1شناخته شده، ژن 

در گیاه آرابیدوپسیس  R2R3-MYBی ژن هااز میان  R3-MYB 5تنها با MYB  یژن هاخانواده  

  R2R3-MYBو همکارانش طرح کلی ژنوم دوو  اخیرا (.2006؛ یان هویی، 2001)استراک،  دیده شده است
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)دوو،  ردندرا در ژنوم این گیاه شناسایی ک ژن هایش گذاشتند و مجموعه کامل این ه نمارا در ذرت ب

 را در گونه های MYBفاکتورهای رونویسی نیز  (2010) شارماو  (2006) سوپریاهمچنین  .(2012

Brassica  .گزارش دادند 

 MYBساختار پروتئین  .1-9-1

 ساییشنا R2R3هستند که توسط ناحیه  MYBوتئینی ، گیاهان دارای زیر خانواده پربرخلاف حیوانات

 DNAه ترمینال که ب-N یجزا هستند. ناحیه حفاظت شدهدارای دو بخش م هاشوند. این پروتئینمی

 است. ترمینال که متنوع بوده و مسئول عملکردهای تنظیمی در گیاهان-Cمتصل خواهد شد و ناحیه 

دام آمینواسید است که هرک 52متشکل از حدود  (،R)تکرار آمینواسیدی ناقص  4شامل  MYBناحیه 

 دهند.آلفاهلیکس را تشکیل می 3تکرارها از این 

ن با فاتریپتو 3را با  (HTH)دومین و سومین هلیکس از هر تکرار، یک ساختار هلیکس دور هلیکس  

ن پروتئین ، ایMYBها در پروتئین براساس شماره ناحیه (.1996)اوگاتا،  دهندفاصله و منظم تشکیل می

 R2R3های پروتئین. (5-1)شکل ( 2013)امبوآت،  R2R3  و 1R ،3R ،4Rزیرشاخه تقسیم می شود:  4به 

)ژیانگ،  دنوشفور یافت میعضو در گیاهان تک لپه و دو لپه به و 100مختص گیاهان هستند و با بیش از 

 (.2009؛ ویلکینز، 2004

ل، ترمینا-Cهای آمینواسید در ناحیه و موتیف DNA همچنین براساس ناحیه حفاظت شده متصل به

های وتئینکه اعضای آن مشابه با پر Aشوند: زیرگروه به چند زیر گروه تقسیم می MYBهای پروتئین

c-Myb های حیوانی و سایر پروتئینMYB  است. زیرگروهB ترین گروه محسوب می شودکه کوچک 

سییس را های آرابیدوپعضو از پروتئین 70که  Cزیر گروه های آرابیدوپسیس( و عضو از پروتئین 4)

  (. 2001؛ استراک، 2010)دوبوس،  شودشامل می
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 MYBها که به تعداد تکرارهای و عملکرد آن MYB  های متفاوت پروتئین، تقسیم بندی شاخهMYB. ساختار پروتئین 5-1شکل 

(R)  (.2013)امبوآت، بستگی دارد 

 MYBعملکرد . 2-9-1

. دهدنشان می یگیاه هایمتابولیسمدر گیاهان، اهمیت آن را در کنترل  MYBبزرگ بودن خانواده 

ها شود بخشی از توالی آنی حفاظت شده وجود دارد و موجب میها، نواحاگرچه در توالی این پروتئین

ی مختلف در یک هاهای مختلف گیاهی و حتی اندامها در گیاهان، گونهمشابه هم باشد اما عملکرد آن

حاضر عملکرد بسیاری از فاکتورهای در حال . (2009؛ ویلکینز، 2002؛ سینگ، 2004)لیی،  گیاه متفاوت است

MYB، ی ژن هاانده است. بنابراین کلون کردن ناشناخته مMYB تا بتوان به  ،رسدظر میضروری به ن

ها و های ثانویه و پاسخ به هورمونلیتظیم متابوها با تنها در گیاهان و همچنین ارتباط آنعملکرد آن

را از گیاهان متفاوتی  MYBپژوهشگران تاکنون توالی ژن  (.2016)یانگ،  های محیطی پی بردتنش

 Perilla، گیاه(1999)گواتروچیو،   Petunia hybridaگیاه ،(2013)ژان،  Arabidopsis thalianaمانند

frutescens   ،اهگی ،(2002)سومپورن پایلینGarcinia mangostana   ،گیاه، (2009)پالاپول Vitis vinifera 

به  R2R3-MYBی ژن هادهه اخیر، در  کلون کرده اند. (1987)پاز آرس،  Zea mays و (2002)کوبایاشی، 

ده در عملکردهای بیولوژیکی اوو مشخص شد اعضای این خان مورد مطالعه قرار گرفتاختصاصی ر طو
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 دههای زنده و غیر زنشتن، (2011؛ هیچری، 1994)گروتی ولد،  پروپانوئید نیلمتعددی مانند متابولیسم ف

 دخیل (1993)اوراوو،  هورمونیهای پاسخ و (2010؛ زیی، 2009)کانگ،  ، تمایز(2009؛ لیپولد، 2009)سگارا، 

آورده  2-1 در گیاهان مختلف در جدول هاآن و کارکرد MYBهای د. عملکرد برخی از پروتئیننهست

 شده است. 

 و عملکرد آن در گیاهان مختلف MYBهای . برخی از پروتئین2-1جدول 
 

MYB گونه گیاهی عملکرد منبع پروتئین   
Mandaokar et al. 

2006 
Stamen development/ 
Anther development 
(tapetum), Filament 

length, GA– and JA–

mediated 

Arabidopsis thaliana AtMYB021/ AtMYB033/ 

AtMYB065 

Feng et al. 2004 Root elongation, 

Axillary meristem 
regulation/ Lateral organ 

formation 

Arabidopsis thaliana AtMYB068/ AtMYB084 

Dai et al. 2012 Root system architecture Oryza sativa OsMYB2P-1 

Takahashi et al. 2013 Flower color Glycine max GmMYB-G20-1 

Stracke et al. 2007 Phenylpropanoid 

pathway / Flavonol 

biosynthesis 

Arabidopsis thaliana AtMYB011/AtMYB012/ 

AtMYB111 

Jackson et al. 1991 Phenylpropanoid 

metabolism 

Antirrhinum majus AmMYB305/ 

AmMYB340 

Dubos et al. 2008 Phenylpropanoid 

metabolism 

Arabidopsis thaliana AtMYB003/AtMYB007/ 

AtMYB032 

Huang et al. 2013 Flavonoid biosynthesis Epimedium sagittatum EsMYB 

Grotewold et al. 

1994; 

Du et al. 2012b 

Anthocyanin synthesis Zea mays ZmMYBP1 

Gubler et al. 1997 Hormone response (GA 
signaling) 

Oryza sativa OsGAMYB 

Urao et al. 1993 Drought response Arabidopsis thaliana AtMYB002 

Agarwal et al. 2006 Cold stress tolerance Arabidopsis thaliana AtMYB015 

Li et al. 2009 Abiotic stress response, 

SA–mediated pathway 

Arabidopsis thaliana AtMYB030 

 ریشه مویین .10-1

 وسطتها سفرم شده هستند که با آلودگی زخمی ترانریشه هامتفاوتی از  ساختارن یی مویریشه ها

شه مویین می یابد. این پاتوژن باعث ایجاد بیماری ریم رایزوژنز تولید شده و گسترش میگروباکتریوا

 اد شده، ی مویین ایجها ریشهفنوتیپ شود. ی القا شده میریشه هاکه منجر به رشد نئوپلاستیک  شود

نبی و پایداری ژنتیکی از طریق رشد سریع و مستقل از هورمون، نداشتن زمین گرایی، ریشه زایی جا

 ،Ri پلاسمید با شده ترانسفورم گیاهان از شده ی مویین جداریشه ها .(2010تلی، )پس شوندشناسایی می
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 فراوان سنتز توانایی و پایدارند ژنتیکی ورتص به دارند، را استریل شرایط در شیشه رشد درون توانایی

 . (1996)لیی،  دارند را شوندمی یافت دیگر هایاندام و ریشه ها در نرمال  صورت به که هاییمتابولیت

 اگروباکتریوم رایزوژنز .11-1

 نام هب طبیعی ناقل سیستم از استفاده با هدفثانویه  ترکیبات های مولدگونه ژنتیکی دست ورزی

ک، خا منفی گرم ( انجام پذیر است. این باکتریAgrobacterium rhizogenesرایزوژنز ) وباکتریوماگر

ای قطعه این پاتوژنگیاهان است.  مویین در ریشه بیماری باشد که مولدمی Rhizobiaceae از خانواده

مید ی پلاسکه حاو احاطه شده است( bp25که با تکرارهای الیگونوکلئوتیدی   T-DNA)منطقه DNAاز 

Ri  پلاسمید. (6-1)شکل  کندبه ژنوم گیاه آلوده منتقل میرا استT-DNA  را  اهژن ای از مجموعه

ین را کد و اپ  های لازم برای کنترل فیتوهورمون اکسین، بیوسنتز سیتوکینینکند که آنزیم حمل می

ل و ایجاد تعاد گیاهی ژنوم به  A. rhizogenes باکتریRi پلاسمید  از T-DNA بخش کنند. ورودمی

 هایتقسم از تراریخت مویین یریشه ها بافت رشد تظاهر مورفولوژیکی ایجاد باعث هورمونی جدید،

 Riده در شقرار داده  Orf 18در میان شوند. نامیده می ی مویینریشه هاکه  شود می گیاه شده آلوده

T-DNA چهار ،Orf های ژنتیکی همراه استبا لوکوس (rolA, B, C, D)  یژگی وایجاد  وکه با انتقال آن

  (.1391)شکری، شوددن جهش ترانسفرماسیون شناسایی میبیماری ریشه مویین به واسطه غیر فعال کر

ه به آید کگونه از گیاهان عالی به دست می 200ی مویین ضدعفونی شده، در بیش از ریشه هاکشت 

های اهان به تنشهای متابولیکی گیت و تنظیم فعالیتهای ثانویه متفاوها در سنتز متابولیتتوانایی آن

یر در انتقال های اخیر اطلاعات جدیدی از مکانیسم مولکولی درگزنده و غیر زنده بستگی دارد. پیشرفت

DNA-T ژن انتقال برای دوگانه، ناقلین بیان از به گیاه در دسترس ما قرار داده است. اخیرا استفاده 

 Solanum) زمینی  سیب مانند مختلفی گیاهان به ایزوژنزاگروباکتریوم ر بواسطه

 tuberosum)  ،بلادن (،1989)ویسر   (Atropa belladonna)  ،اتانی شیرین زمینی سیب، (1992)ساتیو( ،

 (.1391)شکری، گزارش شده است (1996)یامازاکی،  Scoparia dulicsو گیاه  (1993

 



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .(2014)ایلکر،  نمایی شماتیک از  پلاسمید اگروباکتریوم رایزوژنز .6-1شکل 

 

 . هدف از تحقیق 12-1

ی مویین القا شده در گیاه ریشه هادر تحقیق پیش رو میزان تولید متابولیت ثانویه رزمارینیک اسید در 

 ینندهژن همولوگ مهارکاند، بررسی شد. همچنین ی متفاوت رشد کردهمحیط هانعناع آبی که در 

SmMYB39 ، با استفاده ازPCR این ژن در محیط کشت  لیسیتورها برنیمه کمی بررسی و تاثیر اin 

vitro  توالی یابی گردید. جدا، همسانه سازی ومطالعه شد. علاوه بر این توالی ژن مورد مطالعه 
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 مرور منابع.2

 مطالعات پیشین -1-2

به  ،یاهیگشد، رزمارینیک اسید به عنوان دومین استر مهم کافئیک اسید در سلسله  گفتهر که همانطو

ل تاکنون ها قبان و محققان قرار گرفته و از سالدلیل خواص منحصر به فرد خود مورد توجه پژوهشگر

مویین  یریشه هاهای مختلف گیاهی مانند در بخش ثانویه این متابولیت آزمایشات بسیاری از تشکیل

د آن انجام شده های مسیر تولیواکنشبررسی و  هامتابولیتالقا شده توسط اگروباکتریوم، افزایش میزان 

 . (2012)شکارچی، است

های ز طریق آلوده کردن گیاهچها (Salvia officinalis)مریم گلی در گیاه ریشه موییدر بررسی تولید 

 رزمارینیک اسید، های ثانویه متابولیتتولید  ،ATCC 15834اگروباکتریوم رایزوژنز سویه  استریل با

-همچنین در آزمایشات دیگری، گونه .(1999)چن،  و دیگر ترکیبات فنولی تایید شدلیتوسپرمیک اسید 

 گیاهانیکه   (2003)اینو،   M. piperita و (2002)استریچارز،   Mentha pulegium های دیگر نعناع مانند

و سطوح بالاتری از  ندیک اسیدهای درون زا است، با اگروباکتریوم تلقیح شدبا سطح بالایی از فنول

بعد از  کشت بذور گیاه ژیگرژیک ، 2006 در سال  .ندترکیبات فنلی و فعالیت پراکسیداز را نشان داد

Salvia officinalis وسیله سرنگ ، به گیاهچه رشد کرده و تلقیح در دومین گره ساقه و  برآمدگی برگ

عملکرد ریشه  وآوردند ی مویینی را به دست ریشه ها  ATCC15834و A4های به باکتری سویه آلوده

ترین محیط در این مقاله مایع بررسی کردند. مناسب WPو  MSی محیط هادر را  ریشه هارشد زایی  و 

و  جبیرنتامشابه همین آزمایش را ک. (2006)ژیگرژیک،  انتخاب شد 15834و بهترین سویه   MSمحیط 

 ،A13های ها تلقیح را با سویهانجام دادند. آن (Cichorium intybus) همکارانش بر روی گیاه کاسنی

A4  در ی ظاهر شده را ریشه هاام داده و ای گیاه کاسنی انجبر روی ریزنمونه های لپه 15834و

تعیین  هتج را ی رشد کردهریشه هابر روی شیکر قرار دادند و  MSهای حاوی محیط مایع ارلن

 2004ل در سا باوورهمچنین . (2013)کبیرنتاج،  دادندمورد استفاده قرار   HPLCترکیبات فنلی با آزمون 

 Menthaبر روی  2002در سال  فاتاک های حاصل از حسن یوسف وهمین کار را بر روی کالوس
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arvensis  ی زوفا توسط باکتری هی ترانسفرم شدریشه هاو همکاران  موکاری. (2004)باوور،  آزمون کرد

ی القا شده در محیط کشت مایع بدون هورمون قرار داده ریشه ها. را تولید کردند اگروباکتریوم رایزوژنز

% از وزن خشک( و  03/8شد و سطوح بالایی از ترکیبات فنلی مانند رزمارینیک اسید )حداکثر 

ی ریشه هادر  RAالاترین میزان % از وزن خشک( به دست آمد.  ب 89/3لیتوسپرمیک اسید )حداکثر 

سوکروز به دست آمد. این سطح  %10حاوی  Gamborg B5مویین رشد کرده در محیط کشت مایع 

ی گیاهان یکساله ریشه هاوس، کشت سوسپانسیون سلولی و بالاتر از مقداری است که در کال %60حداقل

 (.1998)موکاری،  به دست آمده بود

یط ( به محmM50)با غلظت مناسب  متیل جاسموناتران با افزودن و همکاکیم  در آزمایش دیگری،

ی ه گیر، میزان رزمارینیک اسید تولید شده را انداز Agastache rugosaیانمونه هکشت حاوی ریز 

ثانویه، های ، باعث القای متابولیتجاسمونیک اسیدی درگیر در بیوسنتز ژن هاکردند و نتیجه گرفتند، 

همکاران  ودر آزمایشی مشابه نوروزی  .(2013)کیم،  دهای دفاعی گیاه می شوئینپروت دیواره سلولی و

نده )شامل زی گیاهی و پاتوژنی( و غیر ریشه هاهای زنده )مانند عواملی با استفاده از محرک( 2014)

ی هاریشه ه در های ثانویبه افزایش رشد و تولید متابولیت مواد معدنی، شیمیایی و فیزیکی( را که منجر

ستند که در مل غیرزنده همویین می شوند، بررسی کردند. سالیسیلیک اسید و کیتوزان از جمله این عوا

ی ریشه ها( باعث افزایش رشد  mg/ L50 و کیتوزان  g/ L40 های مناسب )سالیسیلیک اسید غلظت

 ست. اآمده به دست  4Aهای یک ماهه و القا شده با سویه شوند و بیشترین رشد در برگمویین می

در    MSU440و  ATCC 15834  ،LBA9402 ،A4 ،A13های سویه و همکارانشن والیمهر در آزمو

، تلقیح Nepeta pogonospermaگیاه ای ساقه و برگ نمونه هروی ریز کشت و بر LBمحیط مایع 

 شده با حذف برخی مواد کشتتعدیل  MSی محیط هاا پس از خشک شدن در نمونه هکردند. این ریز

ی حاوی محیط هار ها دا و واکشت هفتگی آننمونه هدهی پس از گذشت حدود یک ماه از ریشه شدند.

