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 نامه تعهد

دانشکده کشاورزی دانشگاه  گیاهی دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژی کبر علیزاده ایوریاعلی اینجانب 

 بیاننشیریای گیاه سازی تولید اسید گلیسیریزیک در کشت درون شیشهبهینهصنعتی شاهرود نویسنده پایان نامه 

(Glycyrrhiza glabra L.)  شومیمتعهد ممهدیه پارسائیان دکتر تحت راهنمایی. 

 تحقیقات این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است.

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

 مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه نشده است.

یا  و «دانشگاه صنعتی شاهرود»باشد و مقالات مستخرج با نام تعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود میکلیه حقوق معنوی این اثر م

«Shahrood University of Technology ».به چاپ خواهد رسید 

در مقالات مستخرج از پایان نامه رعایت  اندبودهگذار تأثیرحقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایج اصلی پایان نامه 

 .گرددیم

ها( استفاده شده است ضوابط و اصول اخلاقی های آنبافتدر کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که از موجود زنده )یا 

 رعایت شده است.

در کلیه مراحل انجام این پایان نامه در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده است اصل رازداری، 

 ضوابط و اصول اخلاقی انسانی رعایت شده است.

 دانشجوامضای                                      تاریخ                                                                   

 

 

ای، نرم افزارها و تجهیزات های رایانهمقالات مستخرج، کتاب، برنامه)و محصولات آن کلیه حقوق معنوی این اثر 

باشد. این مطلب باید به نحو مقتضی در تولیدات علمی ساخته شده است( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می

 مربوطه ذکر شود.

 باشد.مجاز نمینامه بدون ذکر مرجع استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان
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 : هدچکی

. در این ددگرمحسوب میگیاهان دارویی مهم  جزءبیان با دارا بودن متابولیت ثانویه اسید گلیسیریزیک شیرین

 31اسید سولفوریک  کاربردزنی سه اکوتیپ عراقی، کاشمر و جغتای شیرین بیان نشان داد که پژوهش، جوانه

ها در ای گیاهچه( در اکوتیپ عراقی شد. سنجش رشد درون شیشهدرصد 18زنی)درصد سبب بیشترین جوانه

که اغلب صفات مورفولوژیکی  نشان دادمحیط جامد، مایع و هیدروژل به همراه مصرف و عدم مصرف زغال فعال 

 اتگرم در لیتر( بهبود یافتند. بررسی اثر 2و فیزیولوژیکی ارزیابی شده در محیط کشت مایع حاوی زغال فعال )

ای هها و تغییرات محتوای متابولیت ثانویه نشان داد که اکوتیپزایی اکوتیپبر ریشه NAAو  IAAهای اکسین

از وزین ترین و قطورترین  IAAگرم در لیتر هورمون میلی5/8و  5/8تحت تیمارهای جغتای و کاشمر به ترتیب 

( در اکوتیپ گرم برگرم در وزن خشکمیلی 99/8ها برخوردار بودند. بیشترین میزان اسید گلیسیریزیک )ریشه

کربنی  هسطوح مختلف نانولول کاربردتولید گردید.  IAAگرم در لیتر میلی 8جغتای تیمار شده با غلظت 

MWCNTs (8 ،888  و میلی 058و )مونوفسفات پتاسیمگرم KH2PO4 (8 ،2/2  در گیاهچه 9و )های گرم

، صفات مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی تعداد برگ، طول ساقه و ریشه، وزن تر و منجر به بهبودای درون شیشه

ا استفاده های تراریخت بابی تولید ریشه. ارزیگردیدخشک ریشه و مقدار اسید گلیسیریزیک را در هر سه اکوتیپ 

ای دراکوتیپ کاشمر ی برگ سه هفتههابرتری ریز نمونه نشان دهنده AR15834از اگروباکتریوم رایزوژنز سویه 

کاشمر زخمی شده از  ی اکوتیپروزه 7های میکرومولار استوسرینگون بود.  همچنین گیاهچه 288تیمار شده با 

های تراریخت را نشان دادند. درصد( تولید ریشه 08حضور استوسرینگون حداکثر فراوانی ) ناحیه هیپوکوتیل، در

ای ههای مرحله قبل، گیاهچه. براساس یافتهکردها را تائید نیز تراریختگی ریشه rolBژن  PCRدر این مرحله 

وی سطوح مختلف حا MSهای تراریخت متصل به هیپوکوتیل جدا شدند و به محیط نیمه جامد ریشه واجد

شدند.  منتقلگرم(  9و  8 ،2/2) KH2PO4گرم( و فسفر میلی 058و  8 ،888) MWCNTsکربنی  نانولوله

روزه  نشان داد که اکوتیپ کاشمر تیمار شده  80در گیاهچه های   HPLCسنجش میزان اسید گلیسیریزیک با 

گرم میلی 35/80بیشترین میزان این ماده موثره را با میانگین  MWCNTs گرم در لیتر نانوکربن میلی 058با 

 .کردتولید  برگرم در وزن خشک

  :کلید واژه

، MWCNT، نانوکربن تراریختریشه اسید گلیسیریزیک، صفات مورفولوژیک، بیان، شیرین

   KH2PO4فسفر
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 15 ...................................................................................................................................... اهچهیوزن خشک گ-0-2-1

 17 ........................................................................................................................................................ فنول کل -0-2-3

 13 ......................................................................................................................... شهیکل ر دیفلاونوئ زانیم-0-2-88



 

 ل

 

 13 ................................................................................................................................. کل یایقند اح زانیم-0-2-88

 38 ...................................................................................................................................... کیزیریسیگل دیاس-0-2-82

مختلف  یهاپیدر اکوت IAAو  NAA یهورمون یمارهایتحت ت شهیرشد ر یساز نهیسوم: به شیآزما-0-9

 32 ................................................................................................................................................................ انیب نیریش اهیگ

 32 ........................................................................................................................................... یفرع شهیتعداد ر-0-9-8

 39 ....................................................................................................................................................... شهیطول ر-0-9-2

 30 ......................................................................................................................................................... شهیقطر ر-0-9-9

 35 ................................................................................................................................................... شهیوزن تر ر-0-9-0

 30 ........................................................................................................................................... شهیوزن خشک ر-0-9-5

 37 ....................................................................................................................... کیزیریسیگل دیاس یمحتوا -0-9-0

ختلف م یهاپیاکوت کیو مورفولوژ کیولوژیزیاثر فسفر و نانوکربن بر صفات ف یچهارم: بررس شیآزما-0-0

 31 ................................................................................................................................................................ انیب نیریش اهیگ

 31 ....................................................................................................................................................... تعداد برگ-0-0-8

 33 ........................................................................................................................................................ طول ساقه-0-0-2

 888 .................................................................................................................................................... شهیطول ر-0-0-9

 888 ...................................................................................................................................................... شهیقطر ر-0-0-0

 882 ........................................................................................................................................ یفرع شهیتعداد ر-0-0-5

 889 .................................................................................................................................................شهیوزن تر ر-0-0-0

 880 ....................................................................................................................................... شهیوزن خشک ر -0-0-7

 885 ......................................................................................................... شهیر کیزیریسیگل دیاس یمحتوا -0-0-1

مختلف  یهاپیاکوت شهیبرگ، ساقه و ر یهازنمونهیدر ر یختارتری یشههار یلقاپنجم: ا شیآزما-0-5

 887 .................................................................................... نگونیکاربرد و عدم کاربرد استوسر طین در شراشیرینبیا

 یهاپیچند روزه در اکوت یهااهچهیدر گ لیپوکوتیه هیاز ناح یختارتری یشههار یلقاششم: ا شیآزما-0-0

 885 .................................................................................... و فاقد آن نگونیو عدم با استوسر مارین تحت تشیرینبیا

 883 ............ نبیا شیرین یىن داروگیاها مویینی یشههااز ر نزوژیزم راباکتریووگرآ یباکترف حذ سىربر-0-7



 م

 

 PCR .................................................................... 883ن با انجام واکنش بیا شیرینی یشههار یختىارتر تایید-0-1

 883 ................ نبیا شیرین طبیعىی یشههاو ر ختیی تراریشههااز ر هشداج ستخرا DNA کیفیت-0-1-8

 هشداج ستخرا نومىژ DNA ایبر ازپلیمرهای نجیرز کنشوا توسط rolBد ژن جوو سىربر-0-1-2

 828 .................................................................................................................................................................. نبیا شیرین

هفت روزه در  یهااهچهیگ ختیترار یهاشهیشده در ر دیتول کیزیریسیگل دیاس زانیم یابیارز -0-3

 822 ....................................................................................................................................... انیبنیریمختلف ش یهاپیاکوت

 822 ......................................................................................................................... ختیترار یهاشهیتر روزن-0-3-8

 829 ............................................................................................................. ختیترار یهاشهیوزن خشک ر-0-88-2

 820 ....................................................................................................................... کیزیریسیگل دیاس زانیم-0-88-9

 827 .............................................................................................................................................. یکل یریگ جهینت -0-88

 823 .......................................................................................................................................................... شنهاداتیپ -0-82

 898 ................................................................................................................................................................................... هاوستیپ

 899 ............................................................................................................................................................................. فصل پنجم

 899 ........................................................................................................................................................................................ منابع

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ن

 

 فهرست اشکال

 88.................................................................................................................هاترپن یتر یها نگلیکوآ رساختا -2-8شکل 

 88...........................................................................................................ترکیب گلیسیریزین شیمیایى رساختا -9-8شکل 

 مارینالینی و همکاران، از سقتباا) نبیا شیرین هگیا درگلیسیریزین  ترپن یمسیر بیوسنتز ساپونین تر -0-8 شکل

2881.)......................................................................................................................................................................................88 

 89................................................................................................لانینآمینه فنیل آسید ا از نپاوتولید فنیل پر-5-8شکل 

 89ی.....................................................................................................................نوئیدوفلا تلیه ترکیبااو رساختا 0-8 شکل

 29.........................................................................(.2887 ،تیلرونا ونز )وژیزر مباکتریووگرآ یدپلاسم رساختا -7-8 شکل

 20........................................(.2887 ران،همکا وسکى و)سیتو گیاهى منوژبه  T-DNA لنتقاامکانیسم  -1-8شکل 

پاتل و ) یاهیگ هایمتابولیت زیست فناوری به مربوط مطالعات در الیسیتورها از استفاده اهداف -3-8 شکل

 98..........................................(............................................................................................................................2889همکاران 

 99کربن..............................................................................................ساختارهای مختلف نانومواد مبتنی بر  88-8کل ش

 01کاشمر........................................ج:  یجغتا ب: الف: عراق بیان: محل جمع آوری نمونه بذر گیاه شیرین8 -9شکل 

 75...........................................های مختلف.....بیان اکوتیپزنی بذور شیرین. مقایسه میانگین حداکثر جوانه8-0شکل 

 75........................بیان تحت تیمارهای شیمیایی مختلف.زنی بذور شیرینمقایسه میانگین حداکثر جوانه 2-0شکل 

 70.................................................................های مورد نظر تحت تیمارهای شیمیایی........ اثر متقابل اکوتیپ9-0شکل 

محیط کشت  9بیان رشد یافتههای مختلف شیرینمقایسه میانگین تعداد برگ تولید شده در اکوتیپ 0-0شکل 

MS ..71...............................................................................................................متفاوت در حضور و عدم حضور زغال فعال 

محیط کشت  9بیان رشد یافتههای مختلف شیرینمقایسه میانگین طول ساقه تولید شده در اکوتیپ 5-0شکل 

MS  73..............................................................................................................در حضور و عدم حضور زغال فعال...متفاوت 

مختلف در شرایط کاربرد و عدم  MSهای های اصلی تولید شده در محیطمقایسه میانگین طول ریشه 0-0شکل 

 18....................................................................................................................................................................کاربرد زغال فعال.

رد مختلف در شرایط کاربرد و عدم کارب  MSهایمقایسه میانگین قطر ساقه تولید شده در محیط 7-0شکل 

 18..................................................................................................................................................................................زغال فعال



 س

 

 18......................................بیان.یاه شیرینهای مختلف گمقایسه میانگین قطر ساقه تولید شده در اکوتیپ 1-0شکل 

محیط کشت  9بیان رشد یافتههای مختلف شیرینمقایسه میانگین قطر ریشه تولید شده در اکوتیپ 3-0شکل 

MS .12................................................................................................................متفاوت در حضور و عدم حضور زغال فعال 

ر سه بیان دهای مختلف شیرینهای فرعی تولید شده توسط اکوتیپمقایسه میانگین تعداد ریشه 0-88شکل 

 19.....................................................................................................................................................مختلف. MSمحیط کشت 

بیان در شرایط مصرف و عدم های مختلف گیاه شیرینی اکوتیپتر گیاهچهمقایسه میانگین وزن 88-0شکل 

 10.....................................................................................................................................................................مصرف زغال فعال

یافته  بیان رشدهای مختلف گیاه شیرینهای تولید شده در اکوتیپتر گیاهچهمقایسه میانگین وزن 82-0شکل 

 10.......................................................................................................................................متفاوت.. MSهای کشت در محیط

رشد  بیانهای مختلف گیاه شیرینهای تولید شده در اکوتیپمقایسه میانگین وزن خشک گیاهچه 89-0شکل 

 15.............................................................................................................................متفاوت.. MSهای کشت یافته در محیط

 10.................................................روز 80پس از  MSرشد گیاهان درون بسترهای متفاوت محیط کشت   80-0شکل 

مختلف در شرایط کاربرد و عدم کاربرد   MSهایمقایسه میانگین فنول کل تولید شده در محیط 85-0شکل 

 11.................................................................................................................................................................................زغال فعال.

ربرد و بیان در شرایط کاهای مختلف شیرینل تولید شده در ریشه اکوتیپمقایسه میانگین فنول ک 80-0شکل 

 11............................................................................................................................................................عدم کاربرد زعال فعال 

بیان کشت های مختلف شیرینقایسه میانگین میزان کل فلاونوئید کل تولید شده در ریشه اکوتیپم 87-0شکل 

 13.........................................................................................................................................مختلف . MSهای شده در محیط

شت شده بیان کهای مختلف شیرینمقایسه میانگین میزان قند احیا کل تولید شده در ریشه اکوتیپ 81-0شکل 

 38................................................................................................................................................مختلف ... MSهای در محیط

بیان کشت های مختلف شیرینمقایسه میانگین میزان گلیسیریزیک کل تولید شده در ریشه اکوتیپ 83-0شکل 

 38........................................................................................................................................مختلف... MS هایشده در محیط

غنی شده با سطوح متفاوت  MSهای تولید شده در محیط کشت مقایسه میانگین تعداد ریشه 28-0شکل 

 39...........................................................................بیان های مختلف شیریندر اکوتیپ NAA و IAAهورمون اکسین 

غنی شده با سطوح متفاوت  MSهای تولید شده در محیط کشت مقایسه میانگین طول ریشه 28-0شکل 

 30...........................................................................بیان های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAAهورمون اکسین 



 

 ع

 

غنی شده با سطوح متفاوت هورمون  MSهای تولید شده در محیط کشت مقایسه میانگین قطر ریشه 22-0شکل 

 35.........................................................................................بیان ..های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAAاکسین 

   غنی شده با سطوح متفاوت  MSهای تولید شده در محیط کشت تر ریشهمقایسه میانگین وزن 29-0شکل 

 35.......................................................................بیان ....های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAAهورمون اکسین 

غنی شده با سطوح متفاوت  MSهای تولید شده در محیط کشت مقایسه میانگین وزن خشک ریشه 20-0شکل 

 30.........................................................................بیان ..های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAAهورمون اکسین 

غنی شده با سطوح متفاوت  MSمیانگین میزان گلیسیریزین تولید شده در محیط کشت مقایسه  25-0شکل 

 31........................................................................بیان ...های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAAهورمون اکسین 

  ای ههای مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطاکوتیپمقایسه میانگین تعداد برگ تولید شده در  20-0شکل 

MS ( میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر)33........................گرم 

   یاههای مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطمقایسه میانگین طول ساقه تولید شده در اکوتیپ 27-0شکل 

MS  ( میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر)888......................گرم  

ای  ههای مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطمقایسه میانگین طول ریشه تولید شده در اکوتیپ 21-0شکل 

MS ( میلی 058و  888،  8رم( و نانوکربن )گ 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر)888........................گرم 

   ای ههای مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطمقایسه میانگین قطر ریشه تولید شده در اکوتیپ 23-0شکل 

MS ( میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر)882........................گرم 

 ی مختلف شیرین بیان رشد یافته درهامقایسه میانگین تعداد ریشه جانبی تولید شده در اکوتیپ 98-0شکل 

-میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر ) MS هایمحیط

 889........................................................................................................................................................................................گرم(

-های مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطمقایسه میانگین وزن تر ریشه تولید شده در اکوتیپ 98-0شکل 

 880............گرم(.میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8ده با سطوح مختلف فسفر )غنی ش MS   های

های مختلف شیرین بیان رشد یافته در مقایسه میانگین وزن خشک ریشه تولید شده در اکوتیپ 92-0شکل 

 885..گرم(.میلی 058و  888 ، 8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر ) MS های محیط

ن بیان های مختلف شیریمقایسه میانگین محتوای اسید گلیسیریزیک ریشه تولید شده در اکوتیپ 99-0شکل 

 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر ) MS  هارشد یافته در محیط

 880.............................................................................................................................................................................گرم(..میلی

 881...........................بیانهای مختلف شیرینهای تراریخت اکوتیپمقایسه میانگین درصد تولید ریشه 90-0شکل 

 بیان در شرایطهای مختلف شیرینهای تراریخت در اکوتیپمقایسه میانگین درصد تولید ریشه 95-0شکل 

 888.........................................................................................................................مصرف و عدم مصرف استوسرینگون.........

ورد های مای در اکوتیپهای تراریخت در سنین مختلف گیاهچهمقایسه میانگین درصد تولید ریشه 90-0شکل

 888.......................................................................بررسی شیرین بیان در شرایط حضور و عدم حضور استوسرینگون ......



 ف

 

شرایط  بیان درهای مختلف گیاه شیرینهای تراریخت از ریزنمونهمقایسه میانگین درصد تولید ریشه 97-0شکل

 888.............................................................................................................حضور و عدم حضور استوسرینگون ......................