، KH2PO4 ،NH4NO3 ، ریز نمونه ساقه و محیط فاقد ATCC15834و  MSU440سفوتاکسیم، سویه 
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KNO3  وCaCl2   به ترتیب به عنوان بهترین سویه، ریز نمونه و محیط برای تراریختی

N.Pogonosperma (2014)والیمهر، شناخته شد.  

نیک اسید ( بر تجمع رزماریYeast extract، تاثیر مقادیر متفاوت عصاره مخمر )2014ال س بزنجانی در

د آزمون ( مورMelissa officinalis) را در گیاه بادرنجبویه (TAT)و بیان ژن تیروزین آمینو تراسفراز 

 د و میزان بیان ژنمحتوای فلاونوئیا با عصاره مخمر، نمونه هآزمایش پس از تیمار ریزقرار دادند. در این 

TAT رین جوانه زنی از نظر مورفولوژیکی نیز، بیشت .افزایش یافت %2/0مخمر تا  با افزایش میزان عصاره

صاره عیزان ی گیاهچه با افزایش مریشه هارشد از عصاره مخمر به دست آمد.  %05/0در محیط حاوی 

  (.2014)بزنجانی،  ها افزایش یافته استقهمخمر کاهش و رشد سا

انتخاب  ،اهیشامل گونه گی، چندین فاکتور ی مویینریشه هاثانویه در های متابولیت عملکرد در بررسی

ی ریشه هاایی محیط و شرایط محیطی رشد ی مویین ایجاد شده، مواد غذریشه هالاین مناسب از 

  .(2013؛ زارات، 2008بنسادک، ؛ 2002)کیم، مویین مورد مطالعه قرار گرفت 

ان عامل علاوه بر کربن، نیتروژن و فسفر نیز به عنودر میان ترکیبات مغذی موجود در محیط کشت، 

که  ییاهمحیط شناخته شده اند. بسیاری از  های ثانویهننده رشد گیاهی و تشکیل متابولیتتعیین ک

باشند. را میهای آمونیوم دارت نیترات و یونرا به صو نیتروژنشوند، در کشت درون شیشه استفاده می

-لید متابولیتاثیرات متعددی بر توت محیط هاهای آمونیوم در این رات و یونغلظت نهایی نیتروژن، نیت

- های ثانویه در کشت درون شیشه دارند. برای مثال افزایش
3NO   و کاهش+

4NH  کیبات تر باعث تولید

وجیتا، ؛ ف1998)بوهم و رینک،  کشت سوسپانسیون سلولی شده است شیکونین، بتاسیانین و جنسینگ در

 Glycyrrhiza ی نابجا از گیاهانریشه هاکیبات بیواکتیو مهمی در کشت مشابه این نتایج برای تر(. 1985

uralensis، ginseng Panax و Eleutherococcus koreanum  ؛ لیی و پاک 2005)کیم،  به دست آمد

از  راتدهد که کاهش میزان نیتروژن کل و یا حذف کامل نیتنیز نشان می دیگرهای پژوهش . (2012

 (.2002)راوو و راوینشکار،  های ثانویه را بهبود می بخشدکشت سلولی تولید متابولیت
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 نداغلب به صورت فسفات موجود است. میزان فسفات می توا ی کشت گیاهیمحیط هانیز در  فسفر

نیز الاتر آن های درون شیشه داشته باشد و غلظت بهای ثانویه در کشتلیتتاثیر مهمی در تولید متابو

 یز به دنبال دارد.های ثانویه را نلب تاثیر منفی بر تولید متابولیترشد سلولی شود. اما اغباعث افزایش 

را در  کاهش سطوح فسفات، تولید فنولیک اسیدها نداذعان داشت 2002سال  در راویشنکار و   راوو

و تولید  Nicotiana tabacum، تولید کافئوئیل را در Catharanthus roseusسلولی گیاهان  کشت

 (.2002)راوو و راوینشکار،  کندالقا می Peganum harmalaآلکالوئیدها را در گیاه 

ی نابجا ریشه ها زیست توده و پلی ساکارید درو همکارانش نیز مشابه این نتایج را با بررسی تولید  یین 

فات تر فسسطوح پایین ها همچنین بیان کردند،به دست آوردند. آن Glycyrrhiza uralensisز گیاه ا

  (.2014)یین،  تر استک اسیدها مناسبزیجهت تولید فلاونوئیدها و گلیسری

بر  (mM 4/12 ،24/1 ،124/0 ،0124/0) های متفاوت فسفرتاثیر غلظت 2016و همکارانش در سال  لو

ادند. مورد آزمون قرار د ار Salvia miltiorrhizaفنولیک اسیدها در گیاه اهی و تجمع زیست توده گی

ت. علاوه از فسفات جهت رشد گیاه مناسب بوده اس mM 0124/0 ها به این نتیجه رسیدند که میزانآن

و یک اسید این مقادیر بالاتر فسفات میزان فنولیک اسیدهایی مانند رزمارینیک اسید، سالویانول بر

تایج نشان نهمچنین کافئیک اسید را محدود کرده و کاهش آن تاثیر بهتری بر تجمع این ترکیبات دارد. 

CL4, H4C, PAL ,ی درگیر در بیوسنتز رزمارینیک اسیدها مانند ژن هاکه کمبود فسفات، بیان  داد

TAT, HPPR  وRAS ی ژن هاکند. بیان را القا میPAL  و TAT  اریشه هشد در روز اول تا ششم ر 

ژن چنین وز نهم کاهش یافت. همبود اما به میزان قابل توجهی در ر زیاددر محیط حاوی فسفات کم، 

غییر در تد. البته در روزهای ابتدایی تیمار تجمع بالایی داشتن H4Cو  HPPRی پایین دستی مانند ها

)لوو،  افتاد یین دستی اتفاقی پاژن هایرتر و با سرعت کمتری نسبت به ی بالادستی دژن هامیزان بیان 

2016). 

 Panax ای تلقیح شده گیاهنمونه همویین حاصل از ریزی ریشه ها 2016و همکارانش در سال  کوچان

quinquefolium  های معین، محیط ر بیوراکتور کشت دادند و در زمانرا د 15834با سویهB5  حاوی
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ردند و میزان رشد زیست توده اسپری ک ه هاریشهای نیتروژن و فسفر را به مقادیر متفاوت به شکل

 L /mM 4/12 حاوی 5B. نتایج نشان داد، محیطبررسی کردند محیط هارا در این  ریشه ها

و  ریشه هارین محیط جهت رشد زیست توده فسفر بهت L/mM 83/0آمونیوم و L/mM5/0 نیتروژن،

 .(2016)کوچان،  انتخاب شدند ن سایدیجینس تولید متابولیت

به وسیله کروماتوگرافی مایع های ثانویه به منظور بررسی میزان تولید متابولیتهای انجام شده شپژوه

. مطالعات ابتدایی مربوط به انجام رسیده استگیاهان خانواده نعناعیان  محققان در توسط با فشار بالا،

ها برخی حلال اراییکو همچنین های ترمودینامیکی انحلال رزمارینیک اسید برخی ویژگیبه شناسایی 

و آیدی  ،2016در سال  است. به عنوان مثالبوده ترین حلال برای این ماده بمناس یافتنجهت 

-ی مختلفی امکانروش هاهای گیاه رزماری با د استخراج رزمارینیک اسید از برگهمکارانش نشان دادن

انی است. این روش ی فوق بحرهایتخراج و خالص سازی به وسیله حلالها اسپذیر است که مهمترین آن

های آلی به مراتب . به نظر می رسد استخراج با حلالها دشوار استنزموت و برای آبسیار گران قیم

شود چرا که ناسب، گامی تعیین کننده محسوب میتر باشد. با این حال، انتخاب حلال مبهتر و مناسب

ز نظر قیمت و در دسترس بودن نیز به صرفه باشد. باشد و ا داراحلال انتخاب شده باید برخی معیارها را 

بر مقدار ماده استخراج شده تاثیر  ،برای به دست آوردن رزمارینیک اسید مناسب ه انتخاب روشاگرچ

دارد اما حلال مورد استفاده و شرایط آزمایشگاه نیز در به حداکثر رساندن نتایج کار، تاثیرگذار خواهد 

ی داده ها آوردن ترکیبات با ارزشی مانند رزمارینیک اسید، بهبه دست  جهتبود. انتخاب مناسب حلال 

نش اتیل و همکاراآیدی  های مختلف بستگی دارد. از اینرودر مورد میزان حلالیت آن در حلالآزمایش 

زان انحلال برای استخراج رزمارینیک اسید انتخاب کردند تا می را ها با آبو متیل استات و مخلوط آن

ها و پودر عصاره رزمارینیک اسید بررسی کنند. در این آزمایش حلالرا ها خالص در حلال ترکیبات

ها و در دماهای  حلال رزمارینیک اسید در این حلالتهیه شد. ان Sigma-Aldrich (USA)خالص از 

 ه انحلال پذیرینهایتا به این نتیجه رسیدند ک هاد. آن( بررسی ش313.15  تا  K 293.15) متفاوت
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ها، ا افزایش میزان آب در این مخلوطهای مخلوط با افزایش دما بیشتر می شود. اما باین ماده در حلال

  (.2016، و همکاران )آیدییابد میانحلال پذیری کاهش 

از اتانول  با استفادهزنکو گجهت بررسی میزان رزمارینیک اسید در عصاره استخراج شده از نعناعیان، 

 ره کرد.ذخی HPLCاستخراج کرده  و برای انجام ( Mentha piperita) از نعناع فلفلی، این ماده را 50%

یانت و در طول در این آزمایش، آنالیز عصاره به دست آمده در کروماتوگرافی با برنامه شست و شوی گراد

رو ی فلورا تر A . فاز متحرک متشکل از دو محلول متفاوت بود که محلولشدانجام  نانومتر 330موج 

کیل داده در آب تش %05/0را تری فلورو استیک اسید  B% در استونیتریل و محلول  05/0استیک اسید 

 %95تا  ها از صفره برنامه ریزی شد که در آن محلولدقیق 60تا  5. شست و شوی گرادیانت از  بود

 Ocimumه ا از گیارزمارینیک اسید ر مورایس ،همچنین در آزمایش مشابه (.2013، )گزنکو استفاده شدند

gratissimum ان محلول استخراج و در دستگاه کروماتوگرافی گازی با استفاده از استونیتریل )به عنو

A،به عنوان محلول  ( و ترکیب آب( استونیتریل و فرمیک اسیدB با برنامه ایزوکراتیک )محلول%30(A )

 (.2012، )مورایسکردند آنالیز  nm329( در طول موج B)محلول %70به 

های میلی گرم از پودر برگ 50 و همکارانشترانکوز (، Rosmarinus officinalis) در بررسی گیاه رزماری

و پس از سانتریفیوژ، عصاره آن را استخراج کردند. سپس  خرددقیقه در اتانول  5خشک شده را به مدت 

های با استفاده از محلول یزوکراتیک وعصاره به دست آمده را در دستگاه کروماتوگرافی با برنامه ا

 طول موج در 7/2. رزمارینیک اسید در دقیقه کردنددقیقه آنالیز  8اسیدفسفریک و آب در طی مدت 

nm230  توسط دستگاهHPLC رزماری  گیاه و همکارانش عصارهکوتو همچنین . (2005، )ترانکوز آنالیز شد

میلی گرم از وزن خشک  400ها  آن دقیقه بررسی کردند. 15ت زمان در مد nm254را در طول موج 

گیری کردند. عصارهاولتراسونیک دقیقه در دستگاه  30کرده و به مدت  خردمتانول  ml10گیاه را در 

های استونیتریل و ترکیب ایزوکراتیک و حاوی محلولبه صورت  ،دستگاه رایب در نظر گرفته شدهبرنامه 

بود و رزمارینیک اسید در دقیقه دوم آنالیز،  Bو  A یهاریل و فرمیک اسید به عنوان محلولاستونیت

 Salvia   انآنالیز رزمارینیک اسید، کارنوسول و کارنوسیک اسید در گیاه .(2011)کوتو،  مشخص شد
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eremophila و  Salvia santolinifolia  توسط دکتر جاسبی و همکارانش در دانشکده داروسازی شیراز

از محلول  ml 5های هوایی هر  دو گیاه را خشک و به وسیله رم از بخشمیلی گ 50ها . آنشدنیز انجام 

گیری کردند. عصاره به دست آمده سانتریفیوژ و نول در دستگاه اولتراسونیک عصارهنول یا اتاآب و متا

 انتها،  برنامه گرادینالیزآازی نگهداری شد. برای این برای استفاده در آنالیز کروماتوگرافی گ مایع رویی

اسید  شامل Aهای ، با استفاده از محلول320و  nm 210،254 هایدقیقه، در طول موج 50به مدت 

 .(2014)جاسبی،  شامل اسید فسفریک ، آب و استونیتریل به کار گرفته شد Bفسفریک و آب و محلول 

آوری  جمع Osimum basilicumو Mentha Piperita،Mentha longifolia در گیاهان دیگر، در بررسی

گیاهی ی هاگونه اینهای شده برگ میلی گرم از پودر خشک 30شده از منطقه کردستان عراق، محققان 

 هایدن در محلولم اولتراسونیک و کوببه دو روش حما  %80اتانول  هگزان و -nرا با استفاده از دو ماده 

راتیک در طول ی ایزوکا برنامهی متانول و استیک اسید بهاکردند. کروماتوگرافی با محلول عصاره گیری

از استاندارد  میلی گرم 1ها استانداردهای رزمارینیک اسید را با حل کردن انجام گرفت. آن nm280 موج

 100، 50، 10، 5 هاینول و آب به نسبت برابر و در رقتهای اتامیلی لیتر از حلال 5داری شده در خری

 (.2015م، )اده حلال به دست آوردند ml 5در  μg 200و 

که در آن هر  ،بزرگترین خانواده شناخته شده در گیاهان هستند  MYBرساختاشد، همانطور که گفته 

ند و با وجود داشتن برخی تکرارهای آمینواسیدی ی منحصر به فردتوالی هادارای  R3و   R2دو بخش

در کنترل تولید   MYBهاینکنند. عملکرد پروتئیر شناسایی پروتئینی مشابه عمل میمتفاوت، د

یگنال که در پاسخ به تنظیم های ثانویه، تعیین مورفولوژی سلول، تاثیر در مسیرهای هدایت سمتابولیت

شناخته شده در تنظیم  MYB هایاز پروتئینبررسی شده است.  ،شودهای رشدی گیاه تولید میکننده

 Antirrhinumوتون و همچنین گیاه در ت AmMYB305می توان به ژن  ،متابولیت ثانویه فنیل پروپانوئید

majus  اشاره کرد که ژن کد کننده اولین آنزیم درگیر در مسیر ساخت فنیل پروپانوئید، فنیل آلانین

 MYBAی ژن هاارتباط  2010در سال  لین وانگ همچنین (.1993)اوراو،  کندرا کد می (PAL)آمونیا لیاز 

ذرت (. 2012)لین وانگ،  کرد بررسی Rosaceaeین در را با تنظیم سنتز آنتوسیان MYB10و  MYB1یا 
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 کد کنندهژن  5 از این میانکند. را کد می  R2R3MYBهایکند که پروتئینمی ژن را بیان 82حداقل 

. محصولات استشناخته شده  ZM 38و  P،C1 ،Pl ،ZmIهای است، با نام  R2R3MYBنواحی پروتئینی

آرس -)پاز به طور مستقیم یا غیرمستقیم، در کنترل سنتز فلاونوئیدها نقش دارند ژن هاحاصل از این 

ز توتون، جداسازی کرد ارا   (NtMyb AS2  و  NtMybAS1) cDNA و کلوندیانگ  .(1993، کوون 1987،

در گیاه گل اطلسی است. PhMYB3  کند و مشابه توالی ژنرا کد می MYBهای مرتبط با که پروتئین

یک فاکتور رونویسی مخصوص بساک است که به عنوان تنظیم کننده مثبت  NtMybAS1 کرد وی بیان

 کندعمل می های جنسی اسپور و نه تخمداندر سلول و سنتز فنیل پروپانوئید PAL1در بیان آنزیم 

  .(2010)ویی،  نیز در تولید فلاونوئید در سویا نقش کلیدی دارد GmMYB176همچنین . (2013)یانگ، 

ارچوب جفت باز از چ 693را با   SmMYB39توالی ژن  2013و همکارانش در سال  گژان هایر بررسید 

به درخت  کند. با توجهکیلودالتون را کد می 7/25که پروتئینی با اندازه  ،خوانش به دست آوردند

 گیاه زا SsMYB2با ژن  ی آمینواسیدیتوالی هادر  درصدی را 77 شباهتفیلوژنیک رسم شده، این ژن 

Soleno stemon  ش این های بیش بیان و خاموشی ژن مذکور نقها همچنین با تهیه لاینآن. ددانشان

این  ان بالایبا بیهای این آزمایشات نشان داد، در لاین . نتیجهمشخص کردندژن را در گیاه مریم گلی 

گ و )ژان تکاهش یافته اس Bو  A انولیک اسیدیکوماروئیک اسید، رزمارینیک اسید، سالو-4مقدار  ،ژن

ی توالی یاب RNAدر آزمایشات خود  2017در سال  و همکارانش آمار ردی همچنین (.2013، همکاران

 نویسیهای متفاوت گیاه نعناع زینتی را بررسی کردند. طول کامل چارچوب خوانش روشده از بافت

(ORF)  ژنMsMYB  ن کند. اینواسید را کد میآمی 271پتیدی با که پلی پ بودجفت باز  813شامل

یکسی را در است و پنج تریپتوفان باقیمانده بین این دو تکرار، یک موتیف هل R2 ، R3ژن شامل توالی 

درصدی به 60شباهت  MsMYB، توالی ژن BLASTدهد. در آنالیزهای ترمینال تشکیل می -Nناحیه 

، مکارانو ه )آمار ردی دهدنشان می Salvia miltiorrhizaدر  MYBتوالی فاکتورهای رونویسی وابسته به 

2017). 

 



34 

 

 

 

 

 

 

  



35 

 

 

 

 فصل سوم

 روش ها مواد و

 

 



36 

 

 روش هامواد و . 3

 مواد مورد نیاز. 1-3

 . مواد شیمیایی1-1-3

نجام ابالا، جهت  خلوص درجه با سیگما و ، فرمنتازآلمان مرک شرکت از شیمیایی مواد تمامی

 است. آمده 1-3شیمیایی استفاده شده در جدول اد مو .گردید تهیه مولکولی بیولوژی مطالعات

 

 های سازنده. مواد مورد نیاز و شرکت1-3جدول 

 شرکت سازنده نیاز مواد مورد                                                     

مواد مورد نیاز در واکنش زنجیره ای  مواد شیمیایی

و   dNTP و Mgcl2پلیمراز شامل بافر،

 Taqم آنزی

 Dnase آنزیم

 Rnase آنزیم

 Ecoli  (DH5α) حامل

 

GenetBio 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

Invitrogen 

 RNA استخراج هاکیت

 cDNA  ساخت

 PCR خالص سازی از محصول

 استخراج پلاسمید

roch,vivantis, Qiagen 

Thermo Scientific 

Bio Neer 

GenetBio 

 یسینریفامپ هاآنتی بیوتیک

 سفوتاکسیم

 آمپی سیلین

 الحاوی

 جابرابن حیان

 جابرابن حیان

استاندارد مورد نیاز 

 HPLCدر

 Sigma-Aldrich استاندارد رزمارینیک اسید

 

 . توالی آغازگرهای استفاده شده2-1-3

ختصاصی وای کلی توالی هااکتین و آغازگرهای مربوط به ژن خانه داراز  PCRهای جهت انجام واکنش

 آمده است. 2-3ها در جدول استفاده شد که توالی آن  smMYB39ژن 
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 . توالی آغازگرهای استفاده شده2-3جدول 

 

اندازه 

bp)قطعه

) 

دمای 

°Cاتصال)

) 

 

Revere (5´–3´) 

 

Forward (5´–3´) 

 

 

Gene 

 

600 

 

60 

 

GCGGTGGTGGTGAATG 

AGTAG 

GGATATCCAGCCCCTT

GTCTG 

Actin 

800 

 

59 ATCCCAGAAAATCGAA 

TCCAG 

GCCCTCCCTATCAACA

AGAAC 
smMYB39 

 .S در گیاه )

miltiorrhiza) 

195 59 CGGCTCACCAGTTTTCT

CCT 

CCTCCGCTGGATCAAC

TACC 

smMYB39 

 (M. aquaticaدر گیاه )

423 

 

58 

 

GAAGGTGCAAGCTACC

TCTC 
GCTCTTGCAGTGCTAG

ATTT 
rolB 

 

 

  یگیاهنمونه  . 3-1-3

به انه در شرایط گلخیید، تا پس ازو  شد از همدان گرد آوری (Mentha aquatica) های نعناع آبیگونه

 .(1-3)شکل دش و رشد داده تکثیرروش قلمه زدن 

 

 (Mentha aquatica) . گیاه نعناع آبی 1-3شکل 
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 انمونه هآماده سازی ریز ضدعفونی و .2-3

تهیه  ی مترانتدو س اندازهبا ای برگی و ساقه، نمونه هقطعاتی از ریز پس از رشد گیاهان تا حد مطلوب، 

 ستشوش ،شوینده ماده کمی مقدار حاوی آّب درا نمونه هریزا، ابتدا نمونه هجهت ضدعفونی ریز شد.

 سترون مقطر آب با سپس و عفونی ضد درصد 70 الکل در دقیقه 2 مدت به آن از پس ،شدند داده

 قطره یک حاوی درصد یک سدیم هیپوکلریت در دقیقه3 مدت به گیاهی قطعات شدند. داده شستشو

در (. 1389)دولت آبادی،  ندشد شسته سترون مقطر آب با مرتبه 4 آن از پس و گرفتند قرار 20 توئین

 .گرفته و خشک شدنداستریل قرار ا بر روی کاغذ صافی نمونه هریز  نهایت،

 انمونه هریز. تلقیح 1-2-3

به این صورت که  .شدیون باکتری انجام ها در سوسپانسوری آنای برگی با غوطهنمونه هتلقیح ریز

سپس با سرنگ  ،شدهدقیقه در سوسپانسیون باکتری غوطه ور  2به مدت قطعات برش خورده برگ 

بر ا پس از خشک شدن نمونه هریز ا ایجاد شد ونمونه هروی ریزهای کوچکی بر مآغشته به باکتری، زخ

نمونه ریز  . ددنی بیوتیک کشت داده شبدون آنت MSساعت در محیط  48روی کاغذ صافی، به مدت 

ها با و راس آن کشت شدند MSنیز به صورت عمودی و در خلاف جهت ریشه در محیط  ای ساقهه

به محیط حاوی سفوتاکسیم  انمونه هاز گذشت دو روز، ریز پس. شدآغشته به باکتری تلقیح  سرنگ

ϻg/ml 250 5.5  و تیمار شده با فسفر، نیتروژن و~ pH و هفته یکبار واکشت شدند تا هر دو  قلمنت

 ی مویین ظاهر شدند. ریشه ها

 انمونه هکشت ریز . 2-2-3

 6 تری،باک سویه هر برای کشت شدند. به این صورت که تصادفی کاملا طرح قالب یک ا درنمونه هریز

 ظرف هر رد شد. گرفته نظر در تکرار 3 )برای ریزنمونه برگ( یا شیشه )برای ریزنمونه ساقه( در پتری

 .شد کشت داده (2)پیوست MSساقه یا برگ تلقیح و در محیط  از ریزنمونه 5
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 ی متفاوتمحیط هادر  ریشه ها. رشد 3-2-3

 ϻg/mlکه حاوی سفوتاکسیم  pHنیتروژن، فسفر و  با تحت تیمار یمحیط های رشد کرده به ریشه ها

ریشه شد ر. با قرار گرفتند rpm110دور به مدت چهار هفته بر روی شیکر با و  بودند، منتقل شده 250

 -70ر دخشک شده و سانتیگراد درجه  40ا به صورت شبانه در آون نمونه همویین تا حد مطلوب، ی ها

ررسی بو  HPLC اندازه گیری میزان رزمارینیک اسید توسط نگهداری شدند تا برایدرجه سانتیگراد 

 بیان نیمه کمی مورد استفاده قرار گیرند.

 باکتری کشت   .3-3

و  15834ATCC، 13A، 4A، 9534شامل  باکتری هایسویه تلقیح، سوسپانسیون یهته منظوربه  

 28بیوتیک ریفامپیسین در دمای  آنتی mlg/ϻ 50مایع حاوی ( 3)پیوست  LB 1کشت  محیط در 318

ای ههاومت به ریفامپیسین در تمام سوی. ژن مقشدند داده رشد شبانه صورت سانتیگراد به درجه

 کند. می ها عملعنوان نشانگر انتخابی این باکتریوجود دارد که به  اگروباکتریوم مورد استفاده،

و رسوب باکتری  رسوب داده rpm 4500درجه در سرعت  4را در دمای  سپس سوسپانسیون باکتری 

در این  ای برگینمونه ه. ریزگردیداستوسرینگون به آرامی حل  mΜ100حاوی  MS2/1را در محیط 

 این سوسپانسیون بر روی پلیت حاوی محیطهمچنین مقداری از  ند.شدسوسپانسیون غوطه ور و تلقیح 

نگهداری شد. پس از رشد سانتیگراد  درجه 28جامد ریخته و به صورت شبانه، در دمای  LB کشت 

 ای ساقه استفاده شد.نمونه هجهت تلقیح مستقیم ریزز آن اباکتری، 

 مویین یریشه ها رشد و القا میزان بر باکتری سویه اثر بررسی  .4-3

 که ایینمونه هریز درصد نعناع، گیاه برگ و ساقه اینمونه هاز ریز ریشه، اولین ظهور از پس هفته دو

 هر برای جداگانه طور به مطالعه، مورد اینمونه هریزکل  به نسبت شدند مویین ریشه تولید به موفق

 .گردید محاسبه باکتری هایسویه هریک از و (اسیدیpH  و ن، فسفری حاوی نیتروژمحیط ها) تیمار

1. Luria Bertani 



40 

 

ریشه  شده، القا مویین یریشه ها رشد میزان نظر از بهینه باکتری سویه و تیمار انتخاب منظور به 

با تیمارهای  سفوتاکسیم ϻg/ml250حاوی  MSمحیط  در جداگانه صورت به سویه هر حاصل از یها

 تاریکی شرایط سانتیگراد، در درجه 25 دمای تکرار کشت و در سه رد و pH ~5/5 فسفر، نیتروژن و

ریشه هفته و رسیدن  شش گذشت از پس شدند. نگهداری rpm110با سرعت  چرخشی شیکر روی بر و

 سانتیگراد درجه 40 دمای در آون در کردن خشک از پس و خارج از محیط مایع مناسب، وزنبه  ها

 .شد یادداشت هاآن خشک وزن روز، یک مدت به

 . آنالیز داده ها5-3

 داریطح معنیسدر  توکیبا استفاده از آزمون SAS v9.1.3 با استفاده از نرم افزار  نتایج به دست آمده 

 تحلیل آماری قرار گرفت. و مورد تجزیه 01/0

 مویین یریشه ها تراریختی ماهیت مولکولی . تائید6-3

 ریشه معرف هورمون، کشت فاقد محیط در ریشه هاطحی سریع و س رشد مورفولوژی منشعب، اگرچه

ای رهزنجی واکنش ها  توسطتراریخته آن ماهیت بررسی حال این با است، مورد مطالعه مویین یها

 شد. انجام اختصاصی با آغازگر  rolBژن  از ایقطعه تکثیر برایپلیمراز 

 ی مویینریشه هاژنومی از   DNA. استخراج1-6-3

الا در  دلیل وجود پلی فنول باستفاده شد. چراکه به   CTAB از روش ریشه هااز   DNAجهت استخراج

 .نداشت  DNA( کارایی مطلوبی در استخراج Edwardsی دیگر مانند روش سریع )روش هاها، بافت

 :روش کار

یال اخل ودمیلی لیتری قرار گرفت و با سرسمپلر  5/1از ریشه مویین در ویال  میلی گرم 500.حدود 1

 له شدند. 