های مختلف در سنین متفاوت های تراریخت حاصل از ریزنمونهمقایسه میانگین درصد تولید ریشه 91-0شکل 

 889.....................................................................................................................بیان......................ای در گیاه شیرینگیاهچه

های مختلف در سنین متفاوت های تراریخت حاصل از ریزنمونهمقایسه میانگین درصد تولید ریشه 93-0شکل 

 880..........................................................ف و عدم استوسرینگون ..........بیان در شرایط مصرای در گیاه شیرینگیاهچه

-هایی با سنین مختلف در اکوتیپهای تراریخت تولید شده از گیاهچهمقایسه میانگین درصد ریشه 08-0شکل 

 880........................................................................................................................................های کاشمر، جغتای و عراق .......

یان بهای مختلف شیرینهای تراریخت تولید شده در اکوتیپمقایسه میانگین درصد میانگین ریشه 08-0شکل

 880.................................................................................................................در حضور و عدم حضور استوسرینگون .............

هایی با سنین مختلف در شرایط های تراریخت تولید شده از گیاهچهمقایسه میانگین درصد ریشه 02-0شکل 

 887..................................................................................بیان ..............حضور و عدم حضور استوسرینگون در گیاه شیرین

هایی با سنین مختلف در شرایط های تراریخت تولید شده از گیاهچهمقایسه میانگین درصد ریشه 09-0شکل 

 881....................................................بیان .......های مختلف گیاه شیرینحضور و عدم حضور استوسرینگون در اکوتیپ

باکتری  AR15834نرخ تولید ریشه از گیاهچه هفت روزه اکوتیپ جغتای تلقیح شده با سویه  00-0شکل

 881..................................................................................................اگروباکتریوم در مقایسه با نمونه تلقیح نشده ................

 دهلوآ نمونه وست( را سمت) یباکتر ونبد نمونه ،LB محیط در مویین ییشه هار ککشت نو 05-0شکل 

 883.........................................................................................................................................................................چپ( سمت)

 بیان.های تراریخت شیرینژنومی استخراج شده از ریشه DNA الکتروفورز ژل یک درصد آگارز 00 -0شکل 

های تراریخت کاشمر، به ترتیب ریشه 0تا  0ی و های طبیعریشه 9و  2نشانگر یک کیلو باز. چاهک  8چاهک

 828........................................................................................................................................................................جغتای و عراق

 ،(Kb)8کر مولکولى رماladder  چاهک. نشیرین بیا مویین ییشه هار PCR تمحصولا ژلنتایج  07-0شکل 

کاشمر،  روزه 28های های تراریخت گیاهچهبه ترتیب ریشه 0تا  2آب مقطر )کنترل منفی(، شماره  8 رهشما

 828..........................................................................ی )کنترل مثبت( ..پلاسمید باکتر 5 رهشما چاهکجغتای و عراق ، 

 829.............................بیان.......های مختلف گیاه شیرینتر ریشه تراریخت اکوتیپمقایسه میانگین وزن 01-0شکل 

ان تحت بیهای مختلف شیرینهای تراریخت تولید شده از اکوتیپمقایسه میانگین وزن خشک ریشه 03-0شکل 

 820........................................................................................................................................سطوح مختلف فسفر.......تیمار با 

بیان های مختلف گیاه شیرینمقایسه میانگین میزان اسید گلیسیریزیک ریشه تراریخت اکوتیپ 58-0شکل 

.................................................................................................................................................................................................825 
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 MWCNTهای مختلف نانوکربن لظتهای تراریخت تحت غمقایسه میزان اسید گلیسیریزیک ریشه 58-0شکل 

 820..................................................................................................................................................در گیاه شیرین بیان ...........

های مختلف فسفر  در گیاه یخت تحت غلظتمقایسه میزان اسید گلیسیریزیک ریشه ترار 52-0شکل 

 820......................................................................................................................................................................بیان.......شیرین

ن  در های مختلف نانوکربن اسید گلیسیریزیک ریشه تراریخت تحت غلظتمقایسه اثر متقابل  میزا 59-0شکل 

 827.................................................................................................................بیان ............های مختلف  گیاه شیریناکوتیپ
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 جداولفهرست 

 7(................................................8938بیان )خان احمدی و همکاران، : فراورده های دارویی گیاه شیرین8 -8دول ج 
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 مقدمه -1-1

ب ها محسوربومى کشوی هااثمیرر شماو در  ی هستندگیرافرو همیت جهانى دارای ایى ن داروگیاها

، چینان، یرامانند ن جهاط کثر نقازی در اساو داروصلى پزشکى ایخ منابع رتال طون در ین گیاها. اگردندمی

ء هایى با منشاده از داروستفاابر دی یازتاکید وزه مر(. ا8911، )قاسمى اندبودهمصر ن و ستاوهندن، باستان یونا

گیاهى یا ی هارهعصاوی حاه ولید شدتی هارم دارویک چها تقریباً ،سته احفظ سلامتى شدن و مادر درطبیعى 

ند اهشدزی سا لگیاهى مدت ترکیباس سااینکه بر ایا و  گردنداستخراج میگیاهى اد مواز که  ،ترکیباتى هستند

ت مدو است ده ثانویه کند بوی هاطبیعت سرعت تولید متابولیتدر که یناتوجه به  با(. 2889؛ تریپاتىو )تریپاتى 

ی هامتابولیته نبوو اتولید سریع ای ربژی بیوتکنولوی هااز روشده ستفا، استزم الاها آنتولید ای طولانى برن ماز

ام ندا یا وبافت ل، طریق کشت سلوژی از (. بیوتکنولو8915ی، صغر)اسد ربه نظر مىوری یى ضراد داروموو ه ثانوی

یط اگیاهى تحت شری هاین متابولیتاکه تولید زد ساهم مىافر راین موقعیت ا ،ایشهشیدرون یط اشرن در گیاها

(. به 2885، رانهمکاولکو ؛ وا2888را، ماچاندو رار یشانکا)راو شودم نجاا تریهکوتان مات زمده و در شدل کنتر

 ثانویهی هاتولید متابولیتار مقد، سلولىن یوسوسپانسی هاغلب کشته در اکشت شدی هاتمایز بافتم لیل عدد

و سى ریابند )فاتجمع مى، یکىژفولورتمایز موارای ص دخای هابافتدر فقط ، ها نیزبرخى متابولیتو ست اکم 

 (.8915ی، صغر؛ ا8912، لعلىذوا

یشه رت ربه صوان تومىرا یشه رشوند. کشت یشه تولید مىرمرحله کشت در فقط  هامتابولیتاز  برخى

به و   داشتهی شد کمتررعالى معمولا سرعت ن گیاهادر نابجا یشه ر کشت، دراعمال کردیخت اریشه ترو رنابجا 

ثانویه ی هامتابولیت مقادیر بسیار اندک ازمنجر به سنتز  مراین اکه دارد نیاز جى رمونى خارمنبع فیتوهو

یشه ء ریى با منشااد داروتولید موای جایگزینى بری هاروشلیل د(. به همین 8917ران، مکاهو )حسنلو گرددمى

ده از ستفاابا ن یختى گیاهاارتر، ثانویهی هالیتیش تولید متابوافزای اجدید بری هارهکااز راست. یکى ز انیارد مو

 ران،همکاو  گایلن) باشدمى تراریخت یشهر کشت سیستم حىاطرو  نزوژیزار مباکتریووگرآ منا به طبیعى یک ناقل

 ارینگهد ،نتیکىژ اریپاید ، سریع شدر جملهاز  هایىیژگىو شتندا با تراریخت یشهر کشت سیستم(. 2880
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 یىراکا گاهىد،جوو ینا بادارد.  نىاوافر دبررکا ،ثانویه یهامتابولیت تولید انتوو  نمورهو ونبد محیطدر  نساآ

 بنتخاا مانند مختلفى یهااز روش هامتابولیت تولید یشافزا ایبر. باشدمى پایین هایشهر یندر ا هامتابولیت تولید

 و همکاران والکو) دشومى دهستفاا کمحر با هایشهر رتیما نیزو  نظر ردمو یهامتابولیت هکنند تولید برتر لاین

 با یىدارو نگیاهااز که باشدمی (Glycyrrhiza glabra) نبیا شیرین ،تحقیق یندر ا دهستفاا ردمو هگیا (.2880

دارای  نبیا شیرین یشه. رباشدمى نآ یشهر هگیا دهستفاا ردمو قسمت. درومى رشما به انیرا بومىارزش و 

 نچالکوو  اسید گلیسیریزیک ترپن یتر ساپونین هانآ ینمترمه که ستا مختلفى ثانویه تترکیبا

 عفونت ،عفونى هپاتیت ،مزمن Cو  B هپاتیت ی،کبد دحا تختلالادر ا نبیا شیرین. باشندمى لیکویریتیجنینویزا

HIV هگیا این نىاکسیدا نتىو آ بىومیکر ضد ،نىوژسترا اتثراچنین مه. ستا موثر یمنىا سیستم تختلالاو ا 

 (.8917 ران،همکاو  رپو یمهد حاجى) ستا هشد تثباا نیز

 بیانشناسی شیرینگیاه -1-2

بیان است که یک بوته کاربرد، شیرین سال هزار دو از با بیش جهان دارویی گیاهان مهم ترین از یکی

(. 2883)هیاشی و سودو است  Leguminosaeعلفی پایا بومی آسیا و منطقه مدیترانه است و متعلق به خانواده 

ه واژه بعدها ب که های یونانی باستان گلیکوز )شیرین( و ریزا )ریشه( مشتق شده استاز واژه Glycyrrhizaنام آن 

ارتفاع  کهاست  چندساله یگیاه بیانشیرین(. 2880بروداک  بیان( ترجمه شد )ایسبروکر ولاتین لارجیکا )شیرین

صورت ها بهای و درون آن زردرنگ است. برگ، ساقه چروک و رنگ آن قهوهرسدمیمتر نیز  5/8حدود آن به 

 ستنده زرد و یا شیریها دارای رنگ آبی، بنفش، شوند و گلنامتناسب به چهارتا هفت جفت نابرابر تقسیم می

 (.2883)هیاشی و سودو 
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 بیانرویشگاه و مناطق رشد شیرین -1-3

ن تریترین و محبوبدهنده مواد غذایی دارد و یکی از قدیمیطولانی به عنوان طعم ایاه سابقهاین گی

دو فرهنگ ر النهرین و پیش از بابلی و مصری در ههای بینداروهای گیاهی در جهان است که از زمان تمدن

بیان وجود دارد شده شیرینگونه شناخته 98حدود  .(2880)روسو و همکاران شرقی و غربی شناخته شده بود 

 ،Glycyrrhiza uralensis یهار هستند. در میان بسیاری از مطالعات، گونهسیکه بومی کشورهای گرم

Glycyrrhiza   inflate  و G. glabra (.2880بروداک  د )ایسبروکر وناستفاده را در صنایع غذایی دار یشترینب 

پرکاربردترین گونه است  G. glabra و دنکندر آسیا رشد می G. inflateو  Glycyrrhiza uralensis هایگونه

 ( و درglandulifera ) واریته ، جنوب و مرکز روسیهechinataو  typicalواریته  در اروپای جنوبی و مرکزی که

(. 2889، جیانگ و همکاران 2880بروداک  . )ایسبروکر وآن پراکنش بیشتری دارد( violacea) واریته ایران و عراق

شود )میرحیدر و همکاران  می یافت وفور به مرکز کشور و غرب شرق، شمال، تمام دراین گیاه  تقریباً  نیز ایران در

 استان زارهای در دیم ولی شود می کار و کشت دارویی گیاه یک عنوان کشورها به از بسیاری در (. اگرچه2882

 در علف هرز یک عنوان به اراک و اصفهان مانند ایران مرکزی و مناطق مزارع از بعضی و فارس ایلام، کرمانشاه،

 در کشور ما علاوه(. 2882و آئوس وهمکاران  8333قهرمان و همکاران )شود می محسوب گندم و نخود مزارع

های مصرف شیرین بیان محسوب از گونه نیز G.asperimal و G.echinataدو گونه  گلابرا آن گونه

 (.2889)کریمی و همکاران شوندمی

 بیانشیریناهمیت دارویی  -1-4

 با این حال این گیاه شوند.به مقدار زیاد در صنعت داروسازی استفاده  بیانشیرینهای ها و ریزومریشه

ی با توجه به مشکلات جوانه زنی بذور، رشد آهسته و برداشت بی رویه آن، در خطر انقراض قرار دارد. ریشه

 همکاراننگ و )زیتو هائی است که به عنوان عامل ضد تومور شناخته شده استحاوی فلاونوئید بیانشیرین

برابر  58شود اسید گلیسریزیک است که ین موادی که از ریشه این گیاه استخراج می(. از جمله مهم تر2887



 

5 

 

مورد  طعم دهنده در داروها و شکلات. این ماده علاوه بر اینکه به عنوان یک استتر از شکر معمولی شیرین

(. 2888همکاران )وانگ و گیرد گیرد، به عنوان یک ماده شیرین کننده نیز مورد استفاده قرار میاستفاده قرار می

( که علاوه 2887همکاران است )زیتونگ و  بیانشیرینی گیاه ین ماده موجود در ریشهترگلیسریزیک مهم  اسید

و  )وانگ آن توجه محققین را به خود جلب کرده است نیز های ضد سرطانی، خواص التهابی و ملینیبر خاصیت

ای هی از روشگیررسد بهرهبه نظر می اسید گلیسیریزیکبا توجه به افزایش تقاضا برای  .(2888همکاران 

اسید باشد.  بیانشیرینهای بیوتکنولوژی راهکار مناسبی جهت حصول مقادیر فراوان این ماده در سلول

آنتی  ،یضدسرطان ضدآماس، خواص نظیر کاربردهای دارویی زیادی آن یمحصولات هیدرولیز وگلیسریزیک 

 استفاده نیز مورد  Cهپاتیت درمان در توانندمی اسید گلیسیریزیک مشتقات .ی دارندضدحساسیت و یباکتریال

 تولید شده از قسمت ریشه این گیاه به عنوان یک داروی تزریقی در درمان اسید گلیسیریزیک شوند. واقع

طب  در بیانشیرین از (.2883همکاران )هایاشی و  قابل استفاده است آلرژیک بیماریهای و کبدی هایبیماری

)لینهیدیت و  شودمی استفاده پپتیک هایو زخم تنفسی هایعفونت ستریت،گا درمان برای اروپا و آسیا سنتی

مورد  قلبی هایبیماری و تومور رشد، پیشگیری از هپاتیت  درمان در نیز چین سنتی طب در. (8337همکاران 

 ورم درمان در بیانشیرین گیاه نیز ایران سنتی طب در. (2888)بلومینتال و همکاران استفاده قرار گرفته است 

 باکتری مهار توانایی با اسید گلیسیریزیک .(2888)لیاج شن و همکاران  شدتجویز می استفاده سرفه ضد و معده

همکاران )سسوک و  است مؤثر معده اسید کاهش و معده مخاطی مشکلات معده، زخم درمان در هلیکوپیلوری

 تستوسترون است مقدار ممکن آن مصرف و است گذارتأثیر نیز بدن ریز درون غدد، سیستم بر بیانشیرین. (2888

آثار ضد تورم معده را از  بیانشیرین خشک ریشه یا لیکوریک که شده است اثبات چنیند. همده کاهش را خون

 The) کمیسیون. (2888همکاران )کولالتو و  نمایدمی اعمال پروستاگلندین و سرتونین افزایش ترشح طریق

Complete German Commission E Monographs) E بخش احتقان درماندر را گیاه از این ستفادهآثار ا 

 نیز امروزه. (2888و همکاران  )بلومینتال است کرده تأیید دوازدهه و های معدهزخم و تنفس دستگاه فوقانی

 چنینو هم (2880همکاران )کروسوس و  رود می شمار به سرفه شربت ترکیبی اجزای از یکی بیانشیرینعصاره 

علاوه بر موارد  د.دار کاربرد روماتیسم و تورم اسپاسم، درمان برای و پوستی هایالتهاب در مسکن داروی عنوان به
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 گیاه این عصاره .(2882)کوبایا و همکاران  است شده گزارش گیاه این برای نیز خواص ضدسرطانی یاد شده،

 وجود (.8333همکاران )آرمانینی و  شودمی ایدز به مبتلا بیماران درHIV ویروس همانندسازی مانع همچنین

)سلیم  است شده گزارش نیز گیاه این قوی در یاکسیدان آنتی هایفعالیت ها و نیزچربی دهنده ترکیبات کاهش

اثبات  خرگوش در آترواسکلروز بیماری پیشرفت از در جلوگیری گیاه این عصاره مثبت آثار .(2888همکاران و 

 (.2881)فیوری و همکاران  با این حال تایید چنین اثری در انسان در مرحله تحقیقات است است شده

 جانبی عوارض -1-5

 از بیش ترشح و کلیوی فوق غدد سبب تحریک به آن هایفرآورده سایر یا بیانشیرین رویه بی مصرف

 هایفعالیت در اختلال عوارضی چون سبب حالت این است. شده اعلام ممنوع ،آلدسترونهورمون  اندازه

 بعید نامطلوب بروز عوارض روز، در گرم 28 از بیش مصرف صورت در شود.خون می فشار رفتن بالا و متابولیسمی

 بروز به ممکن است بیانشیرین بالای بسیار مصرف .است مضر نیز برای طحال بیانشیرین از زیاد استفاده .نیست

 ایو عده عضله درد دچار بیانشیرین زیاد مصرف با افراد از برخی .شود منجر قلبی سکته حتی و بالا فشارخون

 شود. در صورتمی نیز وزن افزایش سبب ماده این زیاد مصرف شوند.می مواجه پا و دست شدن کرخت با دیگر

-و فرآورده گیاه این کرد. مصرف پرهیز بیانشیرین مصرف از باید یا کبد قلب کلیه، ناراحتی یا خون فشار بودن بالا

 توانمی بیانشیرین معقول مصرف میزان رعایت با البته .است شده منع ،یا شیردهی بارداری دوران در آن های

 صورت دراند که محققین توصیه کرده برد بهره آن مفید بسیار خواص از و جلوگیری کرده مشکلات این بروز از

 (.2882کتیرا ترکیب کرد )مها و همکاران  با را آن است بهتر ،بیانشیرین مدت طولانی لزوم مصرف