کس به مدت ( به ویال اضافه و پس از ورتRNA بافر استخراج )مشابه بافر استخراجمیکرولیتر  500. 2

 انکوبه شد. سانتیگراد درجه 65دقیقه در  20
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در دقیقه  دور 13000( به آن اضافه شد و با سرعت 24:1ایزوآمیل الکل )-کلروفرممیکرولیتر  500. 3

 . گردیدیفیوژ دقیقه سانتر 10به مدت 

ساعت  1قل به مدت حدا یالو شد. . فاز رویی به ویال جدید منتقل و هم حجم آن ایزوپروپانول اضافه4

 .  گرفتقرار درجه سانتیگراد  -20در 

ام گرفت دور در دقیقه سانتریفیوژ انج 13000دقیقه در  10. پس از گذشت این مدت، ویال به مدت 5

 قل گردید. به ویال جدید منت مایع روییو 

 و مجددا سانتریفیوژ شد.  گردید به آن اضافه %70اتانول لیتر میلی 1. 6

 حل شد.  DEPCآبلیتر میلی 100. رسوب باقی مانده در معرض هوا، خشک شد و در 7

 ی مویینریشه ها. تایید تراریختی 2-6-3

نومی استخراج شده، ژ DNAی مویین و اثبات حضور ژن مورد نظر در ریشه هاجهت بررسی تراریختی 

-مواد موجود در واکنش زنجیره .(2-3)جدول شد  انجام rolB با آغازگرهای اختصاصی ژن  1PCR واکنش

استخراج شده به عنوان نمونه در واکنش DNA و از  (3-3)جدول  ها استای پلیمراز مشابه سایر واکنش

 آمده است. 4-3در جدول استفاده شد. برنامه واکنش 

 

 

1. Polymerase Chain Reaction 
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 . بررسی میزان متابولیت رزمارینیک اسید3-7 

 ی رشدی متفاوتمحیط هادر  ریشه هاکشت . 3-7-1

 ~5/5ی متفاوت حاوی نیتروژن، فسفر و محیط هاه زده به مدت یک ماه در ی مویین جوانریشه ها

pH  ها به وزن مطلوب ولیت رزمارینیک اسید موجود در آنمیزان متاب رشد داده شدند تا جهت بررسی

 برسند.

 

 

 PCR. مواد و مقادیر مورد نیاز برای آزمون 3-3جدول 

 میکرولیتر 20 مقادیر برای هر

 واکنش

 مواد و مقادیر موجود مقادیر مورد نیاز

2 X 1 Buffer (10x) 

6/0 mM 5/1 )ϻ(50 m2Mgcl 

4/0 mM 2/0 dNTP (10 mϻ) 

4/0 Pm10 Primer F (100 pm) 

4/0 Pm10 Primer R(100 pm) 

5/0 5/0 Taq 

1 1 Template 

 lϻ20 o2ddH تا حجم نهایی 7/14

 ی مویینریشه هاجهت تایید تراریختی  PCR. برنامه واکنش 4-3جدول 

تعداد                                دما )درجه سانتیگراد(                       زمان                             PCRمراحل 

 چرخه

 واسرشت سازی اولیه

 سازی هر چرخه واسرشت

 اتصال آغازگرها

 طویل سازی

 طویل سازی نهایی

 

94 

94 

58 

72 

72 

 دقیقه 10

 ثانیه 45

 ثانیه 30

 ثانیه 45

 قهدقی 5
 

1 

35 

35 

35 

1 
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 تهیه استوک نیتروژن و فسفرمحاسبات مربوط به  .3-7-2

ای هار شده با نیتروژن و فسفر، استوکی تیممحیط هامیزان بیان ژن مورد نظر در  جهت بررسی

3NO4NH  4وPO2KH جهت  ر محیط پایه و مقدار ماده لازمبا محاسبه مقدار نیتروژن و فسفر موجود د

 آماده سازی استوک، تهیه شد.

 نیتروژن .3-7-2-1

gr) با جرم مولکولی 3KNO ترکیبات در نیتروژن، MSبا توجه به اینکه در هر لیتر از محیط 
mol⁄ 

gr)با جرم مولکولی  3NO4NHگرم در هر لیتر محیط( و  9/1و میزان  105/101
mol⁄ 042/280  و

grدر هر لیتر محیط 3NO- مجموع جرم مولکولیوجود دارد و  گرم در هر لیتر محیط( 6/1ن میزا
mol⁄ 

gr در 124
mol⁄ 181  از کل ترکیبات نیتروژن دار )پتاسیم نیترات و آمونیوم نیترات( و مجموع وزن

-بنابراین مقدار ترکیب در هر لیتر  گرم در هر لیتر است، 5/3روژن دار ترکیبات نیت
3NO ،39/2 گرم و

 15ی تحت تیمار به محیط هار آن در مقدا بود کهلازم  در این آزمایشمیلی مولار است. لذا  10برابر 

به تبع آن میزان  محیط و، میزان پتاسیم 3KNOیترکیب شیمیایاضافه کردن با . سدمیلی مولار بر

 ن نیتروژن، تنها از ترکیب کند. بنابراین جهت افزایش میزابات کلی و اسیدیته محیط تغییر میترکی

3NO4NH 3مولاری از  1جهت تهیه استوک . شداستفادهNO4NH 8  میلی  100گرم از این ماده را در

وک را میلی مولار از است 5، شدیی که در هر کشت آماده محیط هار آب حل کرده و بسته به حجم لیت

 میلی مولار برسد. 15به  تا نهایتا مقدار این ماده در محیط گردیدبه محیط پایه اضافه 

 فسفر  .3-7-2-2

دهد، بنابراین خاصیت خود را تا حدودی از دست میبه دلیل اینکه عنصر فسفر در دمای بالای اتوکلاو 

( 4PO2KHلازم است استوک آن را به صورت مجزا تهیه کرده و به محیط پایه بدون ترکیبات فسفر )

gr)با جرم مولکولی  4PO2KH. می دانیم که فسفر تنها در کرداضافه 
mol⁄ 136  گرم(  17/0و به میزان

میلی مولار  1گرم و  11/0در هر لیتر برابر  4PO- بنابراین میزان ترکیبوجود دارد.  MSدر محیط 

از آن مولاری  1میلی لیتر آب، استوک  100گرم از این ترکیب شیمیایی در  6/13است. با حل کردن 
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میلی مولار از آن به  5/2 شت، بسته به میزان محیط تهیه شده ودر هر کو تهیه و با فیلتر استریل 

 mMجهت بررسی فسفر کمتر در محیط  نیز مقدار فسفر محیط . گردیداضافه   4PO2KH محیط بدون

 در نظر گرفته شد. 6/0

 بالا کاراییبا  مایع کروماتوگرافی. 8-3

با ستون  آلمان KNAUERH ، مدل(HPLC) بالاکروماتوگرافی مایع با کارایی ها توسط دستگاه آزمون

C18 ( 100-5Eurospher  )(mϻ5mm; particle size 4/6×250)  فاز متحرک شامل آب شدانجام .

 %1/0( و استونیتریل حاوی تری فلورو استیک اسیدA )محلول %1/0حاوی تری فلورو استیک اسید

و میزان جذب استانداردها و عبور داده دقیقه از ستون  رمیلی متر د 1( با سرعت جریان B )محلول

نانومتر اندازه گیری گردید. برنامه  360و 210،254،280،330های ای تهیه شده در طول موجنمونه ه

از  %90دقیقه اول  15دقیقه تنظیم شد. به این صورت که در  20آنالیز دستگاه به صورت گرادیانت در 

آنالیز و تا پایان زمان  Aاز محلول  %10و Bاز محلول  %90 17، تا دقیقه Bاز محلول  %10و Aمحلول 

 ها استفاده شد. مشابه دقایق اول از محلول

 HPLCی تهیه استانداردها .1-8-3

 رینیک اسیدپودر استاندارد رزمامیلی گرم از 1از انحلال  ،ppm1000محلول استاندارد مادر با غلظت 

 . همچنینآب دیونیزه آماده شد میلی لیتر 1ر د Sigma-Aldrich (USA)شرکت  ازتهیه شده  خالص

محاسبه  هایمنحنی استاندارد، با افزودن حجم های استاندارد جهت به دست آوردن دامنه خطیمحلول

 های مناسب تهیه شد. ستاندارد مادر در غلظتشده از محلول ا

 عصاره گیری .2-8-3  

کوبیده شد تا  %70اتانول   میلی لیتر 2 راز ریشه های مویین خشک شده در آون، دمیلی گرم  50  

دور در دقیقه  10000دقیقه در  10عصاره آن کاملا خارج شود. سپس عصاره به دست آمده به مدت 

وان عصاره خالص جهت انجام و به عن عبور داده شد mϻ45/0سانتریفیوژ شد. مایع رویی از فیلتر 

 راد نگهداری شد.درجه سانتی گ 4های کروماتوگرافی در دمای آنالیز
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 ی کروماتوگرافیداده ها . بررسی آماری3-8-3

طی رینیک اسید متابولیت رزما آنالیزبالا، در واقع مدت زمان لازم جهت  کروماتوگرافی مایع با کارایی

برای  داد. این اعنمودار را نشان می دهدهر ستون کروماتوگرافی و همچنین سطح زیر  عبور عصاره از

ه بدر دو تکرار و  (COاسیدی و N، +P - ،P ،PH+) ی متفاوتمحیط هارشد کرده در ی مویین ریشه ها

 یر محیط رشدهو در ، میزان رزمارینیک اسید موجود در هر نمونه داده ها دست آمد. با استفاده از این

نرم فاده از با است  ومنحنی خطی استانداردها رسم  ،Excelستفاده از نرم افزاراهمچنین با  بررسی شد.

 .محاسبه شد و ضریب همبستگی منحنی کالیبراسیون  SAS v9.1.3 افزار

 بخش مولکولی .3-9

استخراج . صورت گیرد RNAجهت انجام بخش مولکولی، ابتدا لازم است از برگ گیاه نعناع آبی استخراج 

RNA استخراج دستی با استفاده از مانند  ی متفاوتیروش ها بهTriZolروش ،RNA X-plas   نین مچهو

الا در این وجود ترکیبات پلی فنولی بآزمون شد اما  Vivantisو   Rosh ،Qiagenهایبا استفاده از کیت

حت را ت PCR هاینتایج واکنشو  cDNAو سنتز  شدهبا خلوص بالا RNAاستخراج مانع از گیاهان، 

    . گردیدید رین روش تایبه عنوان بهتآزمون و  CTABبه روش  RNA  استخراج د. نهایتادهتاثیر قرار می

 CTABبه روش  RNAاستخراج  .3-9-1

 CTAB 2% (.8:pH )Tris HCL)در این روش، یک میلی لیتر از بافر استخراج  RNAجهت استخراج . 1

M1/0 .NaCl 4/1. mM EDTA20  .PVP 2%  .mercaptoethanolβ 10%)  میلی  2درون میکروتیوب

ر استخراج مانع افوجود این ماده در بشد.  کاپتواتانول به آن اضافهمر-میکرولیتر بتا 20لیتری ریخته و 

ستگاه دقیقه در د 10حاوی بافر به مدت های سپس میکروتیوبگردد. می RNAهای اکسید شدن رشته

Thermoblock  گرفتند.گراد قرار درجه سانتی 65با دمای 

را درون هاون چینی استریل  میلی گرم بافت برگی منجمد شده به کمک ازت مایع 200. حدود 2

به بافر استخراج  ،قبل از ذوب شدن باید  پودر حاصل تبدیل شود.ه پودر نرم و یکنواختی بتا  ساییده

 . گردداضافه 
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ی این مدت . در طگرفتندگراد قرار درجه سانتی 65دقیقه در دمای  10 به مدتها . مجددا میکروتیوب3

نی به دست تا مخلوط همگستگاه خارج و به آرامی تکان دادیم د ازها را میکروتیوبدقیقه  4یا  3هر 

 آید. 

  شد. سپسخلوط مثانیه کاملا  30اضافه و به مدت  انمونه همیکرولیتر کلروفرم به  800. در مرحله بعد 4

. شدوژ سانتریفی rpm 10000گراد با سرعت درجه سانتی 4دقیقه در دمای  10ت ها به مدمیکروتیوب

شامل بافت ی ، لایه میانRNAد: لایه بالایی شامل بافر استخراج و وشمی ه سه لایه تشکیل در این مرحل

 برگی و لایه پایینی حاوی محلول کلروفرم.

 بر روی یخ انجام گیرد. باید *از این مرحله بعد کلیه مراحل

 شد.ضافه ا ( به آن1:1هم حجم محلول، فنول کلروفرم ) و. لایه بالایی به میکروتیوب جدید منتقل 5

 rpm 10000گراد با سرعت درجه سانتی 4دقیقه در دمای  10ت به مد محلول، پس از مخلوط کردن

 .دشسانتریفیوژ 

( به آن 24:1و هم حجم آن کلروفرم و ایزوآمیل الکل ) .  لایه فوقانی به میکروتیوب جدید منتقل شد6

 شدند.قبل سانتریفیوژ دقیقه مشابه مرحله  10پس میکروتیوب به مدت ساضافه گردید. 

آن  ولار بهم 8و یک سوم حجم آن لیتیم کلراید  شد. مجددا لایه فوقانی به میکروتیوب جدید منتقل 7

. در نگهداری شددرجه سانتیگراد  -20ساعت در دمای  4ت حداقل به مدمیکروتیوب، . اضافه گردید

 ه و سپس محو شدند. برای مدت چند ثانیه مشاهد RNAهای بسیار ظریف این مرحله رشته

. ندشد سانتریفیوژ rpm 10000با سرعت سانتیگراد درجه  4دقیقه در دمای  20ا به مدت نمونه ه. 8

 4مدت  شست و شو و سپس به %70میکرولیتر اتانول  500با   RNAرسوب  ،پس از تخلیه لایه فوقانی

 سانتریفیوژ گردید. rpm 12000دقیقه در 

 وحل  DEPCمیکرولیتر آب مقطر تیمار شده با  100و در  شدهخشک هوا در معرض  . رسوب حاصل9

 (. 2013)راجاکانی،  شددرجه نگهداری  -80در دمای 
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 ستخراج شده ا  RNA از  DNA حذف .2-9-3

از رسوب حل  میکرولیتر 100به   dnaseاز آنزیم  میکرولیتر 3و  dnaseکرولیتر از بافر می 10 . مقدار1

 درجه انکوبه شد. 37دقیقه در  30( اضافه و به مدت RNA استخراج 9 شده در آب )در مرحله

 شد. درجه انکوبه 65دقیقه در  10به محلول قبلی اضافه و  EDTA .mM 50کرولیتر بافر می 10. 2

رجه و با د 4دقیقه در  10اضافه و به مدت  آن( به 1:1کلروفرم )-هم حجم محلول نهایی قبل، فنل. 3

 تریفیوژ شد. سان rpm 10000سرعت 

( اضافه 24:1) لایه بالایی به ویال جدید منتقل شد و هم حجم محلول به آن کلروفرم: ایزوامیل الکل. 4

 .گردیدو با شرایط بالا مجددا سانتریفیوژ 

ابر رب(  و دو M3 )5.2 :pHحجم آن استات سدیم  10/1لایه فوقانی به ویال جدید منتقل شد و . 5

 انکوبه شد. سانتیگراد درجه -20صورت شبانه در و  فهاضا %100حجم آن اتانول 

انتریفیوژ س rpm 13000و با سرعت سانتیگراد درجه  4دقیقه در  15پس از گذشت این زمان، به مدت . 6

 شد.

 5و  ( شستهDEPCماده شده با آب آ) %70اتانول میکرولیتر  500رسوب به وجود آمده با حدود . 7

 وژ شد.سانتریفی rpm 7500دقیقه در 

ه با میکرولیتر آب مقطر تیمار شد 100در معرض هوا خشک و در  مایع رونشین تخلیه و رسوب. 8 

DEPC (.2013)ژاکوبس،  حل شد 

 cDNA ساخت .3-9-3

میکرولیتر  1با  RNAروگرم است این مقدار میک 5تا  1/0بین  cDNAبرای سنتز  RNAمقدار مطلوب 

Oligodt  آب میکرولیتر  3وDEPC دقیقه در دستگاه  5ط و به مدت مخلوThermoblock  65با دمای 

آنزیم میکرولیتر  dNTP ،1میکرولیتر  2. پس از گذشت این مدت،قرار داده شد سانتیگراد درجه

MMULV (u
ϻl⁄20 ،)2  بافر میکرولیترMMULV  میکرولیتر  5/0وRibolock  به آن اضافه کرده و با
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دقیقه  90. سپس ویال حاوی این مخلوط ابتدا به مدت ده شدرسانمیکرولیتر  20به حجم  DEPCآب 

  .(2013، )ژیلینسکین شدانکوبه سانتیگراد درجه  70دقیقه در  10و به مدت  سانتیگراد درجه 42در 

 

 و ژن مورد مطالعه خانه دار ژن هایآغازگربا  (PCR)زنجیره ای پلیمراز واکنش .4-9-3

 تز شدههای سن cDNA، جهت آزمون ی خانه دار اکتینژن هاهای آغازگربا  واکنش زنجیره ای پلیمراز 

طراحی ( 5)پیوست Salvia miltiorrhizaدر گیاه  smMYB39و ژن مورد مطالعه که براساس توالی ژن 

 3-3دول جدر  مورد نیاز در واکنش مواد و مقادیرو  2-3توالی آغازگرها در جدول .شد، انجام گردید

 است. 5-3جدول مطابق  PCRبرنامه  .است ارائه شده

  PCR. برنامه واکنش 5-3جدول 

 عداد چرخهت                          زمان                          دما )درجه سانتیگراد(                          PCRمراحل 

 واسرشت سازی اولیه

 واسرشت سازی هر چرخه

 اتصال آغازگرها

 طویل سازی

 طویل سازی نهایی

94 

94 

60 

72 

72 

 دقیقه 5

 دقیقه 1

 دقیقه 1

 دقیقه 1

 دقیقه 10

1 

35 

35 

35 

1 

 

 . الکتروفورز با استفاده از ژل آگارز5-9-3

شود.  به کار برده می PCRژل آگارز جهت شناسایی و جداسازی نوکلوئیک اسیدها منجمله محصولات 

ستگاه، دیکی ایجاد شده توسط که دارای بار منفی هستند، تحت میدان الکتر DNAدر این روش قطعات 

زمان  شوند. پس از گذشت مدتو براساس اندازه از هم تفکیک می دنکنبه سمت قطب مثبت حرکت می

پ زیر لامگیرد که در ژل با اتیدیوم بروماید انجام می مناسب از تفکیک قطعات، رنگ آمیزی

   . (4)پیوست  قابل مشاهده است( UV)فرابنفش
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 محصول از مواد واکنش خالص سازی  .6-9-3

ر شده، استخراج جهت دستیابی به توالی ژن مورد مطالعه، ابتدا لازم است نوکلئوتیدها را از محصول تکثی

. سپس آن فراهم شودکشت  امکان ،انتقال به باکتری و م تا با قرار دادن در وکتور مناسبینمای

رسال یابی به شرکت مربوطه اوالین هدف، استخراج شده و برای تپلاسمیدهای تکثیر شده حاوی ژ

 گردد.

  :    به صورت زیر عمل شد خالص سازی نوکلئوتیدهای تکثیر شده از مواد واکنش جهت

ضافه ا M3حجم آن، سدیم استات برابر  5/1و کرده ها را به یک ویال منتقل PCR تمحصولاهمه . 1

 .شد

 جهدر -70ر دقیقه د 30حداقل به مدت ها ویال ایزوپروپانول اضافه کرده. سپس ،هم حجم نمونه کل. 2

  .ریفیوژ شددور در دقیقه سانت 13000و  سانتیگراد درجه 4دقیقه در  30انکوبه و به مدت سانتیگراد 

 .داده شدشست و شو  %70و رسوب با اتانول  مایع رویی را با دقت خارج کرده. 3

 با همان شرایط تکرار شد. سانتریفیوژمجددا . 4

 .گردیداتانول حل  دیونیزه یا شک و در آبدر معرض هوا خ DNAرسوب . 5

7-9-3. ligation 

به مقدار  باشد. جهت تکثیر قطعه هدفمرحله بعد یعنی ترانسفرماسیون میاین مرحله مقدمه ای برای 

ل میزبان یک سلو بهوکتور  مناسب وارد شده و سپس همراه با (1)پیوستزیاد، این قطعه باید در وکتور

 Bioneer (AccuPower Ligation PreMixروش کار براساس دستوالعمل شرکت  .گردد منتقل

protocol  )است. ارائه شده 6-3. مواد و مقادیر مورد نیاز در جدول انجام شد 
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انکوبه  دراسانتیگ درجه 22و به مدت یک ساعت  در . با هم مخلوطبا مقادیر ذکر شده مورد نیاز مواد 

 شد.

که با افزایش  باشدمیدر دو انتها جهت وارد شدن به وکتور  Aنی از حاوی توالی غ PCR*محصول 

 شود.ایجاد می PCRدقیقه در برنامه  20به  طویل سازی مرحله دمای

8-9-3. Transformation 

های مستعدی مورد نیاز است که پلاسمید نوترکیب به درون آن انتقال جهت انجام ترانسفرماسیون سلول

استفاده به صورت زیر   DH5α اشیرشیاکلای سویهاز  ،اسیون اولیه پلاسمید نوترکیبیابد. برای ترانسفرم

 :شد

که قطعه هستند  1EcoR یا E.coliهای باکتری سلولدر واقع ) هاompetetnt cellCدر این مرحله . 1

خارج و کنار شعله  سانتی گراد درجه -70 دمایاز دهد( را داخل وکتور خود جای میژن مورد نظر 

  .داشته شدوی یخ نگه ر

شد ها اضافه Competetnt cellشده به صورت دورانی و خیلی آرام به  ligateاز نمونه  میکرولیتر 10.  2

 .شدنددقیقه روی یخ انکوبه  20ت به مد هاو ویال

  .ندشددرجه انکوبه  42ثانیه در دمای  90ویال مدت سپس هر . 3

 داده شدند.قرار دقیقه روی یخ  2ها مجددا . ویال4

  Ligation . مواد و مقادیر مورد نیاز برای 6-3جدول 

 اد مورد نیازمو مقادیر مورد نیاز واکنش میکرولیتر 20برای  مقادیر مورد نیاز

3 ϻl3 PTZ vector 

6 ϻl 6 (x5)Buffer ligation 

15.5 variable PCR product 

1 ϻl1 T4 DNA ligaze 

تا حجم نهایی  4.5

ϻl30 

Water 
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 شد.مایع فاقد امپی سیلین به هر نمونه اضافه  LBاز محیط  میکرولیتر 900. 5

 .ندگرفتقرار  rpm  180با دور سانتی گراد درجه 37ساعت روی شیکر  1به مدت ها . ویال6

شد  دهداای د حاوی امپی سیلین کشت چهار نقطهجام LBاز هر نمونه روی محیط  میکرولیتر 100. 7

 کتری رشد کنند.های باتا کلنی شدندانکوبه  سانتیگراد درجه 37 با دمای ورت شبانه در انکوباتورو به ص

ه ژن مقاومت ی کهای ترانسفرم شده از ترانسفرم نشده از آنتی بیوتیک*مرحله آخر برای غربالگری کلنی

نتی بیوتیک آطرح، از گردد، در مقادیر مناسب استفاده شد. در این به آن توسط وکتور نوترکیب حمل می

ضور امپی حنشده در رم فهای ترانس. سلولشدباشد استفاده یلین که بازدارنده رشد باکتری میامپی س

 کنند. سیلین رشد نمی

9-9-3. Clony PCR  

از داخل د، انوی قطعه مورد نظر را دریافت کردههای ترانسفرم شده که پلاسمید حاجهت بررسی باکتری

ه گذاری ارمانتخاب و ش به صورت تصادفیاند، یی که به صورت مجزا رشد کردههالنی، کباکتریپلیت 

و د شکوتاهی داده کشت خطی  ،جامد LBسپس با یک سوزن آن را برداشته و ابتدا در پلیت  .شدند

نی تکرار و کل چندبرای زده شد. این کار ( میکرولیتر 5/4)در هر ویال آب مقطر  یبعد داخل ویال حاو

های ششرایطی مشابه واکنبا  Clony PCRواکنش برنامه  شد.ها اضافه به آن PCRمواد واکنش  سایر

اند ژن مورد هایی که دارای بتا کلنی شدانجام سانتیگراد  درجه 59 اتصالو با دمای  (5-3)جدول  قبل

 ست.ا ارائه شده 7-3در جدول  Clony PCR . مواد مورد نیاز برایشناسایی شوندمطالعه است، 
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 پلاسمید استخراج .10-9-3

 های ترانسفرم شده، مراحل زیر انجام شد:برای استخراج پلاسمید از باکتری

به مدت  rpm12000با سرعت  میلی لیتری 2 در ویالمیلی لیتر از کشت شبانه باکتری  5به میزان  .1

 شد.دقیقه سانتریفیوژ  2

شد. به رسوب اضافه  I Solution کرولیتر از محلولمی 100خارج و  محلول روییپس از سانتریفیوژ، . 2

 .شدقیقه در دمای اتاق انکوبه د 1به مدت  سپس

لیز کردن باکتری را تسریع   این ماده .شدبه مواد بالا اضافه  Visualyse از محلول میکرولیتر 1. میزان 3

 کند.می

و مجددا  شدداده چندبار خوب تکان  ،را به ویال اضافه کرده II Solutionاز محلول میکرولیتر  200. 4

 .شداق انکوبه دقیقه در دمای ات 1به مدت 

رنگ  تا دادیم، محلول آبی رنگ می شود. میکس کردن مواد را آنقدر ادامه اضافه شود Visualyse * اگر

 آبی آن یکنواخت شود. 

 Clony PCR. مواد و مقادیر مورد نیاز برای 7-3جدول 

 مواد و مقادیر موجود مقادیر مورد نیاز

lϻ 5 Master Mix 

),buffer2dNTP,Mgcl( 

Pm 2/0 Primer F (100 pm) 

Pm 2/0 Primer R(100 pm) 

1/0 Taq 

0 Template 

 lϻ 10 o2ddH تا حجم نهایی
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در  یم. مشابه مرحله قبل عمل نمود و کردهرا اضافه  III Solution از محلولمیکرولیتر  30 سپس. 5

 های تجزیه شده است.شود که همان سلولسفید رنگی ایجاد می این مدت، ماده پفکی وطی 

مل دیواره و . در واقع مواد لیز شده سلولی شاشد داده رسوب rpm12000. مواد در سانتریفیوژ با دور 6

 ماند.ژنومی در رونشین باقی می DNAکند و کتریایی رسوب میسایر مواد با

  .گردیدسانترفیوژ  rpm 10000دقیقه در  3منتقل و به مدت  EZ –10ستون را به محلول رویی. 7

. سپس ده شدداقرار  آنو دوباره ستون داخل  ریخته. فیلتر را خارج کرده و مواد داخل تیوب را دور 8

 را به ستون اضافه و مشابه مرحله قبل (Wash Solution) از محلول شست و شومیکرولیتر  750

 شد.سانتریفیوژ 

 .شدتکرار  مجدا. مرحله قبل 9

حلول شست متا تمام  شد)مایع داخل تیوب( را خارج کرده و مجددا سانتریفیوز تکرار محلول رویی . 10

 وشو خارج شود.