 ایران بازار در بیانتولید شده از گیاه شیرین داروهای -1-6

 شده بیان (8-8)جدول  در اختصار به که وجود دارد بیانشیرین گیاه از دارویی فرآورده ینچند ایران، در

 .است
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 (8932بیان )خان احمدی و همکاران، گیاه شیرین: فراورده های دارویی 8 -8جدول 

 

 

 

 

 

 

 تجاری کاربردهای و آماده سازی -1-7

 ریشه عصاره دارد. ایویژه جایگاه تجارت در و مایع خشک عصاره پودر، صورت به بیانشیرین گیاه ریشه

 گیاه این مؤثره مواد است. اسانس و آلبومیدی، رزین مواد آسپاراژین، ساکارز، گلوکز، مقادیری دارای بیانشیرین

 هر در بیانشیرین عصارهدارد،  متعددی مصارف دخانیات و سازی شیرینی سازی، داروسازی، نوشابه صنایع در

 عمده بخش تبخیر و گیاه ریشه جوشاندن با است. کالری 888 میزان به ایانرژی دارای تقریباًگرم(  21/95اونس )

 شود.می شیره عرضه و جامد صورت دو به ماده این آید.می دست ای بهقهوهبه  مایل رنگ سیاه ایماده آن، آب

 درصد بیانشیرین ریشه کیفیت تعیین در شاخص ترین مهم .است بیانشیرین گیاه شده خشک ریشه لیکوریک،

درصد USP 1فارماکوپه  برطبق که طوری به است. اسید آن درصد آب در محلول عصاره میزان و گلیسیریزیکاسید

باشد.  گیاه شده خشک ریشه درصد در 0حداقل  بایدBP 2فارماکوپه  درصد و طبق 5/2حداقل  گلیسیریزیک باید

)بلومینتال  باشد گیاه نکنده پوست شده خشک هایدر ریشه درصد 28 حداقل باید نیز آب در محلول عصاره میزان

 (. 2888و همکاران 

                                                 
1 united States Pharmacopeial 

2 ritish pharmacopoeiaB 
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 دلایل تکثیر و باززایی این گیاه در شرایط آزمایشگاهی -1-8

گیاهی چند ساله است که به طور طبیعی رشد آن محدود به نواحی خاصی است. بیشترین  بیانشیرین

زایش تقاضا . افگرددمیهای این گیاه تولید ی اسیدگلیسیریزیک در ریشههای ثانویه و ماده موثرهمیزان متابولیت

رویه این گیاه دارویی در کشور و مشکلات تکثیر کلاسیک آن ره اسید گلیسیریزیک، برداشت بیبرای ماده موث

ه که بیشترین میزان تولید ریشدهد. به طوریای این گیاه را مورد تاکید قرار میلزوم توجه به کشت درون شیشه

 در شرایط آزمایشگاهی در کمترین زمان ممکن صورت گیرد.

 های ثانویهولیتبندی متابطبقه -1-9

کیبات دار و ترها، ترکیبات ازتثانویه به سه گروه ترپن هایمتابولیتهای بیوسنتزی، بر اساس ویژگی

 شوند.یمفنولی تقسیم 

  هاترپنوئید 1-9-1

 

ها  ی گیاهان، حیوانات و میکروبهاگونههزار ترپنوئید با ساختارهای مختلف از  08888بیش از تاکنون 

(. ترپنوئیدها از لحاظ ساختار و تعداد بسیار متنوع هستند ولی همگی 2887)رابرتس و همکاران کشف شده است 

 همکاران و)تئو شوند دین( تشکیل می-9و  8-متیل بوتا-2از تعداد معینی واحدهای پنج کربنه به نام ایزوپرن )

(، C10) هاترپنمنو ،(C5) ها ترپنیدهنده به هم یلتشک یزوپرنا واحدهای تعداد اساس بر را ترپنوئیدها(. 2880

( و C40)ها (، تترا ترپنC30) هاترپن تری(، C25) ها ترپن سستر(، C20) هاترپن دی(، C15) هاترپن سزکوئی

 (.2887کنند )کیسر و کواکس بندی میها دستهپلی ترپن
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 اهساپونین ترپنیبیوسنتز تر-1-9-2

 

با  کف دیجاا آب با دادن نثرتکاا در ؛ اول اینکه هستند مهم رعمومى بسیا خاصیت دو دارایها ساپونین

 088و ادهخانو 08 ازنیا بیش د مختلف طنقا در شوند.قرمز مى یهالگلبونعث همولیزشدبا ثانیا نمایند.مى دوام

 جین و چوبک ن،بیا شیرین: از تندرعبا دهین ماا ویحا نگیاها مهمترین. دارد دجوو ساپونین یمحتو هگونه گیا

د مىشو شامل را نگلیکوآ عنو دو ،یدهازگلیکو ساپونین یقسمت غیر قند شیمیایى نساختما نظر از سینگ.

ست. ا ترپنىیتر و یئیدوسترا تترکیبا سنتز دهماش لن پیاسکوواکسیدا-9،2 عالى نگیاها در .(2888 ،چایب)

اع نوا بهگیرد که به انواع صورت می زسیکلالن اسکوا وکسیدا ینزیمهاآلن توسط اسکوواکسیدا-9،2نشد ایحلقه

 ساپونین (.2885 ران،همکا و جنر) دتبدیل مىشو للوپئو ومیرین آ بتا ،میرینآلفا آکه شامل  ترپنى یسکلت ترا

و  شوندمى هنداخو مین ناالیل خاصیت صابونى به دهستند که به  ترپنیتر یا و یئیدوسترا ییدهازگلیکو ،ها

 (.8973 رن،همکا و)کافى هستند ( قندها) آب درحل  قابل و( نگلیکوآ) چربى درحل  قابل نهمزما

 ترپنوئید یتر یهاساپونین-1-9-3
 

 ریشتته استتید گلیستتیریزیکتوان به میها از مهمترین آن وشتتوند بیشتتتر در گیاهان دولپه یافت می

گردد. نجیره قندی متصل میز 9ها معمولا به کربن شتماره های غیر قندی آن. قستمتاشتاره کرد بیانشتیرین

-2نشدای حلقه شوند.مى دیجاا  لناسکوا روهید دی-9،2، پوکسىا-9-2ای شدن آگلیکون تریترپن ها از حلقه

 را( 8-8)شکل  هپانن وسانن اور ن،لئانااو ،ننرامادا ای،حلقه  پنج تلن ترکیبااسکورواهید دی-9،2و  سىپوکا-9

 (.2888 ،کند )چایبمى تولید

 

 

 

 

 هاترپن یتر یهانگلیکوآ رساختا -8-8شکل 
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 للوپئو ومیرین آبتا ،میرینآلفاآ ،کنند که شاملمى یبند تقسیم وهگر سه در راها ساپونین ترپنوئیدیتر

 . است نلئانااو عنو ترپنی( نوعى ساپونین تر2-8)شکل اسید گلیسیریزیکست. ا

 

 

 

 

 

 گلیسیریزیکاسید ترکیب  شیمیایى رساختا -2-8شکل 

 

 اسید گلیسیریزیکسنتز بیو -1-9-4

 

 عسید که یک نوا گلیسیرهتینیک نگلیکوآ وسید انیک روگلوکو قند لمولکو دو از اسید گلیسیریزیک

 یترپنوئید یتر ساپونین و ترپنوئید اعنوا G.glabra آنجایی که از. دمى شو تشکیل ،ستا ترپنوئید یتر نلئااو

 (.9-8)شکلشود محسوب می بیوسنتز ترپنوئیدها  مطالعه ایعالى بر گیاهى لیک مد ینابنابر ،کندمى تولید را
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 (.2881 ،مارینالینی و همکاران از سقتباا) نبیا شیرین هگیا در اسید گلیسیریزیکمسیر بیوسنتز  -9-8 شکل

 

لن اسکوانزیم آسیله وبه  (FPP) تفسفا دینسیل رفا لمولکو دوتبدیل  با نبیا شیرین درترپنوئیدها  بیوسنتز

لن اسکوا فعالیت دارای SQS)8 و 2SQSنزیم )آ دو G.glabra در. دشومى وعلن شراسکوابه  (SQS) زسینتا

 یبعد مرحله در. استها ترپنوئید یتر و هاولستراصلى تولید ا دهلن پیش مااسکواست. ا هشد زیسا اجد ز،سینتا

 یتر و هاولستراسطه والن که ترکیب اسکوواکسیدا دی 9 و 2 تشکیل ز،سیکلا لناسکوواکسیدا یهانزیمآ

نزیم آسه  cDNA ن،بیا شیرین در ترپنوئید یمسیر بیوسنتز تر مطالعه ایکند. برمى کاتالیز را است ترپنوئیدها

 (CAS) زتنل سینتاارسیکلو و (LUS) زسینتا للوپئو ،(BAS) زمیرین سینتاآبتا ز،لن سیکلااسکوواکسیدا

 نلئانااو یهاترپن یسنتز ساپونین تر مسیر ننشعابى شدا لنزیم مسئوآین سه اشدند.  شتتناستتایی وکلونینگ 

 برخلاف ها هستتتند.ن )بتولینیک استتید( و فیتواستتتروللوپا ترپن یتر ،(سویاساپونین و استتید گلیستتیریزیک)
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ی شوند و هر یک ترفعالیتی محسوب میهای چند فعالیتی، این سه آنزیم جز آنزیم های تک اکستیدو اسکوالن

میرین آبتا ز،میرین سینتاآثر فعالیت بتاا(. در 2883 ،و همکاران )هایاشى کنندترپن های منفردی را ایجاد می

 B سویاساپوجنل وسید ا گلیسیرهتینیک یهاترپنوئید یسطه بیوسنتز ساپونین ترواترکیب  که ددتولید مىگر

 گرددمیسید اگلیسیرهتینیک منجر به تولید  98و 88 کربن یها موقعیت درمیرین آبتا نسیواکسیدامى باشد. 

 گلیسیرهتینیک (.8338 ،و همکاران هایاشى) دشوبه تولید سویاساپوجنل مى 20و 22 یهاکربن نسیواکسیدا و

 .هستتتند 2 و 8 یها سویاساپونین و استتید گلیستتیریزیک یها نگلیکوآبه ترتیب  B سویاساپوجنل وسید ا

 منجر زکسیلاروهید -20نزیم آسید با فعالیت ا گلیسیرهتینیک 20 رهکربن شما متیل وهگر نکسیلاسیوروهید

 و Bبه سویاساپوجنل  قند نضافه شدا ،خرآ مرحله در. ددگرسید مىاکسى گلیسیرهتینیک روهید-20به تولید 

 تولید را استتید گلیستتیریزیک و دو و یک یهاسید به ترتیب سویاساپونیناکسى گلیسیرهتینیک روهید-20

 (.2883 و 8339 ،نماید )هایاشىمى

 فنولى تترکیبا-1-11

 یهاروش به و هستندکسیل( روهید وهماتیک با یک گرآرو)حلقه  فنولى وهگر یک دارای تین ترکیباا

صلى اهند. مسیر دمى تشکیل راهمگونى  نا وهمتابولیکى گر نظر ازلیل دهمین  به وشوند ساخته مى مختلفى

 دهسا هایکربوهیدرات ازسید شیکمیک ا. مسیر استلونیک اسید موا مسیر وسیدشیکمیک ا مسیر ،هاآنساخت 

ماتیک آرو یمینه هاآسید اسمت تولید  به و دشو مى وعسید( شرائیک وپیر لینوافسفو و تفسفا-0-وزیترار-لفاآ)

 هین مشتق شدزتریوولانین آ فنیل از نگیاها در فنولى تمه مى یابد. بیشتر ترکیبااداین( زتریو ولانین آ)فنیل 

نزیم آسیله وسید سینامیک به الانین به آفنیل  تبدیل اد،ین موا ساخت یمرحله کلید گیاهى یهاگونه در ند.ا

 جمله ازجى رخا وخلى دامل اعول کنتر تحت نگیاها در PALست. فعالیت ا (PAL) زمونیالاآ-لانینآفنیل 

نس سینامیک اسید ترا PALنزیم آ لمحصو .استها خمز وچى رقا یهاگىدلوآ ر،نو ،یىاغذ ادمو ارمقد ،هانمورهو

ین است. ا هشد شناخته نپاوپر فنیل انست که به عنوا دهکربنه سا 3سید یک ترکیب فنولى این اکه  استتت
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 تساختمانى ترکیبا مهم ءجز نپاوست. فنیل پراسه کربنه  جانبى هنجیرز یک وترکیب شامل یک حلقه بنزنى 

 .(8973)کافی و همکاران  است هپیچید فنولى

 هانوئیدوفلا-1-11

 

ماتیک )توسط یک پل سه کربنى به یکدیگر متصل آرو حلقه دو اههمر به ،کربن دهپانز داراینوئیدها وفلا

 مسیر دو ازنوئید ها وفلا نهند. ساختمادمى تشکیل را فنولى تترکیبا ازگى ربز وهگر که هستتتند،  شوند(مى

سید ا مسیر از ولانین آفنیل  طریق از ،B)ماتیک )حلقه آروحلقه  یک و پل. دشومى دیجااگانه اجد یبیوسنتز

 سه از A)یگر )حلقه دماتیک آروباشد. شش کربن حلقه مى نپاوحد فنیل پروا یک وید آمى دجوو به ،شیکمیک

 اننوئیدها به عنووفلا .(8973)کافی و همکاران  ددگرمى تشتتکیلسید مالونیک امسیر  طریق از و تستااحد وا

یکى ژکولوا ویکى ژفیزیولو لعماا اعنوا دیجاا باعث وند اهشد شناخته دار، نکسیژا یحلقو تترکیبا وهگترین گرربز

 نسیواکسیداجه در سساابر  (.8333 ران،همکا و کوباسک ،8973 ران،همکا و)کافى  مىشوند نگیاها درمختلف 

 هاآن جمله ازتقسیم مى شوند که  مختلفى یهاهوها به گرنوئیدویگر فلاد اتتغییر برخى وسه کربنى  پل

نجى ر)نا ها نچاکو ،نتوسیانیدین هاآلوکو ل،نووفلا ،ها لنووافلا ،ها کاتشین ،نگ(ربى آها )قرمز تا نتوسیانینآ

 هستتتندنگ( ر زرد) ها ونفلا ونگ( ر زرد) ها ونفلا ویزا ،ها ننووافلا ،نهااورو ن،چالکوروهید دی ،نگ(رقرمز و

 بیشتر و دارد دجوونوئید وفلا عنو 0888از بیش ن،نگاانهاند هیژوبه  عالى نگیاها در، (2880 ،شریعت مصمصا)

کسیل روهید یهاوه(. گر8910 ،میدبیگىاشوند )مى یافت نگیاها دربا قند(  ترکیب) ییدزبه شکل گلیکو هاآن

یگر مانند د تتیکه ترکیبارصو در هد.دیش مىافزا آب در را هاآن حلالیت ،هانوئیدوفلا رساختا در دموجو قند و

 ران،همکا وند )کافى دگرنوئید ها مىوفلا نست شددوپنتیل تغییر یافته سبب چربى ویزا یحدهاوایا  متیله یترهاا

8973.) 
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 کشت بافت -1-12

مختلف گیاهی در های ای بخششیشهدادن کشت دروناصتطلاحی استت که برای نشان 8کشتت بافت

رود. این تکنیک در ازدیاد نباتات و اصتتلاح گیاه، تولید زیستتت توده، تولید  شتترایط ضتتدعفونی شتتده به کار می

و  های علمیهای گیاهی، پژوهشداری و انبار کردن بافتشناسی گیاهی، نگههای بیوشتیمیایی، بیماریفرآورده

به طور  2شتتود. اصتتطلاح ریزازدیادیها میرنده همه این فعالیتغیره کاربرد دارد. اصتتطلاح بیوتکنولوژی در برگی

رایط های کوچکی از گیاه که در شبه کاربرد تکنیک کشت بافت برای تکثیر گیاه با استفاده از بخش اختصاصی

شتتود. در عمل، بستتیاری از یابند، مربوط میهای دیگر پرورش میضتتدعفونی شتتده در لوله آزمایشتتگاه یا ظرف

برند تا هر شیوه ازدیاد را مترادف هم به کار می "کشتت بافت"و  "ریزازدیادی"تولیدکنندگان گیاهی اصتطلاح 

باشتتد می 9"کشتتت درون شتتیشتته ای"گیاه در شتترایط ضتتدعفونی شتتده را، توصتتیف کنند. واژه مترادف دیگر، 

که ژنوتیپ  ت در حالی(. کشتتت بافت امکان تکثیر ستتریع تعداد زیادی از گیاهان یکنواخ8912)خوشتتخوی، 

ه سه قابلیت کشتت بافت گیاهی بر پای (. 2880آریکات و همکاران )کند خودشتان را حفظ کرده اند، فراهم می

، که توان یا ظرفیت توارثی یک سلول گیاهی برای نمو به یک گیاه کامل 4توانمندیگیاهی استتوار است ؛ اول، 

کند که هر سلول واجد تمام اطلاعات لازم برای مطلب دلالت میالقای تحریک مناسب است. توانمندی بر این  با

های های گیاهی توانمند هستتتند، با این حال ستتلولستتلول باشتتد. گرچه از لحاظ نظری همهرشتتد و تکثیر می

های بالغ برای بازگشت به که توان سلول 5تمایز زداییدوم، مریستتمی بیشترین توان بیان این ویژگی را دارند. 