ولیتر میکر 25طی دو مرحله  Elusion Bufferاز میکرولیتر  50. ستون را به تیوب جدید منتقل و 11

دور  10000 دقیقه در 2دقیقه در دمای اتاق انکوبه و سپس  2ا . هر بار ستون ابتدشدبه ستون اضافه 

 . گردیدیفیوژ رسانت

 درجه -20دمای . ستون را دور انداخته و مایع داخل تیوب را که حاوی پلاسمید باکتری است، در 12

 .(GenetBio Kit, 2014) شدندذخیره سانتیگراد 

به شرکت  ی یابیویال جدید منتقل کرده و برای توالاز پلاسمید استخراج شده را به  میکرولیتر 20نهایتا

 فرستادیم. مربوطه

 smMYB39ای پلیمراز با آغازگرهای اختصاصی ژن . واکنش زنجیره11-9-3

طراحی  صاصی توالی مورد مطالعهاخت آغازگر ، Mentha aquaticaبه دست آمده از گیاه  بر اساس توالی

توالی  درنظرگرفته شد.سانتیگراد درجه  59ر این واکنش د اتصالدمای . آزمون شد PCRو با واکنش 

 است. ارائه شده 2-3در جدول  smMYB39 آغازگر اختصاصی ژن 
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3-9-12  .PCRRT-  ی مویینریشه های جهت تکثیر ژن مورد نظر در نیمه کم 

د مقدار بای نیمه کمی برای آنکه بتوان شدت باند تکثیر شده در هر واکنش را مقایسه کرد،  -PCRRT در

cDNA  ها یکسان باشد. بدین منظور در ساخت کار رفته در همه واکنشبهcDNA  مقدارϻg1 ای بر

نمونه بین  ز جهت نرمال سازی سطوحی خانه دار اکتین نیژن هانمونه ها در نظر گرفته شد. از تمامی 

 ای مختلف استفاده شد.ه

 . با اینشدانجام های قبل به واکنشمشا  SmMYB39برای هر دو ژن اکتین و ژن  PCR هایواکنش

ر فاز د، باید در تعداد چرخه مناسب و  -PCRRT تفاوت که جهت اندازه گیری دقیق بیان ژن به روش

ر روی . محصولات واکنش بانجام شدچرخه  25با تعداد  PCR صعودی انجام شود. بدین منظور، واکنش

نرم  ای مربوط به بیان ژن با استفاده ازالکتروفورز و شدت باندها برای داده ه %1ژل آگارز 

 کمی شدند.  TotalLabافزار

 داده ها . بررسی آماری3-9-13

ازی س، سپس نرمال کمی شدند  TotalLabافزارنرم توسط  ،PCR هایباندهای به دست آمده از واکنش

انجام  IBM SPSS Statistics 23 افزاربا استفاده از نرم  داده ها و تجزیه واریانس و مقایسه میانگین

داده  نختلاف میانگیدر قالب طرح کاملا تصادفی انجام گرفت و جهت بررسی ا داده ها گرفت. تحلیل

 استفاده شد.  %01/0و در سطح   دانکن از آزمون برای هر دو ژن و در دو تکرار، ها
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 نتایج و بحث .4

 بخش کشت بافت :الف

 اب ریزنمونه مناسبانتخ. 1-4

 ATCC، 13A، 4A، 9534 15834) های مختلف اگروباکتریومین مطالعه قدرت بیماری زایی سویهدر ا 

رای ریزنمونه بدر مقیاس کلی نیز میزان جوانه زنی  ای برگ و ساقه تعیین گردید.نمونه هدر ریز( 318و 

مونه ساقه ریزندر نتایج نشان داد،  محاسبه گردید. %50% و برای ریزنمونه های ساقه  6/42های برگ 

ی ظاهر اریشه هبیشترین میزان ریشه زایی را دارند. همچنین  4Aسویه  تلقیح شده با اگروباکتریوم

شده  کروزن از مدتی پس ریشه هاتر بودند. این مراتب از نظر کمیت و کیفیت ضعیف شده در برگ ها به

 MSو رشد بیشتری در محیط بوده تر اقه ضخیمسی حاصل از ریزنمونه ریشه هاخشک شدند اما  و

  .(1-4 شکل) داشتند
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 ی ایجاد شده حاصل از آن.ریشه هاهای اگروباکتریوم رایزوژنز و ای برگ و ساقه تلقیح شده توسط سویهنمونه هریز  1-4شکل 

ی حاصل از ریشه هاونه ساقه تلقیح شده. د. ی حاصل از ریزنمونه برگ ج. ریز نمریشه هاالف. ریز نمونه برگ تلقیح شده. ب. 

 ریزنمونه ساقه

 ی مویینریشه هاباکتری بر میزان القا و رشد . بررسی اثر سویه 4-2

ی و انواع های مختلف باکترنشان داد که برهمکنش بین سویه داده ها حاصل از تجزیه واریانسنتایج 

داده  ینمقایسه میانگ(. 1-4)جدول  بوددار  معنی 01/0درصد تشکیل ریشه مویین در سطح  رریزنمونه ب

یل ریشه در ریزنمونه ساقه بالاترین درصد تشک 4Aنشان داد که سویه  با استفاده از روش توکی ها

  .(2-4)شکل  ها می باشدو دارای اختلاف معنی داری با سایر سویه( را دارد %66/23) مویین
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های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز بر  ریز نمونه ویین تحت تاثیر سویه. میانگین مربعات درصد القای ریشه م1-4جدول

 برگ و ساقه

 

 

 

 

ای برگی گیاه نمونه ههای انجام شده توسط تی پارک و همکاران، نتایج حاصل از تلقیح ریزدر بررسی

Agastache rugosa 1000، 9402، 15834، 13333) های متفاوت اگروباکتریومتوسط سویهR، 

1200R، 1601R  4وA)  4نشان داد، سویهA  بهترین کارایی را در تشکیل  %1/49با درصد ریشه دهی

ای گیاه نمونه هبا تلقیح ریز 2014همچنین نوروزی در سال  (.2017)تی پارک،ی مویین دارد ریشه ها

Agastache foenciculum 4های اگروباکتریوم توسط سویهA، 7A  ه به این نتیجه رسیدند ک 9534و

پارسا و (. 2014)نوروزی،  داردها ( را نسبت به سایر سویه%1/51بیشترین میزان ریشه دهی ) 4Aسویه 

های اگروباکتریومسویه  

 ای باکتری و نوع ریزنمونه بر تشکیل ریشه مویینه. مقایسه میانگین سویه2-4شکل 
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نمونه ریز ، Hyoscyamus nigerی مویین گیاهریشه هاهمکاران نیز در بررسی آلکالوئیدهای موجود در 

از سویه  را دهیریشهتلقیح کردند که بیشترین میزان  9402و  4Aهای ای برگی این گیاه را با سویهه

4A  در گیاه نعناع آبی، تحت تاثیر مویین  القاء ریشه در پژوهش حاضر،(.  1390)پارسا، آوردندبه دست

ریزنمونه ساقه با میزان  های اگروباکتریوم رایزوژنز و نوع ریزنمونه قرار گرفت. نتایج نشان داد،سویه

-ا ریشهب 4A سویهبهتری داشته است. همچنین  درصد، نسبت به ریزنمونه برگ، عملکرد 50دهی ریشه

ادامه دارا بوده و به عنوان بهترین سویه انتخاب شد. یشترین میزان ریشه دهی را درصد، ب 66/23 دهی

ی مویین حاصل از تلقیح ریشه هادر  ،مراحل انجام پروژه شامل بررسی میزان متابولیت رزمارینیک اسید

 جام گرفت.ان بر روی ریزنمونه ساقه 4Aسویه 

 مویین یریشه ها تراریختی ماهیت مولکولی .  اثبات3-4

 DNA. استخراج 1-3-4

راج استخ CTABبا روش  ریشه ها DNA مویین، های ریشه تراریختی ماهیت مولکولی اثبات منظور به

  (.3-4)شکل  و بر روی ژل آگارز مشاهده شد

 

 

 

 

 

 

 ی مویین تلقیح شده گیاه نعناع آبی.هااز ریشه DNAاستخراج حاصل  نتایج .3-4شکل 

. 6اسیدی، فسفر حداقل و محیط کنترل درتکرار اول، چاهک  pHهای حاوی نیتروژن، فسفر، . مربوط به محیط5تا  1چاهک 

 های ذکر شده در تکرار دوم..  مربوط به محیط11تا 7، چاهک bp50مارکر با سایز 

 

 

  1       2       3       4      5       6        7      8       9     10       11      
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 rol Bبا آغازگرهای  PCR. واکنش 2-3-4

DNA ،ژن  از ای قطعه تکثیر برای اختصاصی آغازگر جفت یک با استخراج شدهrol B   با طول حدود 

bp423 واکنش  واردPCR  گردید. توالی آغازگر ژنrol B  و نتایج حاصل از واکنش در  2-3در جدول

 جفت باز، نشان دهنده تراریخت بودن رشه های مویین است. 423آمده است. وجود باند  4-4شکل 

 

 

 

 

 

 

 های مویین.ریشه تراریختیدر اثبات PCR حاصل از واکنش  .  نتایج4-4شکل 

های ریشه . کنترل منفی که با2چاهک داده شده در پلیت جامد گذاشته شد،. کنترل مثبت واکنش که با باکتری کشت 1چاهک 

های ریشه مویین نمونه PCRز واکنش ، محصول حاصل ا4-8های چاهک،  Kb1 مارکر سایز. 3چاهک معمولی گیاه گذاشته شد،

های ریشه نمونه PCR، محصول حاصل از واکنش 9-13های کشت داده شده در شرایط محیطی متفاوت در تکرار اول.  چاهک

 مویین کشت داده شده در شرایط محیطی متفاوت در تکرار دوم.

 

 بالا کاراییکروماتوگرافی مایع با . 4-4

 نخطی بودن روش آزمو. 1-4-4

 های متفاوتدر طول موجمیکرولیتر از استاندارد تهیه شده از عصاره خالص رزمارینیک اسید  50ابتدا 

و زمان خروج ترکیب  به دستگاه تزریق شد تا میزان خلوص نانومتر 360و  330، 280، 254، 210

 ونانومتر  330ک اسید در طول موج یرزمارین در این پژوهش، .بررسی شوداز ستون  رزمارینیک اسید

های ، غلظتاستاندارد نمونه همچنین از (.5-4)شکل نمودار را نشان داد بهترین، دقیقه 24زمان بازداری 

423 bp 

  1       2       3       4      5      6       7      8                  9      10      11     12     13      
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بودن منحنی،  خطی شد.تزریق تهیه و به دستگاه از استاندارد مادر(  7و  lϻ 3، 5سطح ) 3در  مختلف

 ارزیابی شد و Excel نرم افزار  رد آنالیز رگرسیون خطی توسط، های استانداردمحلولبا استفاده از 

 به دست آمد R² = 0.999 و ضریب همبستگیy = 2842.x +1667  منحنی کالیبراسیون با معادله خط

  .(6-4 شکل)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 از استاندارد 7و  lϻ 3، 5غلظت  3 در رزمارینیک اسید کالیبراسیون منحنی. 6-4شکل 

 محاسبه میزان رزمارینیک اسید. 2-4-4

در ای و محیطی رشد کردند، که در شرایط مختلف تغذیهای ریشه مویین نمونه ههای حاصل از صارهع

دقیقه شناسایی  24ها بعد از و رزمارینیک اسید موجود در آنتزریق  دستگاه کروماتوگرافی بهتکرار  دو

مونه است. د در هر نموجورزمارینیک اسید  سطح زیر نمودار، بیانگر میزانگیری شد. و مقدار آن اندازه

 مورد بررسی قرار گرفت روش توکیاستفاده از در قالب طرح کاملا تصادفی و با  داده ها مقایسه میانگین

 (. 2-4)جدول 

y = 2842.6x + 1667.5
R² = 0.9996
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 نانومتر 330از استاندارد به دستگاه در طول موج  میکرولیتر 50. کروماتوگرام حاصل از تزریق 5-4شکل      
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 های رشد کرده در ه. میانگین مربعات حاصل از میزان رزمارینیک اسید موجود در نمون2-4جدول 

 های مختلف رشدیمحیط

 

 

 

رشدی متفاوت  هایهای مویین کشت داده شده در محیطاز میزان رزمارینیک اسید در ریشههای حاصل ه. مقایسه داد7-4کل ش

 با استفاده از آزمون توکی.

ی محیط هاهای مختلف اگروباکتریوم، در ی مویین القا شده توسط سویهریشه هادر پژوهش حاضر، 

محیط با  ،6/0و  mM5/2 سفرف نیتروژن، mM15حاوی مایع،   MSمحیط کشتمتفاوت رشدی شامل 

5/5pH~  محیطهمچنین وMS   رزمارینیک اسید موجود  میزان وپایه به عنوان شاهد رشد داده شدند

ی به داده ها ها به وسیله دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا مورد بررسی قرار گرفت.آن عصاره در

ی مویین رشد یافته در محیط ریشه هاد در میزان رزمارینیک اسید موجودهد، دست آمده نشان می
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ng حاوی فسفر حداقل، 
ϻl⁄21/24851  بوده است که در مقایسه با محیط کشت کنترل با میزان

ngرزمارینیک اسید 
ϻl⁄69/16543 مطالعات انجام گرفته  دهد.افزایش تولید متابولیت ثانویه را نشان می

با   2014و همکارانش در سال  و یین 2002سال  در  ویشانکاررا وراوو کند. نیز این مطلب را تایید می

تر ی نابجای حاصل از برخی گیاهان بیان کردند، سطوح پایینریشه هابررسی تولید پلی ساکارید در 

هرچند تر است. ک اسیدها مناسبزیفسفات جهت تولید برخی آلکالوئیدها، فلاونوئیدها و گلیسری

ی ریشه ها میزان نیتروژن کل و یا حذف کامل نیترات از کشت سلولیدهد، کاهش ها نشان میپژوهش

تولید   Eleutherococcus koreanum و Glycyrrhiza uralensis، ginseng Panaxنابجا در گیاهان

 های انجام گرفته،، اما بررسی(2005؛ کیم، 2012)لیی و پیک، بخشد می  های ثانویه را بهبودمتابولیت

ngژن نیز افزایش جزئی در میزان متابولیت با مقدار محیط حاوی نیترو
ϻl⁄ 16/17498 را نشان داد. 

 pHنتایج به دست آمده از میزان رزمارینیک اسید تولید شده در محیط های حاوی فسفر بیشتر و 

ng، نیز افزایش سطح بیان متابولیت ثانویه را به ترتیب تا سطحاسیدی
ϻl⁄ ngو   02/26647  

ϻl⁄ 

 مشاهده کردیم.  13/21224

 بخش مولکولی :ب

 RNA. استخراج 5-4

RNA با روش  ای برگی گیاه نعناع آبینمونه هCTAB .مقدار نانوگرم  استخراج شدRNA ده، خالص ش

 RNAن تیمار  شد و میزا dnaseبا در آن،  DNAبه دلیل وجود آلودگی نانوگرم بود که  1000حدود 

ژل  اند مجزا در ابتدایبه صورت یک ب  DNA  آلودگی. (8-4 )شکل نانوگرم کاهش یافت 103به آن 

 رود.از بین می Dnaseشود که پس از تیمار نمونه با نمایان می
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مربوط به  2و1های . چاهکCTABبه روش   Mentha aquatica استخراج شده از گیاه RNA. الف. 8-4شکل  

 ست.ا  M.aquaticaای با شرایط مشابه از گیاه نمونه ه

استخراج شده و  RNAاز  1، مربوط به نمونه 1.چاهک Dnaseبا  M.aquaticaتیمار شده از گیاه  RNAای نمونه ه. ب

 استخراج شده است. RNAاز  2، مربوط به نمونه 2چاهک

 

 انجام شده  PCR هایواکنش . 6-4

 و رهای اکتینبا آغازگ PCRهای های موجود در آن، واکنشو حذف آلودگی RNA  پس از استخراج

، بود طراحی شده Salvia miltiorrhiza در گیاهژن  این اساس توالیرکه ب SmMYB39آغازگر کلی ژن 

 است. نمایش داده شده 2-3 توالی آغازگرها در جدول .(9-4)شکل انجام گرفت
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 DNAخالص سازی . 7-4

 PCRهای تکثیر شده از مواد واکنش ، نوکلئوتیدSmMYB39ژن  آغازگربا PCR پس از انجام واکنش 

 کرده و نانوگرم آن تخمین زده شد بارگذاریخالص شده را  DNAخالص سازی شد. سپس مقداری از 

 .(10-4شکل)

 

 

 

 

 

 

 

 

. تصویر حاصل از خالص سازی 10-4شکل

(precipitation)  محصولPCR  که مشابه باندng40  از

 است.  bp100مارکر

Ladder  

100bp 

 باند مورد نظر

008  bp 

800 bp 

 الف ب

 .SmMYB39برای ژن اکتین و  انجام گرفته PCRتصویر حاصل از واکنش های  .9-4 شکل

 . 2ویال شماره  cDNA نمونه از اکتین دار با آغازگر خانه PCRحاصل از  الف. باند 

 Salvia در گیاهژن طراحی شده براساس توالی  SmMYB39با آغازگر کلی ژن  PCRصل از حاباند ب.  

miltiorrhiza  از نمونهcDNA  2شماره. 