ستتوم  کنند.های جدیدی را ستتازماندهی می، اندام 0بازتمایزی  ،هامریستتتمی استتت و بعد از آن ستتلول شتترایط

                                                 
Tissue culture - 1 

Micropropagation - 2 

In vitro culture - 3 

-Totipotency4 

Dedifferentiation-5  

Redifferentiation - 6 
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لی کند )عاد، که توانایی ذاتی یک سلول یا بافت گیاهی را برای نمو در یک مسیر مشخص بیان می8ستازگاری 

 (.8971مسبب، 

  اهمیت و کاربرد کشت بافت -1-13

 و بیماری. تولید گیاهان عاری از ویروس (8

 تکثیر و ریزازدیادی گیاهان . (2

 تولید گیاهان هاپلوئید و سپس دیپلوئید کاملا هموزیگوس از طریق کشت میکروسپور یا بساک.  (9

گیری سوماتیکی با استفاده از الحاق پروتوپلاسمی و همچنین ایجاد تلاقی بین ورزی ژنتیکی و دورگدست (0

 ای.شیشهای در شرایط درونگونه

 یه. های ثانوهای اولیه مثل قند و کربن و نیز متابولیتسوسپانسیون سلولی و تولید متابولیتکشت  (5

 ایجاد گیاهان با خصوصیات جدید با استفاده از تنوع سوماکلونال. (0

 ای.های نارس در تلاقی بین گونهنجات جنین با استفاده از کشت جنین (7

 ی.اشیشهنگهداری ژرم پلاسم گیاهان در شرایط درون (1

 استفاده از کشت بافت در انتقال ژن به گیاهان. (3

 (.8911شناسی و فیزیولوژی گیاهی )اثنی عشری، شناسی، سلولاستفاده در مطالعات بافت  (88

 اهمیت و کاربرد کشت بافت در گیاهان دارویی -1-14

شود. تقریباً درمانی و به عنوان دارو استفاده می در حال حاضر بیش از پنجاه هزار گونه گیاهی درگیاه

های زیادی از گیاهان یا کاهش محل شوند که منجر به انقراض محلی گونهاز طبیعت برداشت می هاآندو سوم 

اهی را های گیهای بیوتکنولوژی نه تنها امکان تولید سریعتر و محافظت از ژنوتیپاست. روششده هاآنسکونت 

                                                 
 Competent -1 
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، تنظیم و بیان ژن برای تولید مواد گیاهی با ارزش در هاآنژنی  کند، بلکه برای تغییر و تبدیل اطلاعاتارائه می

 (.2888تاشیوا و کوستاکوا )دهد میمقادیر زیاد و یا با خواص بهتر، راهکارهایی را پیشنهاد 

های خاصی مانند آب و هوا، کشت گیاهان دارویی به منظور استخراج ترکیبات فعال ممکن است با محدودیت

اند، مواجه شود. چنین ها، آفات و کمبود گیاهانی که به طور طبیعی رشد یافتهدسترس، بیماریفصل، آب در 

ات و )آریک استهای کشت بافت برای تولید ترکیبات فعال منجر شدههایی به استفاده از تکنیکمحدودیت

 که نیاز به یکنواختی هایی استای، یک روش مؤثر برای تکثیر گونهریز ازدیادی درون شیشه .(2880همکاران 

 ها برای تکثیر سریع گیاهان دارویی و معطر در مقیاسزیاد در نتاج دارند، بنابراین علاقه به استفاده از این تکنیک

. فواید استفاده از کشت بافت به منظور (8337ساهو و همکاران )است  بزرگ به طور قابل توجهی افزایش یافته

های وحشی در معرض خطر عبارتند از: عدم استفاده یا استفاده کمتر از گونههای ثانویه استخراج متابولیت

ای ثانویه ههای ثانویه خارج از فصل و شرایط آب و هوایی مناسب و تولید سریع متابولیتانقراض، تولید متابولیت

اززایی گیاهان . از طرف دیگر بهبود ب(8317 و همکاران پایرایک) ایبه علت رشد سریع در شرایط درون شیشه

تواند کشت و زراعت گیاهان دارویی های مختلف، میدارویی از طریق اندام زایی مستقیم با استفاده از ریزنمونه

بذر  زنیشیشه ای، ناتوانی ذخیره بذر در بانک ژن به دلیل کاهش جوانهرا ترفیع دهد و نیز از نظر حفاظت درون

اری های عنی را که رشد کند دارند، تسریع کرده و تولید ژرم پلاسمرا جبران کند. همچنین چرخه اصلاحی گیاها

 (.2888زنگ و همکاران )از پاتوژن را افزایش داده است 

 یىدارو نگیاهادر ژیبیوتکنولو دبررکا -1-15

 روییى بیشتر دارو نیى گیاهاژبیوتکنولو وزهمرا. هستند دارو تولید ایهمیتى برایى منابع با دارو نگیاها

(. با توجه 2887 ،کساکووست )کیسر ا هیددگر متمرکز یبیوسنتز یمسیرها شناخت و طبیعى تمحصولا تولید

 ،ستا زملا تولید ایبر طولانى نماز تمد و دهکند بو ثانویه یهاسرعت تولید متابولیت طبیعت درینکه ابه 

نظر  به ورییى ضردارو ادمو و ثانویه یها متابولیت هنبوا وسریع  تولید ایبر ژیبیوتکنولو یها روش از دهستفاا

 (.8915 ی،صغراسد )رمى
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 به طوری کهست ا دهکر دیجاا ویتروین ا یهاکشت در را یمسیر جدید مولکولى ژیبیولو تتحقیقا در پیشرفت

 وهیابد. علایش مىافزا یچشمگیر ربطوها آن در ثانویه یهامتابولیت تولید انمیز هشد مهندسى نبا تولید گیاها

جهانى به  جامعه ونفزا روز زنیا و یکسو از تولید ایعى برزرا یهاعرصه و آبیت منابع ودمحد ارد،ین موابر 

 نوین یهاروش از دهستفاا ییاامز ،یگرد یسو از جانبى آثار فاقد و طبیعى ءهایى با منشادارو ویى دارو نگیاها

 ویشانکر راو) زدسامى بیشتر را نگیاها دریى دارو یهامتابولیت کیفى ویش کمى افزا جهت در ژیبیوتکنولو

 (.2888 را،ماچاندرا

 یىدارو نگیاها در ژیبیوتکنولو مختلف یهاروش از دهستفاا -1-16

 یهاگونه اعنوا اییى بردارو نگیاها هنبوا تولید و تکثیر ایبر دییاازدیز ر وبافت  کشت یهابر تکنیک وهعلا

 هشد حبطه مطرراین ا درنیز  مولکولى ورزیکشاومتابولیک  مهندسى ازعم ا ییگرد یهاروش ،حفاظت تحت

هم افر راین موقعیت ا ویتروین ایط اشر در نگیاها امندا یا و بافت ل،کشت سلو طریق از ژیست. بیوتکنولوا

 دگیر منجاا یترهکوتا نماز تمد در و هشد لیط کنتراتحت شر گیاهى یهاین متابولیتاتولید  که زدسامى

 (.2880 ران،همکاولکو وا ؛2888را،ماچاندرا و ریشانکاراو)

سمت تکثیر  به را آن و دشومى وعنه( شراغلب یک جوا) گیاهى هماندهى شدزکشت یک بخش سا با دی،یاازدیزر

 در دیاازد(. 8912 ی،کهریز وکند )معینى یت مىاهد ویتروین ایط اشر در ،جدید و کامل هیى یک گیاززابا و

یژگى با وین اکه  باشدیى با کیفیت بالا مىدارو نگیاها تولید ایعظیمى بر پتانسیل دارای ویتروین ایط اشر

 هشد ارشمتنوعى گز گیاهى یهاگونه در دییاازدیزرید. آمی بدست دییاازدیزرمختلف  یها روش از دهستفاا

 نگیاهادر  جانبى یهامریستم و هنتهایى گیاا یهامریستم طریق از نگیاها دیاازد(. 2887 ،کساکو وست )کیسر ا

 Catharanthus  roseus، Glutinosa  rehmannia، Rauvolfia serpentine، Isoplexis ،جمله ازیى دارو

canariensis، Datura melet،  Bacopa monnieri و Digitialis spp  ست )تریپاتى ا داده ننشا رانتایج مطلوبى

توسط  گیاهى یهابافت و لسلو کشت یها روش دبررکا توسعه (.2887 ،کساکو و کیسر ؛2889 ،تریپاتى و

 ،هالشد سلور و کشت ایبر صنعتى یهارکتوراحى بیوابا طر نهایت در و هیددمحقق گر سلولى ییست هاژبیولو
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 ،(2888را،ماچاندرا ویشانکر راو) ددگرمى تولید دیقتصاا و هنبوا ارمقد به نگیاها این یىدارو یهامتابولیت

 یهایش تولید متابولیتافزا ایبر موثرشى رو انعنو به ،مویین یهایشهر ءلقاا صبه خصو کینتیژتغییر  همچنین

 (.2889 ،تریپاتى و)تریپاتى  است مطرح شده ثانویه

 ثانویه یمتابولیت ها تولید در امندا و لکشت سلودبررکا-1-17

( مویین ییشه هار کشت ویشه ر ،جنین ،نهاجو) امندا کشت ،سلولى کشت از قبیل مختلفى یهاروش

 دشومى رهشااها آنیل به ذ درست که ا گرفته ارقر دهستفاا ردمو ثانویه یهامتابولیت تولید ربه منظو

حل مختلف امر لمسئو یهاژنست که ا داده ننشا تمایشاآز (.2885 ،لساگنز و نیکسود ؛8915ی،صغرا)

 در فقط واند هماند باقى ردهست نخود گیاهى یهاگونه از بعضى نسوسپانسیو کشت در یبیوسنتز یمسیرها

 نساختما حد درند اتو مى ،متابولیت تولید ایین تمایز براشوند. مى لفعا هالسلو یافتگى نمازسا و تمایز نماز

 یهاروش از دهستفاا نتایج ینابیوشیمیایى باشد.  تمایز اردیمو در حتى وخل سلولى دا یهامکاندا یا و لسلو

 (.2885 ،لساگنز و نیکسود ؛8915ی،صغراست )ا دادهیش افزا را( جنین ونه اجو ،یشهر) بافت و امندا کشت

 اعنوا به و دگیرمى ارقر دهستفاا ردمو ثانویه یهامتابولیت تولید رمنظو به نگیاها از هشد اجد یها امنداکشت 

 وسى رشوند )فاتقسیم مى مویین یهایشهر کشت ویشه ر کشت ره،شاخسا کشت ،مانند کشت جنین مختلفى

مانى ز ،فتولید متابولیت هد Nicotina tabacumیى مانند دارو نگیاهااز  برخى در لمثا ای(. بر8912 ،لعلىذوا

نه اجو رتبه صو یا ونه نابجا اجو رتصو دونه به اجو کشت. دشو دیجاانه ایش مى یابدکه تمایز به سمت جوافزا

شوند. کشت یشه تولید مىر کشت درها نیز فقط متابولیت از برخى ست.ا شده منجاا دیمتعد نگیاها دریخت ارتر

-متابولیت تولید ایبر نابجا یهایشهر کشت. ددگرمى دیجاایخت ارتر یهایشهر و نابجا یهایشهر رتیشه به صور

 تولید ریشه به منظورکشت  Senecio هگیا یها گونه درست. ا هشد دهستفاا دیمتعد نگیاها در ثانویه یها

 نیکسود)ین کشت تولید شدند ا درلکالوئیدها آ پریولیزیدین از ادیتعد و شده است منجاالکالوئید پریولیزیدین آ

 تبدیل Scopolia  parviflora و  Atropa belladonna،Dubosia  myoparoides نگیاها در (.2885 ،لساگنز و

ها سولفید دی نچو تبعضى ترکیبا تولید ایبر همچنین دارد،یشه بستگى ر ءلقااپیک به وسید ترالانین به آفنیل 
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 ،تمایز دیجاا اینز بروژیزر مباکتریووگرآ از دهستفاا اخیراست. ا ورییشه ضرر ءلقاا Allium cepa زپیا سکالو در

 ینا .ستا دهنمو جلب دبه خو را نگیاها تراریختهای ریشه کشت در ثانویه یهامحققین تولید متابولیت توجه

 همشاهد و دادشد ر گیاهى یهانمورهو از ریعا یها محیط در انتو مى رایخت( اریشه ترر) مویین هاییشهر

 ی،صغرایابد )یش مىافزاها آن در ثانویه یهامتابولیت تجمع و تولید انمیز اولیه یهالبا سلو مقایسه در که دکر

8915.) 

 مویین ییشه هارسیستم کشت  -1-18

هورمون  به زنیا و برخوردار است یشد کمتررسرعت  از معمولا عالى نگیاها دریشه رکشت  سیستم

 ران،همکا و حسنلو) گرددمى ثانویه یهامتابولیت اندک رمر منجر به سنتز بسیااین ا که ،داردجى رخا گیاهی

 هاروش ازست. یکى ا زنیا ردیشه مور ءیى با منشادارو ادمو تولید ایبر جایگزین یهاروش نتیجه در(. 8917

یشه ر مولد مباکتریووگرآ مطبیعى به نا ناقل دهستفاا با ن،یختى گیاهاارتر ،ثانویه یهایش تولید متابولیتافزا ایبر

-دهمنه گستردا اییشه مویین برر. سیستم کشت استیشه مویین رکشت  سیستم دیجاا ونز( وژیزر مباکتریووگرآ)

 ،ثانویه یهابیوسنتز متابولیت جمله از ویتروین ا یهاکشت دریى دارو ثانویه ادبا تولید مو مرتبط تتحقیقا از ای

 مطالعه ایبر زیسا لمد ،نوترکیب یهاتئینوپر تولید ونتیک ژ مهندسى ،تیخارتر نگیاها تولید ویى ززابا

 تولید .گرفته است ارقر توجه ردمو سلولى ژیبیولو ییند هاآفر درنزیمى آ ومونى ربط هوروا مطالعه ،سفرویزر

لکو واست )ا همعرفى شد ثانویه یهامتابولیت تولید ایمد بررآسیستم کا یک انیخت به عنوارتر مویین یهایشهر

 از در گیاهان تراریختهای مورد استفاده برای تولید ریشه یباکتر (.2880 ران،همکا و گایلن؛2885 ران،همکاو

 پلاسمید  DNA-T قطعه لنتقاا با و هشد هگیا واردخم ز محل از و  هستند منفى مگر و یخاکز یهایکتربا عنو

Ri  ؛2888 ران،همکا و یکند )گیرمى دیجاا هگیا در را نئوپلاستیک یهایشهر ،گیاهى لسلو منوژ درونبه 

 (.2880 ،سیتوسکى و  اتزفیر ؛2880 رن،همکا و ستفانىا ؛2880 ران،همکا و  سیتوسکى ؛2888 ،یوینومیزز

بافت هویج بدست  کشت از 8312 لسا در رلین بااونز وژیزر مباکتریووگرآسیله و به هشد ءلقاا مویین یهایشهر

یخت ارتر یهایشهر کشت از ایملاحظه قابل ادتعد م،باکتریووگرآیختى با ارتر یهاتکنیک ییزرپایه ازمد. بعد آ
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. یافتافزایش  گیاهى ادهخانو 08گونه  815یشه مویین به ر یهاکشت ادتعد 2880 لسا درید. دگر ارشگز

یشه ر ءلقاا ویختى ارتر ادتعد بیشترین ،گونه 20با   نیادنخو سپس وگونه  08 ازبا بیش   مینىز سیب ادهخانو

 درنقش مهمى  نیز یسیله باکتروتلقیح به  به همت گیاومقا و ییى سویه باکترزاریند. بیماداد ننشا رامویین 

 (.2880 ر،شنایدا و کینازوکا) داردیختى ارتر

 مباکتریووگرآسیله وبه  گیاهى لیختى سلوارتر -1-19

 و A.tumefaciensیعنى  گیاهى زایریبیما یباکتر دوکه توسط  پلاسمیدهایى تشناخت خصوصیا با

A.rhizogenes وسى رست )فاا هیددمحقق گر گیاهى یها ژن ورزیست دنع ابر مو غلبه ،شوندحمل مى 

 (.2881 ،سکىوسیتوو اتزفیر ؛8912،لعلىذوا

 

 مباکتریووگرآمعرفى  -1-21-1

 

 است. بیاسهویزر ادهبه خانو متعلق و منفى مگر ای، میله یهایباکتر وهگر ازنز وژیزر مباکتریووگرآ

 :شامل وست اها آنیى زاریبیما تخصوصیا سساا بر ،ها مباکتریووگرآ اریترین نامگذ جدید 

: A.tumefaciens - طوقه لگا ریعامل بیما 

: A.rhizogenes - یشه مویینر ریعامل بیما 

: A.radiobacter - (.2881 ،سکىوسیتو و اتزفیر) زا ریبیما غیر ادنژ 

 نزوژیزر مباکتریووگرآ یباکتر در Ri پلاسمید رساختا-ب

 یهاژن وی)حا Ri مبه نا kb 288 ازگى با بیش ربز پلاسمید وینز حاوژیزر مباکتریووگرآ زایریبیما سویه

. دشویشه مویین مىر دیجاا و گالست که موجب تولید ایشه( ر هکنند تولید و سیتوکنین ،کسینا هکنند سنتز

 :شامل ،نددار ارقر DNA-T رویکه بر  هایىژن دسته اول ،هستندهمیت احائز  هاژن ازسته د دوین پلاسمید ا در

 (سیتوکنین وکسین ا هکنند سنتز ینزیم هاآ) مویین یهایشهر مولد یهاژن -
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 هاپیناو سنتز هکنند کد یهاژن -

 :شامل ،نددار ارقر  T-DNA از رجخا درکه  هایىژن

 virB,virA).شامل virناحیه )ند دارنقش  گیاهى لبه سلو T-DNA لنتقااسه وپر درکه  هایىژن-

virE,virD,virC 

 هاپیناو کاتابولیسم لمسئو یهاژن-

 (پلاسمید لنتقاا) یباکتر دوبین  همیوغى در هکنند شرکت یهاژن-

 (.2881 ،سکىوسیتو و اتزفیر ؛8912 ،لعلىذوا وسى رکنند )فامى حفظ را پلاسمید تحى که ثباانو-

 هگیا ایهسته منوژبه  T-DNA انعنوصد( تحت در 87تا  89) آن ازکوچکى  بخش ،ین پلاسمید باکتریایىا از

مینه آ یسیدهاا سنتز در T-DNAدر  دموجو یهاژن از. برخى (2880 ران،همکا و گایلن) دشومى منتقل نمیزبا

 منابع انعنو به یسیله باکترو به و هها سنتز شدیشهرسیله وبه  ها پیناوند. دارها نقش پیناو منا به دیغیر عا

 پلاسمید ورودتایید درشاخص  یک انعنو به تین ترکیبااگیرند. شناسایى مى ارقر دهستفارد امو وژننیتر وکربن 

Ri (0-8)شکل استیشه مویین ر دیجاا و هگیا درون به مباکتریووگرآ. 

 

 

 

 

 

 

                    
 

 

 (.2887 ،تیلرو نا و)نز وژیزر مباکتریووگرآ پلاسمید رساختا -0-8شکل
 

 گیاهى لبه سلو T-DNA لنتقاا مکانیسم -1-21-2

 

 مکانیکى یهاسیبآ یا اتحشر توسط هشد دیجااخمى ز یهامحل دربافت گیاهى  به مباکتریووگرآ ورود

ند دگرنز مىوژیزر مباکتریووگرآ بشوند که باعث جذتولید مى فنولى تخمى ترکیباز محل در. دپذیرمى منجاا
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 bp25 لطو به هشد محافظت تشد به اریتکر DNAلى اتو دو Ri پلاسمید در(. 8335 ران،همکا و)بانرجى 

-T یهازمر انها به عنولىاین تواکند. مى مشخص را آن ودحد و دارند ارقر T-DNA طرفین در که دارد دجوو

DNA  کنند یفا مىا لنتقاایند افر در مهمى ربسیا نقش ونامند مى  سترا و چپ یهازمر راها آن و کندمیعمل

 دوهر یا و T-DNAست راچپ یا  قسمت ورود باعث مباکتریووگرآ با ن(. تلقیح گیاها8912 ،لعلىوذواسى ر)فا

 ننتیکى نشاژ ت(. مطالعا8338 ران،همکاو رودس) ددگرمى گیاهى منوژ درونبه  T-DNAست را وچپ  قسمت

نگ وا) نیست وریچپ ضر سمت زیلى ناحیه مرو است، وریضر یىزا ریبیما ایبرست را زیناحیه مر که داده

 .دشومى شکسته هجایگا یک در bp 25 زیلى مراتو virD  2و virD 1 تئینوپر رحضو در(. 8310ران،همکا و

ین ا محل از DNAشته جدید ر سنتز و ددگرگر مىزغاآ ینتهاا یک دیجااست سبب رالى سمت اتو در شبر

 ننشا جدید یهایافته. دشوشته قبلى مىرشته جدید جایگزین تک ر و گرددمی زغاآ 9به  5  جهت دربریدگى 

باعث  که داردمى نگه دخو  ینتهاا درلانسى واکو پیوند دیجاا با را T-strandشته ر ،virD  2تئینوهد که پرد مى

 یک دارایتئین وین پرا وهبعلا. ددگرمى زنوکلئاوگزا یهانزیمآبر حمله ابر در 5 ینتهاا یسیب پذیرآ از یجلوگیر

 ایبر T-DNAکند. عمل مى گیاهى لسلو هسته یبه سو T-DNAیت اهد در وست ا ایهسته بیا فلى هداتو

 در و گرددمی لساار گیاهى لبه سلو سپس و کندمی طى راحلى امر یباکتر درون در ،خمىزبافت  به لنتقاا

حل امر پلاسمید در (vir) زاریسیله ناحیه بیماو به هشد کد یهاتئینوپر. شودمیضافه ا گیاهى منوژنجا به آ

 جمله از) هخمى شدز گیاهى لسلو ارهیود از همشتق شد فنولى تترکیبا مى کنند. تنظیم را T-DNA لنتقاا

 (.8912 ،لعلىذوا وسى رکنند )فا مى ءلقاا را vir ناحیه یها ژن نبیا نیز( نستوسرینگوا بتا و نستوسرینگوا

 

 

 

 

 

              

 

 (.2887 ران،همکا وسکى و)سیتو گیاهى منوژبه  T-DNA لنتقاامکانیسم  -5-8شکل 
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 هگیا منوژخل دابه  T-DNA لمولکو مغااد -1-21-3

 

 فخلا بر. دشومى مغااد نمیزبا منوژ در ،هسته ءغشا از رعبو ازپس  T-DNA لمولکو یندآین فرا در

 ایبر زنیا ردمو یهاتئینونیست پر درقا T-DNA لمولکو ،هازوننسپواتر قبیل از کمتحر DNA ،یگر عناصرد

 باکتریایى یهاتئینوتئینى )پرومل پراعو ازسته د دو به کمک لمولکو مغاادیند آفر ونماید  کد را دخو نشد مغااد

   (.8335 ران،همکا و نیلسوو) دشومى منجاا( گیاهى و

 مویین ییشههار دیجاا درمل موثر اعو -1-21

 نزوژیزر مباکتریووگرآ ادیى نژزاریبیما -1-21-1

 

 و مانوپین ،پینوگرآنظیر  مختلف یهاتیپ به ی،پین تولیداو عنو سساا بر مباکتریووگرآ یهاادنژ

 درباشد تنها یک قسمتى مى T-DNA ،مانوپین وکوکوموپین  تیپ یهاادنژ درشوند. مى یبندطبقه کوکوموپین

 ریبیما رتقد از و هستندست را وچپ  قسمت دوشامل  T-DNA ناحیه ،پینوگرآ تیپ یهاادنژ در کهحالى

 مى دهستفااپین وگرآ تیپ ازیشه مویین بیشتر ر سیستم دیجاا ایین برا. بنابرندباشمى رداربرخو ییى بیشترزا

 (.2887 ،تیلر ونا و) دشو

 کشت محیط عنو -1-21-2

 

 یهانمک ییر بالادهایى با مقا. محیطاست مویین یهایشهر دیجاا در دییاز تاثیر دارایشد ر محیط

یر دهایى با مقاکنند. محیطمى تشدید نگیاها از بعضى در را مویین یهایشهرتشکیل  MSیا  LS قبیل از معدنى

 ایمحیط مناسبى بر نتیجه در ،آورندهم مىافر محیط در را یباکتر حد ازتکثیر بیش  B5 جمله ازپایین نمک 

 (.8331 ران،همکا و ان)موکاند نیستند گیاهى یهاگونه از بعضى در مویین یهایشهر دیجاا
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 یزنمونهر عنو و سن -1-21-3

 

 ،کساکو وست )کیسر اموثر  مویین ییشههار دیجاا در ،نیز تلقیح ایبر دهستفاا ردیزنمونه مور عنو و سن

 و نلاآزکنند )مى دیجاا را ییختى بیشترارنى تراوایز نمونههایى با سن پایین فرر اردمو بیشتر در(. 2887

 (.2882 ران،همکا

 مویین ییشههار دریختى ارتایید تر-1-22

 یکىژفولوورم ییژگىهاو از دهستفاا -1-22-1

 

یشه ر فنوتیپ. دیشهها تعیین مىشور یکشتها طریق از ،یختارتر مویین ییشههاریکى ژفولورمو تایید

(. 8310 ،هند )تپردمى ننشا رایى امینگرز معد و دیازشد ر سرعت ،هى جانبىد شاخه دریش افزا ،مویین یها

 یهاهگر نمیا رده،خو وکچرو چین یهایى مانند برگهافنوتیپ ،یشه ها نیزر از هیى شدززابا نهمچنین گیاها

 و نهند )چیلتودمى وزبر هیخت نشدارتر انهبا گیا مقایسه در رایکى ژفولوورم یایژگى مجزو چندین و هکوتا

 (.8317 ران،همکا و چهرگو ؛8315 ران،همکا و  مساو ؛8312ران،همکا

 بیوشیمیایى ینشانگرها از دهستفاا -1-22-2

 

 دکد مىشو Riپلاسمید  DNA-Tنز توسط وژیزر مباکتریووگرآ با هشد تلقیح نگیاها درپین او سنتز

 ویخت مىباشند اریشه ترربافت  تایید ایموثر بر بیوشیمیایى یپینها نشانگرهااو(. 8315 ران،همکا و یتوا)

(. هر چند گاهى 8310 ،باشند )تپرمویین مىی یشه هار تایید ایبر علامت مهم یک انپینها به عنواو تعیین

 (.8310 ران،همکا و داباشد )کامامىار ناپایدپین او های ژن نبیا تقااو

 نتیکىژ ینشانگرها از دهستفاا -1-22-3

 

 روشین اند. رومى ربکا نمیزبا هگیا زوممووکر DNA رویبر  T-DNA لتصاا تایید ایمختلفى بر هایىروش
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  HybridizationSituین ا ،(8311 ت،سکوا وپر درا)  تینگدا تبلا ybridizationHouthern S ، DNAشامل  ها

 مى باشد. PCR یا ازیى پلى مراهنجیرزکنش وا از دهستفاا و( 8310 ران،همکا و وسمبرا)

 مویین ییشههار کشت در ثانویه ییش تولید متابولیتهاافزا یهاروش -1-23

 ییتهاودمحد رچاد هم زبافت گیاهى هنو کشت ژیتکنولو از دهستفاابا  ثانویه یمتابولیتها تولید

ین تکنیک ا در هشد تولید یمتابولیتها پایین اریتها مقدودین محدا ازست. یکى ایکى ژبیوتکنولو ویکى ژبیولو

یش تولید افزا ایبر دیمتعد یهاروش رهمین منظو به ،نیست مستثنى هین قاعدا ازهم  مویین ییشههار. است

 مى داده حشر مختصر ربطو هاآن ازکه برخى  ددگرمى دهستفاا مویین ییشههار کشت در ثانویه یمتابولیتها

 (.2888ودو، هو) دشو

 ارییط نگهداشر وکشت  محیط تترکیبا زیسابهینه-1-23-1

 

 ثانویه یهامتابولیت تولید وشد ر هکنند تعیین ومهم  مویین یهایشهرکشت  محیط ایجزا از ریبسیا

 محیط یها-نمک غلظت آن، غلظت وکربن  منبع عنو جمله ازهایى ر(. فاکتو2888 ران،همکا و ی)گیر است

متابولیت  تولید وشد ر دریشه ها ر ارینگهد محیط رنو وما د ،تلقیح نماز تمد ،هانمورفیتوهو ،محیط pH،کشت

 یفلز یهان(. همچنین یو2888 ران،همکاو  نگارمو ؛8332 ران،همکاو )کریستن  هستندموثر  ثانویه یها

 و پاینه ؛8332 ران،همکا و نپی) هستند ارمل تاثیرگذاعو از ممونیوآ و اتنیتر ت،فسفا یها غلظت و سنگین

 یهایشهر در را ثانویه یهامتابولیت حسطو اردغلب موا درنیز  هانمورهو وکسین ایش افزا(. 8317 ران،همکا

یط ابه شر مویین یهایشهر یهالاین ازهر یک  آنجایی که از(. 8331 ران،همکا و نهلاواهند )دیش مىافزا مویین

گانه بهینه اجد رتصو به د،کلونى منفر هر وگونه  هر اییط کشت باید براشر ،نددار زیى مختلفى نیااتغذیه 

 (.2888 دو، و هو) دشو زیسا
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 برتر و سویه لاین بنتخاا -1-23-2
 

 وابسته ن،میزبا هگیا منوژبه  T-DNA ورود هبه جایگا ثانویه یمتابولیتها تولید در مویین یهایشهر انتو

 مویین یهایشهر د،جووین است. با ا نساآنیز  هاآنکشت وا هستند ارنتیکى پایدژ نظر از مویین یهایشهر. است

ست در بنتخاابایست عمل مى ،بالایى باشند تولید دارایستیابى به لاین هایى که د رمنظو به و هستند وتمتفا

یختى موثر ارتر روینند انز نیز مىتووژیزر مباکتریووگرآ مختلف ی(. همچنین سویهها2880 دو، و هو) انجام شود

 3908 و 3082LAB، 533K، 85190، 0A یند سویههاداد ن( نشا2888) رانهمکا و یگیر که ر. همانطوباشند

 Artemisia annua در راتمیزینین آر از یبیشتر ایبا محتو مویین ییشههار 3082LABبا سویه  مقایسه در

 .(2888 ران،همکا و ی)گیر تولید کردند

 مهندسى متابولیک -1-23-3

 

یشه ر نکلو به را دگیرمى ارقر گانه دو رکتوو درجى که رخا ژنست که هر ا درنز قاوژیزر مباکتریووگرآ

 تکنیکى انعنو به لمعمو ر(. مهندسى متابولیک بطو2888 ران،همکا و یهد )گیرد لنتقاایخت نیز ارمویین تر

جى وخر تترکیبا تولید دبهبو دات،موجو در جدید تترکیبا تولید ایبرنزیمى آکنش وایت یک یا چند اهد ایبر

 DNA ژیتکنولو از دهستفاا ایصطلاحى برا انبه عنو همچنین. دشولى تعریف مىونز تترکیبا زیسا لیا معتد

خل سلولى دانزیمى آ ،تنظیمى یهادعملکر ریستکاد طریق از سلولى درون یها فعالیت حصلاا اینوترکیب بر

 یهانزیمآ همزکنندر یهاژن از دهستفاامختلفى با  بیوشیمیایى ی(. مسیرها2888 ،لاپناد) دشو تعریف مى

 یهایشهربه  باکتریایى زکربوکسیلاد لیزین ژن لنتقااند. ا هسى شدربر تنظیمى یهاتئینوپر و هشد مهندسى

تولید  همچنین. داد ییش چشمگیرافزا راین زناباآ وین داوارکا یهامتابولیت Nicotina tabacum مویین

یش یافت )حسنلو افزا زسنتا تیماوزکرویزا ژن دنکر وارد مویین با یهایشهر درین ارلیزآ و نکینوانترآ

 (.8917ران،همکا
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 سیعو سمقیا درها رکتورابیو از دهستفاا -1-23-4

 

 یهاسیستم در ثانویه یهامتابولیت تولید یهاخرین مرحله توسعه تکنیکآها رکتورابیو از دهستفاا

 ،مویین یهایشهر کشت ریتجا یگیررصلى به کاایت ود. محد(2887ران،همکاوگیو وباشد )گرمایشگاهى مىآز

 را دیبه فر منحصر تمشکلا رگبز یها کشت در مویین یهایشهرست. ا صنعتى سمقیا درنها آسیع و کشت

 هین پدیدا که دشومى سکالو تولید و مویین یها-یشهر نخم شدزسبب  مکانیکى دادن نند. تکاآورمى دجوو به

 یهابا تولید متابولیت معمولا ستولید بافت کالو که ایرز ،باشدمى بنامطلو ثانویه یتولید متابولیتها نظر از

 دبعاا در هگیا تولید ایبر رایط مناسبى اها شررکتورابیو .(2888ران،همکا و یگیر) داردهمبستگى منفى  ثانویه

 اجستخرا وین سیستمها جهت تولید ا زیسا بهینه در دییاز یهاسىرکنند. برمى دیجااصنعتى  تولید ایبر رگبز

 به درها قارکتورابیو در هشد کشت یهایشهرست. ا هشد منجااشیکونین  جمله از ارزشبا  گیاهى تترکیبا

مایع  محیط در لتاکسو مختلف یهاگونه از نضدسرطا یهادارویى مختلفى مانند دارو لفعا تترکیبا زیساآزاد

 (.2889 ،تریپاتى و تریپاتى) دشومى اجستخرایى دارو یهادهستفاا جهت هنبوا تولید درباشد که مى

 الیسیتورها -1-23-5

 

 نیز ماهیت براساس .شوند می شیمیایی  تقسیم و فیزیکی گروه دو به الیسیتورها رادمان، تعریف طبق

و )پاتل  0-8 شوند شکل می تقسیم غیرزیستی الیسیتورهای و زیستی گروه الیسیتورهای دو به الیسیتورها

 (.2889همکاران 

 

 

 

 

 (2889الیسیتورها )پاتل و همکاران  بندی طبقه 0-8شکل
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شوند )زهوا های ثانویه می متابولیت انباشت و بیوسنتز باعث دفاعی های پاسخ القای از طریق الیسیتورها 

 .ندشومی ایجاد گیاه خود یا هااز پاتوژن و هستند بیولوژیکی منشأ دارای زیستی (. الیسیتورهای2885و همکاران 

 )سلولز گیاهان ها، سلول قارچ دیواره قطعات یا و هاگلیکوپروتئین ها،پروتئین ساکاریدها، شامل پلی الیستورها نای

 زیستی ( الیسیتورهای2887)واسکونسوئال و همکاران  باشندمی( و گلوکان ها)کیتینمیکروارگانیسم و پکتین( و

مخمر  عصاره و قارچ همگنای مانند یا و باشند کیتوزان و مانند کیتین باشند مشخص ترکیب دارای است ممکن

 فاکتورهای گروه در و ندارند بیولوژیکی زیستی، منشأ غیر الیسیتورهای باشند. زیستی ترکیبات از ای مجموعه

 در الیسیتورها از استفاده کلی طور ( به2889گیرند )پاتل و همکاران می قرار ترکیبات شیمیایی و فیزیکی

 اطلاعاتی آوردن دستبه-8کند می دنبال را اصلی هدف دو گیاهی هایمتابولیت زیست فناوری به مربوط مطالعات

 تولید افزایش-2شود می ثانویه های متابولیت تنظیم و به تشکیل منجر که بیوسنتزی مسیرهای زمینه در

 (2889)پاتل و همکاران (7-8شکل)تجاری  کاربرد برای های ثانویهمتابولیت

 

 

 

 

 

 (2889گیاهی)پاتل و همکاران  هایمتابولیت زیست فناوری به مربوط مطالعات در الیسیتورها از استفاده اهداف -7-8 شکل

 ثانویه هایمتابولیت سنتز زیستی غیر هم و الیسیتورهای زیستی هم که دهدمی نشان شده انجام مطالعات نتایج

 اکثر بر که است نشده یافت هنوز الیسیتوری حال، این با .دهندمی افزایش گیاهی هایسلول محیط کشت در را

 پاسخ تمامی الیسیتورها به که است یافت نشده هم سیستمی هیچ و باشد کلی داشته تأثیر کشت هایسیستم

 استفاده نیاز مورد ترکیب تولید برای خاص سیستم یک متعددی برای الیسیتورهای که است لازم بنابراین .دهد

 و الیسیتور نوع اساس بر استخراج برای حداکثر نیاز مورد انکوباسیون زمان و الیسیتورها غلظت همچنین، .شود
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 و آن غلظت تعیین ،مناسب الیسیتور یک به رسیدن برای رسدمی نظر به بنابراین،. متفاوت است کشت سیستم

 دیگر عاملاست.  پراهمیت بسیار ثانویه هایمتابولیت تجمع برای حداکثر پاسخ به رسیدن برای نیاز مورد زمان

 به الیسیتور اضافه کردن زمان بهترین. است محیط کشت به الیسیتورها کردن اضافه زمان رابطه این در مهم

 حداکثر برای هر الیسیتور تأثیر که آنجایی از. باشد می گیاهی سلول رشد مراحل یا اوایل اواخر در کشت محیط

شدیدی  نیاز نگرش، این با. دارد بستگی الیسیتور با انکوباسیون الیسیتورو زمان غلظت کشت، محیط عمر به پاسخ،

 پایش با را مواد استخراج توانایی که وجود دارد ها آن کردن بصری هایروش و مفید الیسیتورهای کشف برای

 (.2883)بونفانتی و همکاران سازدپذیر  امکان ساده و مکرر

 های رشد محیط کشت کننده سازی عناصر غذایی و تنظیمبهینه -1-23-6

 قند-1-23-6-1

  

ور . به طباشدمیهای سلولی موثر های ثانویه درکشتمقدار ساکارز بر میزان تولید و تجمع متابولیت

اسید تولید  درصد ساکارز، میزان رزمارینیک 5/7و  5/2 تیمار شده بامثال، در کشت سلولی گیاه  حسن یوسف 

با افزایش میزان قندها در محیط کشت میزان تولید  موارد اغلب . وگرم در لیتر بوده است 9/9و  1/8 شده

ان ار)میساوا و همک در برخی موارد نیز عکس  این قضیه گزارش شده است یابد وهای ثانویه افزایش میمتابولیت

8315.)  