Ladder 

100bp 

کنترل 

 منفی

Ladder 

100bp 

006  bp  
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8-4 .Ligation 

های خالص PCRصول حم بارگذاریهدف در این واکنش بسیار مهم است که با  DNA*غلظت نمونه 

ن تعیین شرکت سیناکلوتهیه شده از  bp100مارکر مقدار نانوگرم آن از شده در مرحله قبل و تخمین 

و مقدار  bp800با اندازه  مارکرکه مشابه باند سوم  شدبارگذاری ها PCRاز محصول  میکرولیتر 4شد. 

ژن،  از bp1000است، به ازای هر  اشاره شده وکتور Catalog numberاز طرفی، در نانوگرم بود.  40

این لازم است، طول داشت. بنابر bp800حدود  مورد مطالعهاز نمونه باید استفاده شود. ژن نانوگرم  172

م است، بنابراین نانوگر 10 ،نمونه میکرولیتر ازاستفاده شود. از آنجایی که هر  از وکتور نانوگرم 8/154

  شد.اضافه  ligationاز نمونه مورد نظر را به کیت  میکرولیتر 5/15حدود 

9-4 .Clony PCR  

ای رشد هاز تک کلونجامد حاوی امپی سیلین،  LBها در محیط س از ترانسفرماسیون و کشت باکتریپ

، یک انجام شده هایClony PCRاز میان استفاده شد.  PCRکرده به عنوان نمونه جهت انجام واکنش 

وی کشت آن ز پلیت حارا نشان داد که ا bp800 یبر روی ژل آگارز، باند تکثیر شده و کلونی مثبت بود

 .(11-4)شکل  دگردیکلنی، برای استخراج پلاسمید استفاده 

 

  

  

 

 

 

 

 

کلنی تکرار  3که برای  Clony PCRاز حاصل  تصویر. 11-4 شکل

 bp800، باند مورد نظر را به اندازه 2شد. تنها نمونه کلنی شماره 
 دارا بود.را 

1          2        3           
کنترل 

 منفی

Ladder 

100bp 

800bp  



67 

 

 استخراج پلاسمید . 10-4

یت شرکت کها به وسیله های ترانسفرم شده، پلاسمید آنایید وجود ژن مورد نظر در باکتریپس از ت

GenetBio ج شدهپلاسمیدهای استخرا وط بهباند موجود در ژل مرب .شد بارگذاری استخراج شد و سپس 

 نمایش داده شده است.  12-4در شکل 

 

 SmMYB39. نتایج حاصل از تعیین توالی ژن 4-11

تصویر حاصل از پلاسمید استخراج شده 12-4شکل  

  SmMYB39 توالی به دست آمده ازژن 13-4شکل
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 هبر اساس ژن توالی یابی شدهای اختصاصی آغازگربا  PCRواکنش . 12-4

 و واکنشپس از به دست آمدن توالی ژن مورد نظر در گیاه نعناع آبی، پرایمر اختصاصی این ژن طراحی 

PCR ر که در همانطو. (14-4)شکل شد انجام  قبل هایو مشابه با شرایط واکنش با پرایمر طراحی شده

تصویر مشاهده می شود، علاوه بر باند اصلی، تعدادی باند غیر اختصاصی نیز تکثیر شده است که امکان 

 .  سازدمی را غیر ممکن   Real time PCRهایرسی بیان ژن با استفاده از واکنشبر

 

 

 

 

  

 

    

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

کنترل 

فیمن  

کنترل 

 مثبت

Ladder 

100bp 

195 bp 

  .M.aquaticaدر گیاه   smMYB39طراحی شده بر اساس توالی ژن  اختصاصی.  آزمون آغازگر 14-4شکل 

 مشاهده شد. bp195  مورد نظر با اندازه باند*

 متعلق به پرایمر اکتین است که به عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته شد. bp600* باند 

600 bp 
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 ژن ها. بررسی بیان نیمه کمی 13-4

 SmMYB39با آغازگرهای ژن اکتین و ژن  PCR . واکنش 1-13-4

با آغازگرهای  M.aquaticaو ژن مورد مطالعه از گیاه  اکتین برای هر دو ژن خانه دار PCRواکنش 

جفت باز و  600توالی ژن اکتین با اندازه  .(15-4)شکل  آمده است، انجام شد 2-3که در جدول   مربوط

  2  مشاهده شد. %1بر روی ژل آگارز جفت باز  195با اندازه  SmMYB39 ژن

 

 

 

 

 

 

 

 

 ژن هابیان اندازه گیری . 2-13-4

ی ژن هابیان نیمه کمی  های مربوط به باندها،دست آمدن عکس و به PCRهای پس از انجام واکنش

، اندازه گیری شد. این نرم افزار با توجه به شدت باندهای TotalLab ردر نرم افزا SmMYB39اکتین و ژن

 ، به صورت نیمه کمی در اختیار ما قرار داد. ژن هاعدادی را به عنوان میزان بیان موجود در عکس ژل، ا

 داده ها . تحلیل آماری3-13-4

با استفاده از  داده ها س و مقایسه میانگینه واریان، شامل نرمال سازی اعداد، تجزیداده ها تحلیل آماری

انجام  داده ها سازی اعداد، تجزیه واریانس . پس از نرمالشدانجام  IBM SPSS Statistics 23نرم افزار 

 . SmMYB39 اکتین و ژن PCR. تصویر حاصل از باندهای مربوط به واکنش 15-4شکل 

ژن  مربوط به باند. 10تا 6در تکرار اول،  چاهک  های رشدی مختلفبرای محیط SmMYB39ژن  مربوط به . باند5تا 1چاهک 

SmMYB39 مارکر با اندازه11در تکرار دوم، چاهک .bp 100 های رشدی مختلف در محیط های اکتین. باند ژن16تا 12، چاهک

 های اکتین در تکرار دوم.. باند ژن21تا  13چاهک در تکرار اول، 

 1     2     3    4    5     6     7    8     9    10    11    12   13  14   15  16    17   18  19  20   21   

 

 

600bp 

 195 bp 
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 بنابرین. (Block 0/85>0/05) دارد ها تفاوت معنی داری وجودنتایج حاصل نشان داد که بین گروه شد.

همچنین نمودار مقایسه (. 3-4)جدولشد انجام  %1مون دانکن در سطح با آز داده ها مقایسه میانگین

ی ریشه هادر  موجود SmMYB39نتایج نشان داد بیان ژن (. 16-4)شکل  گردیدنیز رسم  داده ها میانگین

 MS( نسبت به محیط اسیدی Hpو  N، +P- ،P+ی حاویمحیط ها) محیط هامویین رشد کرده در تمامی 

نظر گرفته شد، بیشتر بود. همچنین ریشه های موجود در محیط حاوی نیتروژن  که به عنوان شاهد در

 اسیدی کمترین میزان بیان ژن pHی موجود در محیط با ریشه هاو  (4233/0) بیشترین میزان بیان

 را نشان دادند.   (1466/0)

 

 در محیط های مختلف رشدی SmMYB39. میانگین مربعات بیان ژن 3-4جدول

 

 

 های مختلف رشدیهای حاصل از بیان نیمه کمی ژن در محیط. مقایسه میانگین داده16-4لشک     
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 و رزمارینیک اسیدSmMYB39 . بررسی همبستگی میان بیان ژن 4-14

ی مثبت، همبستگ . نتایج نشان داد،همبستگی با استفاده از روش پیرسون انجام شدبرای این منظور، 

)جدول  شودمیمشاهده  39SmMYBبین میزان رزمارینیک اسید و بیان ژن ( 697/0*معنی دار و بالایی )

ن ژن و رسم شد که نشان دهنده رابطه کنترلی مثبت بین بیا داده ها همچنین نمودار مقایسه (.4-4

 (.17-4)شکل  تولید متابولیت رزمارینیک اسید است

 

 یدو رزمارینیک اسSmMYB39 . بررسی همبستگی میان بیان ژن 4-4جدول

 

 
 

نترلی مثبت که نشان دهنده رابطه ک SmMYB39های حاصل از میزان رزمارینیک اسید و بیان ژن . مقایسه داده17-4شکل 

 بین بیان ژن و تولید متابولیت ثانویه است.
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، PCRهای انجام واکنش ای مورد مطالعه ونمونه هاز  RNAی مولکولی، پس از استخراج هادر بررسی 

، اندازه گیری شد. این برنامه به TotalLabدر برنامه  SmMYB39ی اکتین  و ژنژن هاکمی بیان نیمه 

را در اختیار ما  ژن هاموجود در عکس ژل، میزان بیان  صورت نیمه کمی و با استفاده از شدت باندهای

م گرفت و انجااز طرح کاملا تصادفی  01/0در سطح  دانکنبا آزمون  داده ها مقایسه میانگینقرار داد. 

دهد که بیشترین میزان بیان مربوط به ا افزایش بیان ژن را نشان مینمونه هشد هر یک از  مشخص

 MYB39بوده است. در پژوهش حاضر ژن  اسیدیpH محیط حاوی نیتروژن و کمترین بیان در محیط با 

رفی شد. همانگونه که در گیاه نعناع آبی توالی یابی و به عنوان تنظیم کننده تولید رزمارینیک اسید مع

های مثبت در رونویسی ، تنظیم کنندهMYBیژن هااغلب دهد نشان می  قبلا ذکر شد، بررسی منابع

بیوسنتز فلاونوئیدها را به وسیله تغییر بیان کالکون  ZmC1محسوب می شوند. برای مثال ژن 

 R2R3دهد که ژن نشان میمطالعات  اما. (1987آرس، -)پاز دارد( به طور مثبت، تحت کنترل CHSسنتاز)

Myb های درگیر در سنتز ، آنزیمکند و بیان بالای آننوان یک کنترل کننده منفی عمل میاغلب به ع

و اورتولوگ آن  AmMyb305کند. برای مثال را کم می (TATو C4H ،4CL1 ، 4CL2)رزمارینیک اسید

را به وسیله سرکوب کردن UV اشعه  ، تجمع ترکیبات حفاظتی در برابرAtMyb4 در آرابیدوپسیس با نام

از طرفی اسکوویل و همکارانش  .(2000)جین،  کندمی    کنترل  (C4H)بیان ژن سینامات هیدروکسیلاز

تولید را به عنوان کنترل کننده منفی در  Mimulus guttatusدر گیاه MYB MIXTA ( ژن 2011)

های هوایی و برگی گیاه منجر خم در بخشایجاد ز، ندد و اذعان داشتدنهای گیاهی شناسایی کرکرک

که همولوژی  و همکارانش به این نتیجه رسیدند همچنین ژانگشود. ه القای این تنظیم کننده منفی میب

عنوان عامل مانع  به  myb39دهد که عملکرد ژننشان می  myb39و MYBهای ساختاری بین پروتئین

با انجام آزمایشات ذکر شده،  .(2013)ژانگ،  شودمحسوب میرزمارینیک اسید در گیاه ای در تولید شونده

ی مویین سبب ریشه هادهد تغییر در محیط رشدی نشان می داده ها ه میانگینهمانطور که نتایج مقایس

 محیط هاولید رزمارینیک اسید در این شده است. از طرفی میزان ت  myb39 افزایش بیان نیمه کمی ژن

رفت با افزایش میزان متابولیت رزمارینیک به مقالات مطالعه شده انتظار می وجهافزایش داشته است. با ت
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اسید تولیدی، بیان ژن هدف کمتر شود اما نتایج به دست آمده نشان دهنده نقش این ژن به عنوان 

   باشد.میکنترل کننده مثبت تولید رزمارینیک اسید 

 آنالیزهای بیوانفورماتیک. 4-15

ی موجود در بانک توالی هابا سایر این توالی ، ابتدا به دست آمده از گیاه نعناع آبیی توالجهت آنالیز  

انجام بلاست نوکلئوتید با شماره دسترسی  مقایسه شد. (WWW.ncbi.nlm.nih.gov)اطلاعاتی ژن 

MH245208.1، ن با انجام بلاست پروتئین توالی جداسازی همچنیدر صدی را نشان داد.  100 شباهت

 .به دست آمددرصد تشابه از لحاظ آمینواسیدی  98 ،شده با توالی مربوط به گیاه ذکر شده

 برای آنالیزهای بیوانفورماتیکی MYB39ی رمز کننده توالی ها. انتخاب 4-15-1

الی براساس تو 11ی مشابه هاتوالی ، از بین NCBIی داده ها ی موجود در بانکتوالی هاپس از مطالعه 

گیاهان  های کامل بودن توالی رمز کننده و اطمینان از صحت توالی ژن، انتخاب شدند که شاملشاخص

ئه شده ارا 5-4در جدول  NCBIها در پایگاه باشند. اسامی و شماره دسترسی آنزراعی، باغی و... می

 است.

 شده  کلونبا ژن  در گیاهان مختلفMYB39 ی ژن توالی ها. مقایسه 4-15-2
 NCBIد رپایگاه  MYB39. اسامی گیاه و شماره دسترسی توالی ژن 5-4جدول 

Pro ID Gene bank Plant Num 
AXL96842.1 MH245208.1 Mentha aquatica 1 
XP_019103974.1 XM_019248429.1 Beta vulgaris subsp 2 
AGS55356.1 KC213793.1 Salvia miltiorrhiza 1 3 
AGN52173.1 KF059503.1 Salvia miltiorrhiza 2 4 
AGS48990.1 KC771280.1 Salvia miltiorrhiza 3 5 
XP_009150611.1 XM_009152363.2 Brassica rapa 6 
XP_013645763.1 XM_013790309 Brassica napus1 7 
AKV71978.1 KR780115.1 Rehmannia glutinosa 8 

XP_011072535.1 XM_011074233.2 Sesamum indicum 9 

XP_004248465.1 XM_004248417.4 Solanum 

lycopersicum 
10 

XP_002277571.3 XM_002277535.3 Vitisvinifera 11 

NP_001105949.2 NM_001112479.2 Zea mays 12 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 CDSی دارای توالی هاتمامی  ،NCBIدر  MYB39ی گزارش شده برای ژن توالی هاپس از مطالعه 

و براساس روش  MEGA7با برنامه  توالی ها(. 5-4جدول ذکر شده در یتوالی ها)شدند کامل ذخیره 

UPGMA  و نمودار دندروگرام مربوط به آن  ههم ردیف شدگیاه نعناع آبی از با توالی ژن کلون شده

اسیدهای ای مورد مطالعه براساس شباهت در ترتیب نمونه هبراساس این نمودار،  (.18-4)شکل رسم شد 

ند. همچنین شماره گذاری شد 5تا  1های گروه مجزا تقسیم شدند که در شکل با شماره 5نوکلئیک به 

در گروه  Salvia miltiorrhiza3و  Zea mays ، Salvia miltiorrhiza 1ژن جداسازی شده به همراه گیاهان 

 با Salvia miltiorrhiza3و  Salvia miltiorrhiza 1 اینمونه هیک قرار گرفتند. کمترین فاصله مربوط به 

Mentha aquatic  گیاه ذکر شده با  مربوط به نمونهنیز بوده است و بیشترین فاصلهRehmannia glutinosa 

  بوده است.