 نیتروژن -1-23-6-2 

 

نسبت آمونیوم به نیترات و همچنین میزان کل نیتروژن در  محیط کشت به طور چشمگیری بر میزان 

های  ثانویه تاثیر دارد. به طور مثال سطوح پایین آمونیوم و سطوح بالای نیترات باعث تحریک تولید متابولیت

ر درا  الی که نسبت بالاتر آمونیوم به نیترات، تولید بربرین و اوبیکینوندر ح ،شودبتاسیانین میو تولید شیکونین 

  (.8317)بوهم و رینگ  دهدهای سلولی کاهش میکشت
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 فسفات -1-23-6-3

  

فی تواند تاثیر منشود در حالی که میمیزان بالای فسفات در محیط کشت باعث افزایش رشد سلول می 

واند تداشته باشد و بسته به گونه گیاهی و ترکیب محیط کشت افزایش فسفات میهای ثانویه بر تجمع  متابولیت

  (.2882)راماچاندرا و همکاران  های ثانویه داشته باشدتاثیر مثبت یا منفی بر تجمع متابولیت

 نانوکربن-1-24

رند و برای نانومتر دا 888هستند که در حداقل یکی از ابعادشان اندازه کمتر از  ترکیباتیمواد،  نانو

( خود bulkای )اند. این مواد در مقایسه با همتاهای تودهطور اختصاصی مهندسی شدهکاربردهای مختلف به

شده عمدتاً شامل انواع زیر . نانومواد مهندسیدارندپذیری بالاتر مساحت سطحی و واکنش نظرهایی از تفاوت

 :(2880)صالح و همکاران ( 1-8. )شکلهستند

 .(88-8ها )شکل( و گرافنC60)1ها (، فولرنCNTsهای کربنی )نانومواد کربنی شامل نانولوله( 8 

و غیره(، اکسید فلز )از جمله  Au ،Ag ،Fe( نانوذرات مبتنی بر فلز شامل فلزهای صفر ظرفیتی )همچون 2 

ZnO ،2TiO ،2CeO مثل نانوسیلیکات، سرامیک و غیره(های فلزی )و غیره( و نمک. 

 .و غیره( CdSe ،CdTe( )مثل QDs( نقاط کوانتومی )9 

 ( و غیره. 4، لاتکس3استایرن، پلی2قبیل دندریمرها( نانوپلیمرها )از 0 

                                                 
1 Fullerene 

2 Dendrimer 1 

3 Polystyrene 2 

4 latex 3 
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از  و است شده ساخته ای توخالیاستوانه شکل به و اتم یک ضخامت به کربن از صفحات که کربنی هاینانولوله 

 و ویژه خواص دلیل به لیجایما معرفی شدند و توسط 8338 سال در. این ذرات هستند پرکاربرد نانوذراتجمله 

 طبیعت دیگر طرف از و طرف از یک خوب کششی استحکام و الکتریکی عالی خواص از جمله هاآن منحصر بفرد

 حوزه در جدید کشفیات ها هستیم.ها شاهد رشد تحقیقات علمی در دهه گذشته بروی آننانولوله بودن کربنی

 اتصال با .است شده وکشاورزی غذا هایسیستم در نانوتکنولوژی های رویکرد معرفی در علاقه باعث تکنولوژی نانو

 هاینانولوله خواص هک یئاز آنجا .آیدمی بدست لوله نانو کایرال و زیگزاگ آرمچیر، روشهای به گرافیتی نقطه دو

 تعیین در ها،ساختاری نانولوله شکل تعیین در تنها نه کایرال بردارهای است، آن ساختاری شکل تابع کربنی

 متاثر کربنی هایمکانیکی نانولوله و الکترونیکی خواص مثال، برای .دارد فراوانی اهمیت نیز هاآن به مربوط خواص

 تعیین در این مواد، ساختار در هانقص وجود چگونگی و هادیواره تعداد این، بر علاوه .است آن کایرال بردار از

 زمینه در کاربرد  وسیعی جداره چند و جداره تک هایلوله نانو مانند کربنی مواد نانو بعضی دارند نقش آنها خواص

 های چند جداره تاثیر مثبتی بر افزایشتحقیقات جدید نشان دادکه نانو لوله نتایج .دارند تغذیه و کشاورزی های

 افزایشزنی به این افزایش جوانه( 2883ا و همکاران )خداخوشاو داشت فرنگی گوجه گیاهان رشد و زنیجوانه

 آثار (2887لین و همکاران )جداره ارتباط داده شده است.  چند هایلوله نانو در حضور دانه بوسیله آب جذب

 و کاهو چاودار، ،کلم تربچه، ،مختلف گیاه شش ریشه رشد و دانه زنیجوانه بر را جداره چندهای نانولوله مثبت

)لین  دادند گزارش شاهد گیاه برابر، دو فرنگی گوجه گیاه میوه و گل تولید برMWCNTs 1اثر  همچنینو  ذرت

های نانولوله از کم بسیار مقادیر که دهدمی نشان (2882)  همکاران وخداشاوا تحقیقات  نتایج. (2887و همکاران 

عمل  این دیگر تحقیقات طرفی از .دهد افزایش را هارشد سلول به مربوط هایژن برخی فعالیت است قادر کربنی

درون  به آب عبور مسیر کانال، عنوان به توانندمی چند جداره کربنی هاینانولوله که کنند می توجیه گونه این را

 .شودمی سلول و تقسیم تر سریع رشد موجب کار این که کنند فراهم را سلول

                                                 
multi-walled carbon nanotubes-4 
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 2880بر گرفته از صالح و همکاران  مبتنی بر کربنساختارهای مختلف نانومواد  -1-8شکل 

 هیدروژل-1-25

 )شیمیایی یا فیزیکی عرضی پیوندهای( هایهشبک ساختار با پلیمری مواد از ایدسته هاهیدروژل

 .سازدمی متمایز پلیمرها سایر از را هاهیدروژل خصوصیت این بالایی دارند. آب جذب و تورم قابلیت که هستند

 یا و پلیمر ساختار در بلور ایجاد زنجیرها،- خوردگی گره هم در بوسیله میتوانند فیزیکی عرضی پیوندهای

 (.2881)حمیدی و همکاران شوندمی تشکیل واندروالسی یا هیدروژنی پیوند مثل ضعیف هایکنشبرهم

 نقش هیدروژل در کشاورزی-1-25-1

 

 دارا ضمن تورم و آب جذب از پس هاآن ذره هر و هستند آبدوست پلیمری های شبکه که ها هیدروژل

 را کودی املاح و آب شده منقبض ،گیاه نیاز زمان در و کندمی حفظ را خود هندسی شکل مکانیکی، قوام بودن

 در استفاده مورد ایدانه بسترهای با اختلاط صورت در ،(2880)الهادی و همکاران  دهدمی قرار ریشه اختیار در

)اختر و  آب نگهداری ظرفیت افزایش و بستر فیزیکی بافت بهبود سبب توانند،می خاک بدون هایسیستم

 ،کاهش( 2880)الهادی و همکاران ، غذایی عناصر و آب به گیاه ریشه دسترسی سهولت ،(2880همکاران 

 قادرند رو این ازدهند.  افزایش مصرفی کود و آب واحد ازای  به را عملکرد میزان و گردند خشکی، استرس

 (.2885)اربونا و همکاران  بخشند بهبود را گیاه توسط غذایی عناصر و آب مصرف کارایی،
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1-26- 1HPLC 

کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا تکنیکی جهت آنالیز شیمیایی برای جداسازی، تشخیص و تعیین مقدار 

فشار قوی، حلال مایع را از مخلوط هایی قراردارد که با ایجاد این تکنیک، پمپ باشد. دراجزای یک مخلوط می

دهد. هر جزء نمونه با تفاوت جزئی از بقیه، با ریزحاوی مواد جاذب جامد عبور می نمونه از طریق ستون بسیار

و باعث جدا کردن اجزا های جریان برای اجزای متفاوت شده دهد که باعث اختلاف سرعتاکنش میماده جاذب و

های مختلف علوم پایه دارد و گوناگونی و تکامل کاربردی وسیع در پژوهش ماتوگرافیشود. کرودر ستون می

و ( Mobile phaseک )یک فاز متحرهای مختلف کروماتوگرافی غلبه تحقیقات یافته است. در روش شگرفی در

د باشایع و فاز متحرک مایع یا گاز تواند جامد یا موجود دارد. فاز ثابت می (Statonary phase) یک فاز ثابت

 .(2887)صباغ زاده، 

 اهداف اصلی این تحقیق-1-27

رشد  و کاغذ صافی و همچنین MSبیان در محیط شیرین زنی بذورجوانهتحقیق حاضر با هدف بررسی 

اسید تغییرات  در حضور و عدم زغال فعال و های جامد، مایع و هیدروژلای بذور درون محیطدرون شیشه

تاثیر ررسی و ب انجام شد نانوکربنو  فسفرهای متفاوتی از در پاسخ به غلظت بیانشیریندر گیاه  گلیسیریزیک

 یردگمورد بررسی قرار میگلیسیریزیک میزان تولید ماده موثره اسید  ها و هورمون در جهت افزایش حجم ریشه

 

                                                 
1 performance liquid chromatography-High  
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 دومفصل 

 پیشینه تحقیق
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 های ثانویهمتابولیت -2-1

 هایروش از استفاده باشد،می طبیعت کند در های ثانویهمتابولیت تولید سرعت اینکه به توجه با

انجام  تریکوتاه زمان در و شده کنترل شرایط در تولید که سازدمی فراهم را موقعیت کشت بافت این

 مانند کشت هاروش از برخی با این حال در. (2880،والکو و همکاران 2888)راوشنکار و همکارانشود

، به طوری که اندک است بافت تمایز عدم به دلیل ثانویه هایتولید متابولیت مقدار سلولی سوسپانسیون

های تمایزیافته بافت ریشه یکی از بافت .یابندمی تجمع تمایز یافته، هایبافت در فقط هامتابولیت از برخی

و  )فارسی ها مورد توجه استای آن برای استحصال متابولیتسازی تولید درون شیشهاست که بهینه

تراریخت  هایریشه و نابجا هایریشه بصورت ریشه ( کشت8915و اصغری و همکاران  8912همکاران

پائینی  رشد معمولا از سرعت گیاهان در ریشه کشت (. سیستم8335)دیکسون و همکاران  شودمی انجام

(. هورمون اکسین در 8915)حسنلو و همکاران  اعمال تیمارهای هورمونی دارد به نیاز و برخوردار است

ه تشکیل ریش ،که در غلظت زیاد این هورموندر حالی ،انجامدهای نابجا میغلظت کم به تشکیل ریشه

 از IAA3و  1NAA ،IBA2 هایکلی هورمون. به طور گرددمیتشکیل گیرد و کالوس صورت نمی

به دلیل امکان  D.2.4ها در کشت بافت هستند. در حالی که استفاده از هورمونپرکاربردترین اکسین

جایگزین  (. علاوه بر تیمارهای هورمونی روش8919وقوع موتاسیون محدودتر است)باقری و همکاران

 و آگروباکتریوم رایزوژنز از استفاده با گیاهان تراریختی ریشه، منشأ بادارویی  ترکیبات تولید برای دیگر

به  (.2880و گیولین و همکاران  2880باشد) واکو و همکاران می ی مویینریشه کشت سیستم ایجاد

جهت  متعددی هایاز تیمار بافت، کشت تکنولوژی از استفاده با هامتابولیت تولید راندمان منظور افزایش

این تیمارها  اضافه کردن موارد بیشتر (. در2880)هو و همکاران گرددمی استفاده هاآن در تولید تسریع

                                                 
1acidNaphthylacetic   

2 butyric acid-3-Indole  

3 acetic acid-3-Indole  
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 بخشدمی بهبود یا و تحریک را ترکیبات خاصی بیوسنتز سلولی، هایسیستم به کم هایغلظت در

 هایعصاره از توانمی نظر، مورد متابولیت نوع و گیاه نوع به توجه (. با2887و همکاران  نادوگوپال)

)راماچاندرا و کرد استفاده محرک عنوان به مواد شیمیایی برخی از یا ی گیاهی وشده استخراج

 (.2882همکاران

 مروری بر تحقیقات گذشته -2-2

. گرددزنی میمانع از جوانه ،یط محیطىاشر دنست که علیرغم مساعد بوا حالتى ربذ ابخو

 وجخر مقابل در رمت مکانیکى پوسته بذومقا وها زگا و آببه  نسبت یناپذیر ذ)نفو فیزیکى دمل متعداعو

 دنبو رسنا ر،بذ دروننى زنه اجو هنددار زبا و هکنند تحریک تترکیبا ازنتو م)عد شیمیایى ونه( اجو

 یبین گونه هادر (. 2880 ،لیرآند )ارگذمى تاثیر ربذ ابیند خوآفر بر( هندزداربا تترکیبا دجوو و جنین

مل فیزیکى اعو از ناشى ابخو. دشومى دیجاا جنین افطرا یهاپوشش طریق از بیشتر ربذ ابخو ،گیاهى

 یناپذیر ذسیله پوسته نفووبه  کپنیر هتیر یهاگونه و هاملگو ،هامینهاها مانند گرنهادننها از بعضى در

 زهر یهاعلف از ریبسیا در رسختى بذ (.8337 رو،سپاا وینا ردکا) ددگرمى دیجاا هازگا یا و آببه  هاآن

 مسلا ریااو ،(.Convolvulus arvensis L)یى اصحر پیچک ،(Abutilon theophrasti) پنبه وگا مانند

(Cyperus spp.)  نبیا شیرینو (Glycyrrhiza glabra L.) ریتیما هر ،کلى به طور باشد.مى اولمتد 

(. 2888 فلی،) شودمی هنامید هىداشخر ،هددکاهش  یا و دببر بین از را ربذ پوسته یناپذیر ذنفو که

 و نسایید ،ساختن منر ،ندرومى به کار رپوسته بذ فیزیکى سختیبر  غلبه ایهایى که بررتیما از فهد

جنین یا  به نساندرسیب آ ونها بدزگا و آببه  هاآن یپذیر ذنفو ایبر ربذ پوسته در فشکا دیجاا یا

جهت  مؤثر و دهشى سارو انیک به عنورسید سولفوا از دهستفاا ت،مطالعا از ریبسیا در ست.ا مسپروندآ

ند که با دکر معلاا( 2888) کلمنز و ونهر ست.ا هسخت معرفى شد پوسته دارای وربذ ابشکستن خو

 ریلیل تخریب پوشش بذدیک به رسید سولفوا در  Melicytus ramiflourus هگیا وربذ دنکرورغوطه 

( 8330) رانهمکا ویابد. تیشلر یش مىافزانى زنه اجو سرعت وصد در ور،بذ درون به آب ذنفو زهجاا و
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 Panicum ورنى بذزنه ایش سرعت جوافزا در روشیک مؤثرترین رسید سولفوا ریافتند که تیمادر

virgatum ابخو شکستن ایبر مختلف رتیما شش دنبر به کار( با 8331هى )اوالرا وباشد. ساچتى مى 

 در وربذ دادن اریافتند که قردر ن،یادنخو ادهخانواز ذ،نفو غیرقابل وسخت  پوسته دارای گونه رچها ربذ

تاکنون  ست.ا دادهیش افزاگونه رچها هر در رانى زنه اجو ،قیقهد 05 تیک غلیظ به مدرسید سولفوا

افت ترین محیط کشت بهای رشدی و تعیین مناسبی کاربرد تنظیم کنندهمطالعات مختلفی در زمینه

ترین محیط ایجاد تعیین مناسب ( در8338گرفته است. ایاب و همکاران )در گیاه شیرین بیان صورت 

های را به همراه تنظیم کننده MSی کالوس جهت تولید تریترپنوئیدها در گیاه شیرین بیان محیط پایه

)با  D-2.4گرم بر لیتر( و میلی 8/8)با غلظت  Kinetinگرم بر لیتر( و میلی 5)با غلظت  IAAرشدی 

ترین محیط کشت معرفی نمودند. در حالی که موسی و گرم بر لیتر( به عنوان مطلوبمیلی 8غلظت 

میلی گرم بر لیتر( را در محیط  8)با غلظت  D-2.4( در پژوهشی مشابه، کاربرد هورمون 2887همکاران )

 اگوپالنانددر پژوهشی  رین بیان معرفی نمودند.ترین شرایط رشد کالوس در گیاه شیمناسب B5کشت 

 از  Cichorium intybus Lهگیا هیپوکوتیلگ و برى یزنمونههار یىزایشهاى ربر( 2887) یکومار و

 ترکیبدر  یىزایشهر صددر بیشترینن ناارش آگز طبقاستفاده کردند. IAA و  NAA ،IBAى کسینهاا

 5/8 مونىرهو ترکیبو  IBA لیترم در میلىگر 8 بابه همراه  NAA لیترم در میلىگر 5/8 مونىرهو

ه مدآبدستى یشههار سپس. مدآ بدست IBA لیترم در میلىگر 5/8 با همراه با NAA لیترم در میلىگر