  

 

 در گیاهان مختلف با ژن کلون شده از گیاه نعناع آبیMYB39 ی ژن توالی ها. نمودار درختی حاصل از مقایسه 18-4شکل 
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با توالی پروتئین ژن  MYB39 پروتئین گزارش شده از ژن یتوالی هامقایسه . 4-15-3

 کلون شده

از  ذکر شد، 5-4کامل که در جدول  CDSبا  MYB39نمونه از گیاهان دارای ژن 11 توالی پروتئینی

 ه به. همچنین توالی پروتئینی حاصل از ترجمه ژن جداسازی شدشدجمع آوری  NCBI ایپایگاه داده

وش به ر MEGA7افزارنرم با ،توالی هابدست آمد. تمامی  EXPASYافزار تحت شبکه سایت وسیله نرم

UPGMA عه ای مورد مطالنمونه هتوالی پروتئین (. 19-4)شکل  درخت فیلوژنی آن رسم شد ردیف وهم

 Zea mays ،Salvia miltiorrhizaگروه مجزا تقسیم شدند که توالی پروتئینی ژن جدا شده به همراه  6به 

 Salvia miltiorrhiza 1بین فاصله  ینکمترقرار گرفتند. همچنین  4در گروه  Salvia miltiorrhiza3و  1

کلون شده  مربوط به نمونه نیز بیشترین فاصله مشاهده شد. Mentha aquaticبا  Salvia miltiorrhiza3و 

 بوده است. Rehmannia glutinosaبا 

 
ا ژن کلون بدر گیاهان مختلف MYB39 ی پروتئین گزارش شده از ژن توالی هارختی حاصل از مقایسه . نمودار د19-4شکل 

 شده از گیاه نعناع آبی
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 با دندروگرام پروتئین DNA. مقایسه دندروگرام 4-15-4

قسیم شدند گروه مجزا ت 5به  DNAگروه و دندروگرام  6ها نشان داد که دندروگرام پروتئین به بررسی

 Salvia miltiorrhiza3و  Zea mays  ،Salvia miltiorrhiza 1ای نمونه همچنین ژن کلون شده به همراه ه

روگرام در دند Salvia miltiorrhiza 2در هر دندروگرام به تنهایی یک گروه را تشکیل دادند. همچنین 

DNA  اصله کمتری پروتئین، فقرار گرفت. در صورتی که در دندروگرام  1با فاصله بیشتری نسبت به گروه

دارای شباهت  از نظر توالی پروتئین، DNAبنابراین با وجود تفاوت زیاد در توالی  .با این گروه دارد

رد در گروه یک به همراه چهار گیاهان مو DNA ،Solanum lycopersicum بیشتری است. در دندروگرام

 ز این گروه مجزا شده است.اما در دندروگرام پروتئین ا مطالعه در یک گروه قرار گرفت
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 پیشنهادات

 Mentha  و  Mentha spicataهای نعناع مانندیان ژن مورد مطالعه در سایر گونهبررسی ب.1

langifolia   بیان ژن لکنترجهت اطمینان از صحت نتایج به دست آمده در جهت 

ان جهت بررسی میز روژن و فسفریی با مقادیر متفاوت نیتمحیط ها. کشت ریشه های مویین در 2

 رزمارینیک اسید

   جهت بررسی دقیق تر بیان ژن  Real time PCR. استفاده از 3
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 پیوست ها

   PTZ57R/Tنقشه حامل پلاسمیدی .1

 

  MSکشتمحیط  .2

)میکرو(  )ماکرو(، عناصر کم مصرف مادری از عناصر پرمصرف یهابرای تهیه محیط کشت، ابتدا محلول

جهت  گراد نگهداری شدند.درجه سانتی 4تا زمان استفاده در ها د. تمامی محلولها تهیه شدنویتامین و

مخلوط و پس  %3و ساکارز با غلظت نهایی  x1مادری با غلظت نهایی  یهاتهیه محیط کشت، محلول

، محیط کشت با آب مقطر به حجم نهایی رسانده شد. در صورت نیاز برای تهیه محیط pH~8/5 ازتنظیم

گراد درجه سانتی 121دقیقه در دمای  20آگار به محیط اضافه گردید. سپس به مدت  %8/0کشت جامد، 

 پاسکال اتوکلاو شد.  15و فشار 

   PTZ57R/T پلاسمیدینقشه حامل  .1شکل 
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 MS کشتعناصر پرمصرف محیط  x10محلول مادری  .2-1

.  Ca :صر شامل. این عناهستند، مورد نیاز گیاه بر لیترمیلی مول  5/0این مواد به مقداری بیش از 

Mg. N . P . K  .و در یخچال تهیه به حجم یک لیتر پرمصرفعناصر معدنی محلول می باشند 

  شد.نگهداری 

 پرمصرفعناصر  x10محلول مادری   ml1000. مواد و مقادیر مورد نیاز جهت تهیه  1 جدول

 (g/l)مقدار                   نوع ماده                                               

3KNO 

3ON4NH 

O27H-4MgSO 

O22H-2CaCL 

4PO2KH 

19 

5/16 

7/3 

4/4 

7/1 

 

  MSکشتعناصر کم مصرف محیط  x100محلول مادری  .2-2

 Fe   .Mnشامل این عناصر میلی مول بر لیتر مورد نیاز گیاه می باشند.5/0این مواد به مقداری کمتر از 

 .Cu .B  .Zn  .Co  .I  .Mo .بقیه  وجداگانه  محلولآهن به صورت در میان این عناصر فقط  می باشند

جزیه تاز قرار گرفت تا آهن درون فویل  محلول همچنین .شدساخته  محلول واحدعناصر به صورت یک 

 به وسیله نور حفظ گردد.

 کم مصرفعناصر  x100محلول مادری  ml1000 . مواد و مقادیر مورد نیاز جهت تهیه 2جدول

 مقدار                                             نوع ماده                         

O24H-4nSOM g2/32 

3BO3H g 62/0 

O27H -4ZnSO g 86/0 

KI    g 083/0 

O22H -4MoO2Na mg25 

O25H-4CuSO mg 5/2 

O26H-2CoCl mg5/2 
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 آهن x10محلول مادری   ml100. مواد و مقادیر مورد نیاز جهت تهیه  3جدول

  (mg)قدارم نوع ماده

O27H-4FeSO  278 

O22H -EDTA2Na 373 

 

  MSکشتویتامین محیط  x100محلول مادری  .2-3

 سید نیکوتینیکانظیر  هاضافه نمودن برخی از ویتامینشود؛ لیکن اگیاه ساخته می وسطها تاکثر ویتامین

(B3)تیامین ،(B1)پیرودوکسین ،(B6 )ویتامین و... به محیط کشت ضروری است. همچنین ازC نوان به ع

و از اتوکلاو  گردیدتوسط صافی استریل  ، پس از تهیهویتامین محلول شود.استفاده می نیز آنتی اکسیدان

 نشد.ها به گرما( استفاده ن)به دلیل حساسیت ویتامی

 

 ویتامین x100محلول مادری   ml500. مواد و مقادیر مورد نیاز جهت تهیه 4جدول

 (mg)مقدار  نوع ماده
Glycine  200 

Nicotinic Acid  50  

Pyridoxine HCl 50 

Thiamine HCl 50 

 

 های کربنقندها یا هیدرات. 2-4

فزودن قند صورت نمی گیرد، لذا ا در گیاه ای، فتوسنتز چندانیشهبه دلیل نور کم در محیط درون شی

ود. میزان گلوکز استفاده می ش، فروکتوز و روری است. معمولا از قند ساکاروزدر محیط کشت کاملا ض

وان به های جز نمونه و سن آن دارد. مثلا جنین، بستگی به نوع ریشده به محیط غلظت قند افزوده

توکلاو نمودن، اثر ها در ات که قنداس ی که باید توجه کرد ایندرصد بالاتری قند نیاز دارند. نکته مهم

 شوند.دچار تغییر می
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 LB. محیط کشت 3

 ( و عصاره%1(، نمک )%1باکتری به محیط نیاز است که از ترکیبات پایه تریپتون)جهت کشت 

د. جهت تنظیم گردی pH~7( به دست می آید. مقادیر ذکر شده از مواد با هم مخلوط و در %5/0مخمر)

نتی گراد و درجه سا 121دقیقه در دمای  20به مدت به مواد اضافه و  %5/1تهیه محیط جامد نیز آگار 

 پاسکال اتوکلاو شد. 15 فشار

 بافرهای الکتروفورز ژل آگارز .4

 (x10تهیه بافر نمونه گذاری ). 4-1

لی مولار می 150میلی لیتر بافر  33میلی گرم زیلن سیانول در  250میلی گرم برموفنول بلو و  250

لول به میلی لیتر آب مقطر به آن آضافه گردید. مح 7میلی لیتر گلیسرول و  60تریس حل شد. سپس 

 دست آمده در دمای اتاق نگهداری شد.

 

 TBE (X5/0)تهیه بافر . 4-2

لیتر  میلی 20میلی لیتر آب مقطر حل گردید.  900گرم بوریک اسید در 5/27گرم تریس بازی و  54

 ده شد.میلی لیتر رسان 1000با آن اضافه شد. سپس با آب مقطر به حجم  EDTAمولار  5/0محلول و 

 ه در دمای اتاق نگهداری شد.بافر به دست آمد

 برابر رقیق شود. 10 محلوللازم است بافر  X5/0جهت تهیه بافر 

 

 %1تهیه ژل آگارز . 4-3

یلی لیتر م 100به حجم  ،TBE(X5/0)  گرم از پودر آگارز در یک ارلن ریخته و با اضافه کردن بافر 1

 لی دیده نشود. فر ذوب شود و هیچ کریستارسانده شد. سپس به آن حرارت داده تا پودر آگارز کاملا در با
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 Salvia miltiorrhiza از گیاه SmMYB39. توالی ژن 5

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ATGGGAAGGTCTCCTTGCTGTGAGAAAGCTCACACAAACAAAGGGGCGT

GGACTAAGGAAGAAGACGATCGGCTGGTGGCCTACATCCGCGCCCACGG

CGAGGGATGCTGGCGCTCGCTCCCTAAGGCCGCCGGGCTCCTCCGCTGCG

GCAAGAGCTGCCGCCTCCGCTGGATCAACTACCTCCGCCCCGATCTCAAG

AGAGGCAACTTCACCGAAGAAGAAGACGAACTCATCATCAAACTCCATA

GCCTTCTCGGCAACAAATGGTCTCTTATTGCTGGGAGATTGCCGGGGCGG

ACGGACAACGAGATCAAGAACTACTGGAACACGCACATCAGAAGAAAGC

TGGTGAGCCGAGGCATTGATCCCACTACGCATCGCCCCATCAATGAGGCT

GAGGCTCAGCCTGCCACAACTATTTCTTTTAATTCATCAAACAAATTACTA

GGGAAGGAAGAGAGGCGCAGCCCTAAGTGCCCCGATTTGAATCTTGACCT

CAGAATCAGCCCTCCCTATCAACAAGAACCCTTCAAAACAGGTACCGCCA

GTAGTAGCAGTACCTTGTGCTTCGCTTGTAGTCTCGGCATCCAAAACAGC

AAAGATTGCAGCTGTACAAATACCACTAATTCTGGATTCGATTTTCTGGG

ATTGAAATCTGGCGTTTTGGATTACAGAAGATTGGAGATGAAATGA 

 Salvia miltiorrhizaاز گیاه R2R3 MYB(MYB39 )توالی فاکتور رونویسی .2شکل

GenBank: KC213793.1* 
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Abstract 

 

Analysis of Romarinic acid production in Mentha aquatica hariy roots and 

expression pattern of smMYB39 regulatory gene 

 

Mentha aquatica of the Lamiaceae family is one of the most important species of aromatic 

plants known for its medicinal properties. The therapeutic effects of this plant are for 

essential oils and poly phenols. The main phenolic compounds in tannins are phenolic 

acids, especially Rosemaric Acid and produces as a secondary metabolite in these plants. 

To achieve secondary metabolites at high levels, the hair roots induced by exogenous 

bacteria are considered as an appropriate option. In this experiment, five different strains 

of agrobacteriumn  rhizogenes (CCTA15834, A13, A4, 9534, 318) used for induction of 

leaf and stock of water mint and studied the rooting and root growth in leaf samples 

(42/6%) and stock (50%). Among strains of bacteria, 15834 bacteria had the highest 

percentage of rooting and among the finest specimens, the stock was chosen as the best 

option for inducing hair roots. The emerged roots has grown in different environments 

(N+, P+,  PH+, P- and CO+)  and calculated secondary metabolite of rozmarinic acid in 

these by high performance liquid chromatography (HCLP). The production of rosmarinic 

acid has increased in all environments as compared to the control environment .Among 

these, the environment containing phosphorus had the highest amount of rosmarinic acid 

(26647.027 
𝑛𝑔

𝑚𝑙⁄ ) 

Rosemaric acid production increased in all environments than control environment. 

Meanwhile, the environment containing phosphorus had the highest amount of 

rosemarinic acid. In molecular studies section, DNA extracted from the hair roots to 

confirm the validity of the measures and performed PCR reaction by the nuclear genome 

and proved successful integration of T-DNA in the genome of the hair roots after 

electrophoresis of PCR products. Also, to investigate the control role of this gene in water 

mint and also the manipulation of the rosmarinic acid biosynthesis pathway, the 

smMyB39 gene was isolated, matched and sequenced from the water mint. Finally, by 

verifying smMYB39 inhibitor homolog genes has proven the expression of Rosmarine 

Acid by semi-quantized PCR and the effect of the elicitors on the regulating genes of this 

metabolite in vitro. The results of the mean comparison of the data indicates changes in 
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the growth medium of the hairy roots caused to increase in the expression of the semi-

quantitative expression of the smMYB39 gene. On the other hand, the amount of 

rosmarinic acid production has increased in these environments. According to the studied 

papers, it was expected that as the amount of metamorphic rosemary production 

increased, the target gene expression would be lower, but the results suggest contrary to 

this.  

 

 

 

 

Keywords: water mint, hairy roots, agrobacterium rhizogenes, inhibitor gene smMYB39 
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