 مختلفى غلظتهادر  موئینى یشههاو ر نابجاى یشههاى رلقاو ا شداى ربرر مذکوى یزنمونههااز ر

 2/8 مونىرهو ترکیبدر  تروزن  بیشترینو  گرفتندار قر سىربررد مو IAAو  NAA ،IBAى کسینهاا

 توسطدیگری ى مطالعه. گردیدارش گز IBA لیترم در میلىگر 5/8 با به همراه  NAA لیترم در میلىگر

 GA و IAA ،NAA ،2-4-D ،KIN یشدى رهاهتنظیمکننداز  دهستفاا با( 2888ران )همکاو  بیس

Gibberellic acid)) ه گیا موئینى یشههاردر  ثانویهى متابولیتها تولیدو  شداى ربرCichorium 

intybus L یشافزاى ابره تنظیمکنند بهترین لیترم در میلىگر 5/8 غلظترا در  جیبرلین که شدم نجاا 

ى غلظتهادر  IAAو  NAA ،IBAى کسینهاا تأثیر. نددکرارش گز ثانویه متابولیت تولید و یشههار شدر
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رد مو( 2888ران )همکاو  یانگ توسط .Nepeta cataria Lه گیا موئینى یشههار شداى ربر مختلف

 موئینى یشههار خشکوزن  بیشترینو  تروزن  بیشترینو  شدان رمیز بیشترینو  گرفتار قر مطالعه

 . مدآ بدست IBA لیترم در میلىگر 5/8 غلظتدر 

 رتصو G.glabra ویتروین ا کشت در دییاز تتحقیقا اسید گلیسیریزیک هموثر دههمیت مااتوجه به  با

های امندا از دهستفاا با را G.glabra سلولى نسوسپانسیو و سکالو کشت رانهمکا وست. هایاشى ا گرفته

 یترپنوئید یتر ترکیب دو ،ین کشت هاا در دموجو یسى ترپنوئیدهاربر از پس و نددکر دیجاا مختلف

 ملیل عدد(. به 8331 و 8338 ران،همکا وند )هایاشى دنمو تعیین راسید ا بتولینیک و سویاساپونین

 انعنو به رایزین گلیسیر مختلف تتحقیقا در ،G.glabraکشت سلولى  در اسید گلیسیریزیک تولید

ها تبدیل سىرکه براضافه کردند کشت سلولى محیط  به اسید گلیسیریزیک ساخت دهما پیش

 نشد ارشگز اسید گلیسیریزیک تولید لىو داد ننشا را مختلف تسید به ترکیبااگلیسیرهتینیک 

 بر ازینسفرایل ترزسى فعالیت گیکوربر ،مختلف تتحقیقا در (.8332 و 8338 ران،همکا و)هایاشى 

یل زگلیکو فعالیت ،های اخیریافتهید. نتایج دسلولى مشخص نگر کشت درسید ا یزیکگلیسیر روی

 ،)هایاشى داده استنسبت  هانستولووا ضخیم یهایشهرتولید گلیسریزین به  مسیر در را ازینسفراتر

 در هکشت شد G.glabraساله  چند یها سکالو یکشت هاوا از برخى در ،دیگر تحقیق در (.2883

مشخص  اسید گلیسیریزیک جهت سنجش زکفى لایه نااماتوگروکر یهاسىربر با دار، نمورهو محیط

ند )شمس داد ننشا را یبیشتر اسید گلیسیریزیک ارهم مقددسیز و پنجم دوم، یکشت هاواشد که 

 BA و NAAهای مختلف دو هورمون ( غلظت2881ونگویشا و همکاران ) (.2887 ران،همکا وکانى ارد

قرار دادند )صفری و را بر رشد کالوس در گیاه شیرین بیان مورد بررسی  MSدر محیط کشت 

تولید متابولیت ثانویه در های رشدی عامل مهمی در که تنظیم کننده کردندو گزارش  (8932همکاران

واند رشد تاین گیاه می باشند. نوع و غلظت اکسین و نسبت اکسین به سیتوکنین به طور چشمگیری می

ى هاهکه تنظیم کننده شدارش گز(. 8310)منتل و اسمیت تاثیر قرار دهدو تولید متابولیت ثانویه را تحت 

سید جیبرلیک ا مثال به عنوان ،آوردممانعت به عمل مىارد مورى از بسیادر تولید متابولیت ثانویه از شد ر
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)سیزت  دنزمتوقف مىسااى شیشهى درون کشتهااز برخى را در نتوسیانین آتولید  ،بسیزیکآسید و ا

لى تولید متابولیت و نیستن مورجى هورخال ستعماابه زى نیاه شد گیااى ربراگرچه (. 8311و هندیر 

و  IAA حاویمحیط کشت در یشهها رمانى که ل، زمثااى . برگیردمیار تحت تاثیر قررا  ی گیاهثانویه

Kin  ه گیادر لکالوئید کل اى آمىشوند محتودارى یکى نگهرتادرHyoscyamus albus یش مىیابدافزا 

ها سکالو تواند بر تولید متابولیت ثانویه و رشدنوع اسید آمینه نیز می(. 8332)سائوروین و همکاران 

عنوان مثال اضافه کردن فنیل آلانین در کشت سوسپانسیون گیاه رزماری، تولید رزماریک موثر باشد. به 

 یىاغذاد مو ار نظر محیط کشت ىترکیبها (.2882راماچاندرا و رائو ) افزایش داداسید را در این گیاه 

م مونیون آیول، مثاان به عنوارد. محیط کشت بگذدر بر تولید متابولیت ثانویه دى یازند تأثیر اتومى آن

تغییر را  Lithospermum erythrorhizonیشه موئین رکشت در ثانویه ى متابولیتها تولید یلگوا

تحت تاثیر را ثانویه ى متابولیتهاح به محیط کشت سطوت فسفاودن فزاست که ه اشدارش هد. گزدمى

ه گیارا در ن تولید سزکویترپک محرى عاملها، تکاهش فسفا (.8330)تایا و همکاران  هددمىار قر

Hyoscyamus muticus تواندیفسفر م یینهغلظت به یینتع .(8338 دانلوپ و کریسهد)دیش مىافزا 

 یول در برخرشد سل یشافزا رغمیغلظت فسفر عل یشگذار باشد. افزا یرتاث یهثانو هاییتمتابول یددر تول

 دیمثال کاهش سطح فسفات در تول. به عنوان یدرا محدود نما یهثانو یتمتابول یدتول تواندیموارد م

 یش(. در مقابل، افزا2885 بیریاو  یا)بهات شده است گزارش چغندرقند در کشت کالوس هایانینبتاس

رخاب مشاهده سلمک و س یاهدر گ یانیندر گل انگشتانه و بتاس یوکسوکسینسنتز د یکتحر یفسفات برا

ثانویه ى بلکه تولید متابولیتها، شدرنه تنها کربن ، همچنین (.2882 همکاران)راماچاندرا و  شده است

تولید رز ساکاى به جاز کتووفرده از ستفال، امثااى بر .هددمىار نیز تحت تاثیر قررا محیط کشت در 

نرخ ل، حا این (. با8332)جانگ و همکاران  دادیش افزابر ابردو  به میزان شپریوه گیارا در نتین راکاتا

گرفت به ار قرده ستفارد امواى مرحلهدو یک سیستم ، یناافت. بنابرکاهش یدرصد  08ود حد تا شدر

یش افزاى ابرز کتووفروى سپس به محیط کشت حا رشد کردند،رز ساکادر یشهها ا، ربتددر اای که گونه

 ( نیز0H2Cو  2CO ،2Oعمدتا )، هازگا (.8338جانگ و همکاران )منتقل شدند تولید متابولیت ثانویه 
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کافی  2Oگر ، استانهایى تنفس  لمحصو 2Co. دنباشار تولید متابولیت ثانویه تاثیر گذدر  توانندمی

برخی  تراریخت ریشه .(2888)بوکانان و همکاران  دشومیسیتوپلاسم ن شدى سیدامنجر به ، نباشد

مه غنى ن در یشه توتورهنگامى که ل، مثاان به عنو ،پاسخ مثبت نشان دادند 2COگیاهان در افزایش 

د بو ی معمولیاهوده در شد کرى ریشه هااز رسریع تر  هاآنشد ، رشدندداده شد ر 2COبا ه شد

ه گیا ییشهرمانى که زند که دکرارش ( گز8331ران )همکاو  (. سینگ2888ویسلوزیل و همکاران )

Hyoscyamus muticushairy  رنو .یابدمییش افزاترپن  ئیتولید سزکو، شدندر تیما تجاسمونابا متیل 

 تراریختى یشههارتولید بیومس ره تودا گیاه دارد. درتولید متابولیت ثانویه و شد در رنقش مهمى  نیز

 ىیشههارلکالوئید ار آمقد( 8332)تایا و همکاران  یافتیش افزابر ابردو  به میزان ،ربر نوابردر  یافتهشد ر

)سائوروین و  داشت. یبیشتررشد  ،ربر نوابردر  Hyoscyamus albuswasه گیایعیو طب تراریخت

ز نیا هاسکوستریناز به برخى رو، ین و از اثانویه سمى هستند ى متابولیتهارى از بسیا (.8332همکاران 

کاهش  .(8338)دانلوپ و کرتیس  دنخنثى مىشوم سمو ،ین ترکیبها با قندل اتصااغلب با ا که ،نددار

شد ر در مقابلو گردید از کسیداپر آنزیم یش فعالیتافزاباعث  B5محیط کشت در غلظت کلسیم 

  (.8330)تایا و همکاران یافتکاهش  تراریخت ییشههار

 ها در کشت بافتاستفاده از نانوکربن -2-3

علت  بههای گیاهی منتشر شده است اماّ های سمیّت نانومواد کربنی برای طیفی از گونهگزارش

های گیاهی مختلف، نتایج متناقضی حاصل شده است. در این که درجه بالای شرایط آزمایشی و گونه

ها های کربنی سبب کاهش چشمگیر اثرات سمی آن( نانولولهFunctionalizationدارکردن )عامل

کربنی های ولهاثرات نانول (،2881)شود، اجماع همگانی وجود دارد. برای مثال، کاناس و همکاران می

دار را بر طویل شدن ریشۀ شش گونه گیاهی )کلم، هویج، خیار، کاهو، پیاز و دار و غیرعاملعامل

دار یرعاملکربنی غ هایها به این نتیجه رسیدند که سمیّت گیاهی نانولولهفرنگی( مطالعه کردند. آنگوجه
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های مشخص شد که نانولولهSEM1الکترونی  دار است. ضمناً با استفاده از میکروسکوپبیشتر از نوع عامل

 (2883)یابند. استامپولیس  و همکاران شوند اماّ در گیاه تجمع نمیکربنی روی سطح ریشه جذب می

 آبکشتدر شرایط کشت  گرم در لیتر 8های کربنی چند دیواره با غلظت نانولوله کاربرد نشان دادند که

توده درصدی زیست 08اماّ باعث کاهش  ،( نداشتC. pepoزنی کدوی سبز )اثری بر میزان جوانه

(BioMass نسبت به شاهد )دریافتند که ( 2888) و همکاران . لیوگردیدFulleren  موجب مهار طویل

نشان  (2883)و همکاران . لین گردیدغیرنرمال ریشه گرایی شدن ریشه در آرابیدوپسس و القاء زمین

هی در دو نانولوله کربنی چند دیواره با منشأ مواد آلی طبیعی، سبب تأخیر یک ماهه گل C70دادند که 

که حکایت از تداخل نانومواد کربنی با جذب آب و مواد غذایی دارد. لیو و همکاران  شوند،میبرنج 

های فولرندر معرض کربوکسی (Nicotiana tobacum Lتغییر دیوارۀ سلولی گیاه توتون )( 2889)

حلول در آب را بررسی کردند. رسوب این نانومواد روی دیواره سلولی منجر به مهار رشد سلول و اختلال م

های در دیواره و غشای سلولی شد. با این مطالعه شواهد مستقیمی از تغییر ترکیب دیوارۀ سلولی سلول

 C60های تفاده از محلولنیز با اس( 2880)ها به دست آمد. آواناسی و همکاران زنده گیاهی توسط فولرن

ها نشان (، جذب خاکی، تجزیه و جذب گیاهی فولرن را بررسی کردند. آنC14) 14دار با کربن نشان

درصد(، اماّ ممکن  7آزادشده در محیط، خیلی در دسترس زیستی گیاهان نیست )حدود  C60دادند که 

اعمال ، (2888)و همکاران  وماست بیش از یک سال در خاک ماندگاری داشته باشد. طبق گزارش بگ

در  تودهطور محسوسی از رشد گیاهان و تولید زیستبه )عدم اعمال آن( گرافن در مقایسه با شاهد

گیاهی شامل فرنگی، اسفناج قرمز و کاهو( جلوگیری کرد. سازوکار این سمیتّ )کلم، گوجه گیاهان

بنی بر گیاهان نیز گزارش شده است. برای از طرف دیگر، اثر مثبت نانومواد کر استرس اکسیداتیو بود.

نانولوله کربنی  گرم در لیترمیلی 2508نشان دادند که غلظت  (2882)مثال، میرالس  و همکاران 

در برخی از گونه های شود. زنی و طویل شدن ریشۀ گندم و یونجه میچنددیواره سبب افزایش جوانه

                                                 
1 Scanning Electron Microscope- 1 
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فتوسنتز و  افزایشگیاهی تأیید شده است که نانوذرات در غلظت های کم ایمن هستند و قادر به 

 (.2881د )کلین و همکاران، نتوانند رشد گیاه را بهبود بخشو بنابراین می باشدمیمتابولیسم نیتروژن 

ولی  است.ته گیاهان صورت گرف در MWCNTنانوکربن  در زمینه تاثیر کاربردتاکنون مطالعات زیادی 

 تحقیقی دراست.  انجام نشدهآن  تراریختهای ریشهتولید  برو  بیانشیرین گیاه درای تاکنون مطالعه

 که کردند بیان طور این را های کربنینانولوله تأثیر فرایند خود نتایج در (2880دیگر تیواری و همکاران)

 گیاهی بیوماس آب، عملکرد جذب افزایش و بهبود باعث تواندمی کربن هایکم نانولوله مقدار از استفاده

 میکروسکوپ وسیله به شده تهیه تصاویر بررسی با همچنین آنان .عناصر شود بیشتر و بهتر جذب و

 عبور بذر پوسته سخت های لایه از (SEM) جداره  چند کربنی های نانولوله که دادند الکترونی نشان

( 2882) ،خداشاوا و همکاران نتایج. کنندمی هموار را آب جذب و رسیدن راه (MWCNTs) و کرده

 00 تا 55 تواندمی لیتر میلی در میکروگرم 588 تا 5 غلظت در جداره چند کربنی نانولوله که داد. نشان

 5 غلظت در فعال کربن است که حالی در این دهد، افزایش را تنباکو هایسلول سرعت رشد درصد

 تا 888 به کربن فعال غلظت اگر .داد افزایش را هاسلول رشد درصد  80 تنها لیتر میلی در میکروگرم

 .یابد می کاهش شدت به رشد سلول برسد لیتر میلی در میکروگرم 588

 بیاندر شیرین های تراریختالقای ریشه-2-4

 Ri پلاسمید دارای C58C18 سویه مباکتریووگرازآ دهستفاا با ،8335لسا در کویسترز وتیونن 

قابل  اسید گلیسیریزیکین تحقیق ا در. کردندتولید  تراریختیشه ر Glycyrrhiza glabra هگیا در

 یهایشهر دیجاا با ،2888 لسا در رانهمکا و(. لى 8335 ،کویسترز و)تیونن  تشخیص داده نشدتوجهی 

. کنند مشخص را( ینوئیدو)فلا Licoarochalconنستند چندین ترکیب اتو G.glabra هگیا در تراریخت

 AR15834نز سویه وژیزر مباکتریووگرآ با را G.glabra هتوپلاست گیاو( پر2888) رانهمکاولنکو اکو

 از بر بیشترابر دو فنولى تترکیبا ارمقد ،G.glabra در تراریخت یهایشهر ءلقاا ازند پس دتلقیح کر

 یها گیاهچهایدرون شیشهکشت  ( با2883) رانهمکاوشبانى  .شد ارشیخت گزارغیرتر هایلسلو
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ثر ا بر را ،هاگیاهچه از همدآبدست  معمولى ییشه هار در اسید گلیسیریزیک تولید ارمقد ،نبیا شیرین

 در هتولید شد گلیسریزین ار. بیشترین مقدکردندسى رسید سالیسیلیک برا و جاسموناتمتیل  با رتیما

و همکاران  یرازیتوسط شکه  یگرد یشیدر آزما .شد ارشسید سالیسیلیک گزا با رثر تیماابر  ین تحقیقا

 بیانشیرین گیاه در تراریخت یشهر یالقا یبرا AR15834 یهانجام شد از سو 8938در سال 

(Glycyrrhiza glabr Lاستفاده شد و ا )ازییرشد )ش یاهگ یندر ا تراریخت یشهر یباعث القا یهسو ین 

( نشان داد بهترین ریز 2881همکاران ) ( و مهروترا و8338) یقات چن و هودوتحق ،(2882و همکاران، 

( 2880شجاعی و همکاران ) باشد.کوتیلدون و هیپوکوتیل و برگ می تراریختها جهت القای ریشه نمونه

زایی سه گیاه سرخارگل، سنبل الطیب و در ریشه rolBبه خصوص ژن  rolهای ای تاثیر ژندر مطالعه

طیب زایی در گیاه سنبل المورد مطالعه قرار دادند. نتایج بدست آمده نشان داد که بهترین ریشه را رازیانه

و تلقیح باکتری بر روی  گرفتصورت  MSبرگی در محیط کشت جامد ی هاو در شرایط کشت ریزنمونه

هر سه  حامل LBA4404. در این تحقیق از سویه نداشتزایی های کامل تاثیری در القای ریشهگیاهچه

( و A847) rolBبه عنوان شاهد مثبت، اگروباکتریوم حامل ژن  A985و سویه  rolCو  rolA ،rolBژن 

( به عنوان شاهد منفی استفاده شد. نتایج نشان داد در گیاه A826اگروباکتریوم حامل وکتور خالی )

روز زرد و از بین  7تا  5بعد از کذشت  A847و  A985های های برگی آغشته به باکتریرازیانه ریزنمونه

و الطیب زایی بود. در گیاهان سنبل قادر به ریشه A985های سرخارگل تنها سویه رفتند. در ریزنمونه

در پژوهشی کبیر نتاج و همکاران  شد. تولید تراریختهای ریشه A985دو هفته پس از آلودگی با سویه 

 در گیاه کاسنی تراریختبرای القای ریشه  15834و  A4 ،A13، 11325های از سویه( 2889)

(Cichorium intybus L. در سه محیط )MS ،LS  وB5  هر  اگرچه داد که آناننتایج  کردند.استفاده

بالاترین درصد  MSو محیط  A13ولی سویه  ،شدند تراریختسه سویه موفق به القای ریشه 

موفق به ایجاد کالوس در محل زخم شد و  تنها 11325درصد( را نشان دادند. سویه  85/09تراریختی)

 07/90و 2/81 به میزان به ترتیب A4و  15834های سویهدر حالی که  ،بودزایی در آن صفر درصد ریشه

 90/05 تولید با  MS مختلف کشت هایمحیط در میان ها شدند.زایی در نمونهدرصد موفق به ریشه
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  30/95 با تولید LS. در حالی که محیط معرفی گردیدزایی در کاسنی درصد بهترین ترکیب برای ریشه

)کبیرنتاج و همکاران،  نشان دادندکمترین میزان ریشه زایی را  درصد 22/22با تولید B5و محیط 

و تاثیر  تراریختبرای اولین بار تولید ریشه  Karel Perovskia abrotanoides(. در گیاه 2889

و  R1000 ،TR105 یمورد مطالعه قرار گرفت. در این پژوهش از سه سویه در آن استوسرینگون

ATCC15834  این مطالعه ماده استوسرینگون استفاده شد. نتایج  کاربرد عدم کاربرد و در دو حالت

به دست  ATCC15834پس از آلودگی با سویه  تراریختی بیشترین میزان تولید ریشه که نشان داد

درصد موجب القای  33/21و   80/91به ترتیب با  TR105و  R1000های سویهدرصد(.  99/07آمد )

ی هاتولید ریشه ATCC15834ی استوسرینگون در سویه گردیدند. استفاده از تراریختی هاریشه

نیز استفاده  TR105و  R1000های درصد(. در سویه 33/08را به طرز معنی داری افزایش داد ) تراریخت

گردید درصد(  99/90و  03/03)به ترتیب  تراریختی هااز استوسرینگون موجب تقویت تولید ریشه

  (.2885)ابراهیمی و همکاران، 
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 فصل سوم

 هامواد و روش
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 محل و زمان اجرای پژوهش -3-1

 ،بیانشیرین گیاهسه اکوتیپ  هایریشه در اسید گلسیریزیک میزان سنجش هدف با پژوهش این

 تصادفی کاملاً یپایه طرح یبرپایه قالب آزمایش فاکتوریل در ی فسفر و نانوکربنالیسیتورها تأثیرتحت 

 انجام 8930-8937 یلیتحصصنعتی شاهرود در سال  دانشگاه بیوتکنولوژی آزمایشگاه در تکرار سه با

 .شد

 دهستفاا ردمو ادمو -3-2

 گیاهىادمو -3-2-1

 

شرقی و  099883300سه منطقه کاشمر با مختصات جغرافیایی ) از نبیا شیرین هگیا وربذ

شمالی(  0807803320شرقی و  587307309، جغتای با مختصات جغرافیایی )(شمالی 9383900353

 9027739370شرقی و  095101397)و منطقه مسیب واقع در شهر کربلا با مختصات جغرافیایی 

جهت شناسایی به آزمایشگاه گیاهشناسی جهاد دانشگاهی شهرستان  و (8-9)شکل  جمع آوری شمالی(

عتی شاهرود صندانشگاه کاشمر منتقل و بعد از شناسایی به آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی 

 .منتقل شد

 

 

 

 

 ج: کاشمر       ب:جغتای    الف: عراق    بیانشیرین: محل جمع آوری نمونه بذر گیاه 8 -9شکل 
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 یباکتر -3-2-2

 

مورد بررسی قرار  AR15834و  A13نز وژیزرا مباکتریووگرآ یباکتردر این تحقیق دو سویه 

 ازکه  AR15834 سویه، تنها از A13دلیل عدم تولید ریشه توسط سویه گرفتند و پس کسب نتایج،  به

 .استفاده گردید ،ژی تهیه شده بودبیوتکنولو پژوهشگاه

 دهستفاا ردمو باکتریایى و گیاهى یهامحیط کشتتهیه  -3-3

 تهیه محیط کشت گیاهى -3-3-1

 

محیط  کشت ب،صافى مرطو کاغذ ،شاملبذور  کشت ایبر دهستفاا ردمو کشت یهامحیط

MS1 گرفتند. ارقر دهستفاا ردحل مختلف تحقیق موامر درکه د بو (8302 گسکوا وشیگ را)مو 

 پرمصرف عناصر 2ذخیره هایمحلول تهیه -3-3-1-1

 این به .شدند تهیه خود نهایی غلظت به نسبت برابر 88 هایغلظت در مصرف پر هاینمک

( به صورت 8-9)مطابق جدول  نمک هر میزان ماکرو، عناصراز  مادری محلول تهیه برای که صورت

 در شده، تهیه مادری محلول .حل شدند مقطر آب در و شد و سپس ریخته بشر داخل و وزن جداگانه

 از جهت جلوگیری (8-9ای )طبق جدول محلول جداگانه کلسیم هایبرای نمکشد،  نگهداری یخچال

 .ساخته شد آن رسوب

 

 

 

                                                 
)Murashige and SKoog (1962 1 

2 stock 
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 ( mg/l) MS هیپا کشت طیمح مصرف پر هاینمک غلظت: 8 -9جدول 

 

 

 

 کم مصرف عناصر ذخیره محلول تهیه-3-3-1-2

 

. شدند تهیه کشت محیط نهایی غلظت برابر 888 معمول طور به مصرف کم عناصر هایمحلول

 آب مقطر در جداگانه و شدند وزن 2-9جدول مطابق  هامیکرو، نمک هاینمک مادری محلول تهیه برای

 آب افزودن با و منتقل شد بشر به یک هانمک حاوی بشرهای تمام محتویات پایان در و گردیدند حل

 .گردید نگهداری یخچال در سپس و رسانده شد حجم به مقطر

 ( mg/l) MS هیپا کشت طیمح مصرف کم هاینمک غلظت: 2 -9جدول 

 

 

 

 آهن ذخیره محلول تهیه -3-3-1-3

 

و   Na2EDTA هر یک از مواد (. ازX 888) تهیه شد برابر 888 غلظت آهن با مادری محلول

FeSO4 7 H2O گردید. حل مقطر آب در و وزن شد بطور جداگانه 9 -9جدول  مقادیر مشخصی مطابق 

 تا شد پوشیده آلومینیومی فویل با شده تهیه محلول .رسانده شد حجم به جداگانه هر محلول نهایت در

 .ذخیره شد یخچال در محلول حاصل پایان در .نگردد تجزیه نور برابر در
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 ( mg/l) MS هیپا کشت طیمح آهن غلظت :9 -9جدول 

 

 

 هاویتامین ذخیره محلول تهیه -3-3-1-4

 

 در یخچال گردیدند و تهیه ذخیره محلول صورت به برابر 8888 تا 888 هایغلظت در هاویتامین

جدول  مطابق هاویتامین از یک هر مقادیر .شدند نگهداری مصرف هنگام تا گراد(سانتی درجه 0 دمای)

 .شدند رسانده نهایی حجم به نهایت در و حل مقطر آب در9-0

 ( mg/l) MS هیپا کشت طیمح هاینیتامیو غلظت :0 -9ل جدو

 

 

 

 رشد هایتنظیم کننده ذخیره محلولهای تهیه-3-3-1-5

 

-کننده تنظیم ذخیره هایمحلول تهیه نیستند. برای محلول آب در رشد، هایکننده تنظیم تمام

  NaOH نرمال( 8حلال ) کمی مقدار در جداگانه طور گرم به 85/8، مقدار  NAAو IAA های اکسین

 .شد اضافه آن آب به سی،  سی 58 حجم تا آرامی به سپس گردید، حل

 

 



 

52 

 

  کشت محیط لیتر یک تهیه -3-3-1-5

 

 8888 ( مقطر آب مقداری ابتدا بذر، زنیجوانه جهت MS کشت محیط لیتر یک تهیه برای

 افزوده) هاویتامین و میکرو ماکرو، عناصر( نیاز مورد ترکیبات سپس، شد ریخته ارلن داخل در )لیترمیلی

گرم  2یحاو هایمحیط در میواینوزیتول، گرم میلی 888 و ساکارز گرم 98 کردن اضافه از پس .شدند

 NaOH از 1/5 به کشت محیط pH تنظیم جهت .شد رسانده نهایی حجم به ، محلولزغال فعال یتربر ل

 آزمایش، این در است. گرم 1 تا 7 محیط لیتر یک برای آگار مصرف مقدار شد. استفاده نرمال یک HCL و

 اتوکلاو داخل در شدن استریل جهت کشت محیط .شد افزوده کشت محیط به و شد وزن آگار گرم 1

 مواد دارد. کشت ظرف درون کشت محیط حجم به بستگی کردن سترون برای لازم گرفت. زمان قرار

  .شد توزیع کشت هایلوله درون کشت محیط نهایت . درشوند فیلتر، سترون با باید برابرگرما در ناپایدار

 یتهیه محیط کشت باکتر-3-3-2

 

ختصاصى امحیط کشت  که ،شد دهستفاا یباکتر کشت ایبر LB مایع وکشت جامد  محیط از

کشت وا و تمد هکوتا ارینگهد ر(. به منظو8313 ران،همکا و وکسمبر) دشومى بمحسو ی،باکتر

 ،جامد یهاکشت از ی،باکتر نسوسپانسیو کشت ای. برشد دهستفااجامد  LBکشت  محیط از ها یباکتر

ضافه ا از بعد ،LBیک لیتر محیط  تهیه ایبرید. دمایع کشت گر LB محیط در وتک کلونى گرفته شد 

 رتصو در وتنظیم شد  7 دعد روی لنرما یک دمحیط با سو pH 5-9جدول س ساا بر تترکیبا دنکر

 هضافه شد. محیط تهیه شدا pH) تنظیم از )بعد رگاآ لیتر در مگر 85 ،جامد LBمحیط کشت  به زنیا

 58،محیط نشد خنک از پس ،نزوژیزرا مباکتریووگرآشد گزینشى ر رید. به منظودگر وتوکلااتمسفر ا

 ید.دضافه گرامحیط کشت  به در متانول حل شد و 1ریفامپسین نتى بیوتیکآ لیتر در ممیلى گر

                                                 
 1 Rifampicini 
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 LB کشت محیط لیتر یک تهیه ایبر ز،نیا ردمو تترکیبا: 5 -9جدول 

 

 

 

 نزوژیزرا مباکتریووگرآ یباکتر نتهیه سوسپانسیو -3-4

 ،AR15834 سویه ،نزوژیزر مباکتریووگرآ یباکتر ازکلونى  یک ،کشت سوسپانسیونى تهیه ایبر

میلى لیتر محیط کشت  888 در وشد  انتخابستریل ایط اشر در LBکشت جامد  محیط در هشد کشت

بعد محیط  مرحله در. شد داده کشت ،یفامپسینرنتى بیوتیک آ لیتر در ممیلى گر 58 دارای LBمایع 

LB  با  شیکر روی و گردید منتقل ادجه سانتیگردر 21 یمادشد با ر قتاا به ی،باکتر به هشد دهلوآمایع

 لفعا و کندشد ر یباکتر تا ،گرفت اریکى قرریط تااشر درساعت  20 تقیقه به مدد در دور 888سرعت 

 یفتومتروسپکترا هستگاد از دهستفاا با یباکتر نسوسپانسیو غلظت ت،ین مدا نشد یسپر از بعد. دشو

تنظیم  8تا  5/8نانومتر بین  088 جمو لطو درمحیط  OD ،یختىارتر ایتعیین شد. بر OD=088رد

 .گرفت ارقر دهستفاا ردمو گیاهی، ییزنمونه هار تلقیح ایبر سپس وید دگر

 تهیه محلول ذخیره آنتی بیوتیک و دیگر ترکیبات مورد نیاز جهت تراریختی-3-5

گرم از پودر آنتی بیوتیک در یک یلیم 58 ،به منظور تهیه ذخیره آنتی بیوتیک ریفامپسین

گراد نگهداری گردید. درجه سانتی -28استوک تهیه شده در دمای  ولیتر آب مقطر حل یلیم

گراد درجه سانتی 08اتوکلاو شده تا حدود  LBبیوتیک مورد نظر در حالی که دمای محیط کشت آنتی

 لیتر باشد. درگرم یلیم 58سرد شده بود به آن افزوده شد. غلظت آنتی بیوتیک در محیط کشت باید 
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ا آن مخلوط بیوتیک بلیتر از استوک آنتیمیلی لیتر محیط کشت، یک برای کسب این غلظت، به ازای هر 

 شد.

 1بیوتیک سفوتاکسیممحلول استوک آنتی-3-5-1

 لیتر آب دیونیزه حل و سپس از فیلتر استریل عبور داده شد. یلیم 5گرم از این ماده در یلیم 588مقدار 

 2توسرینگونمحلول استوک اس -3-5-2

لیتر آب مقطر استریل حل شد. سپس یلیمگرم از این ترکیب در یک یلیم 58برای تهیه این محلول  

 درجه حداکثر تا یک ماه نگهداری شد. -28میکرون فیلترشده و در فریزر  22/8این محلول توسط فیلتر 

 تهیه محلول ذخیره نانوکربن -3-6

 پیشگام واقع در شهرستان مشهد تهیه شدشرکت نانو از  COOH-MWCNTsنانوکربن 

سپس درون یک لیتر گرم از این ماده وزن شد و  2، جهت تهیه استوک حاصله ابتدا (8)پیوست شماره 

کیلوهرتز  18درجه و فرکانس  98دقیقه و دمای  08محلول به مدت  ،آب مقطر استریل ریخته بعد از آن

 شد. 3اولتراسونیک

  زغال فعال -3-7

 تکش وهش زغال فعال مورد نظر از شرکت سیگما تهیه شد و به ازای هر لیتر محیطدر این پژ

 گرم زغال فعال استفاده شد. 2

                                                 
Cefotaxime 1 

Acetosyringone 2 

Ultrasonic 3 
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 کشت محیط و وسایل کردن سترون -3-8

 ،اسکالپل تیغ، مقطر، آب ظروف مانند نیاز مورد وسایل و کشت محیط حاوی هایشیشه کلیه

 دقیقه85مدت  به اتمسفر 5/8فشار  و گرادسانتی درجه 828 دمای با اتوکلاو توسط دیش پتری و پنس

 UV از لامپ استفاده با سپس و تمیز درصد 78 الکل با هود کار سطح کشت، شروع از قبلشدند.  سترون

 زیر در هاآن مداوم کردن سترون و لامینار هود زیر در کشت مراحل .گردید سترون دقیقه 28 مدت به

 .شد انجام درصد 78 الکل با هود

 ضدعفونی بذور -3-9

 در ثانیه 98 تمد به ،ستریلا مقطر آببا  بعد وستریل شسته شدند امقطر آب با وربذ ابتدا

 درقیقه د85 تمد به ،ستریلا مقطر آب با دمجد یشستشو از بعد و گرفتند ارقر v/v)) صددر 78لتانوا

ستریل )هر ا مقطر آب با ربا سه وربذ یشستشو نهایت در. شدند داده ارقر (v/v)صد در 5 هیپوکلریت

 (.2888 ران،همکا و)بیس  گرفت منجااقیقه( د یک ربا

 های شیرین بیانجوانه زنی بذور اکوتیپ اثر تیمارهای شیمیایی بر بررسی -3-11

 درنى طبیعى زنه اجو وباشند مى رسخت بذ پوسته ازناشى ر بذ ابخو دارای نبیا شیرین وربذ

 فیزیکى یهاروش از دهستفاا با) ابتدا درست ا زملا ب،نى مطلوزنه اجو ایین براست. بنابرا پایین ورین بذا

 نبیا شیرین وربا توجه به سختى پوسته بذ .دبر بین از راین پوسته ا از ناشى ربذ ابشیمیایى( خو یا و

 درقیقه د 08 تمد به وربذ ابتدا .شد دهستفااهى د اشخر ر( به منظوکیک )شرکت مررسید سولفوا از

بعد از آن  شدند. داده ارقر (نمونه شاهد در آب مقطر ) صددر 31و  78یک رسید سولفوا پیش تیمار

 .شدند درون آب مقطر ریخته و پس از شستشو روی کاغذ صافی خشک
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 های مختلفزنی در محیطبررسی اثر جوانه -3-11

 با وربذ افطراضافى ا آب بجذ از بعد و ،ستریلا مقطر آب با دمجد یشستشو از پس وربذ

 و پس از ضد عفونی درون پتری کشت شدند. به زیر هود منتقل ،صافى کاغذ از دهستفاا

 کشت بذر روی کاغذ صافی -3-11-1

 

بعد از آن آب  .شدکشت بذر روی آن انجام  ،درون اتوکلاو کاغذ صافی شدن پس از استریل

 مقطر استریل درون هر پتری به مقدار مساوی ریخته شد.

 MSمحیط جامد کشت بذر روی  -3-11-2

 

 .گردیدکشت بذر روی آن انجام   استریل درون پتری اتوکلاو شده MSجامد  محیطپس از ریختن 

 گیری شده در این آزمایشصفات اندازه -3-11-3

 

 از عطلاا و ورنى بذزنه اصد جودر ور،نى بذزنه اجو وعشر نمازدر این آزمایش صفاتی چون   

نتایج  گیری گردید. همچنینبه صورت ثبت روزانه اندازه ،نظر ردمو نگى گیاهادلوآ مگى یا عددلوآ

 فرمول بدست آمد. طبق نبیا شیرین وربذ (GMX1) نىزنه اجو حداکثر

 

 

                                                 
1 erminated seedsG 
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  MS متفاوت کشت هایمحیطبیان در شیرین ورکشت بذ -3-12

 جامدبذر در محیط کشت -3-12-1

 

 درون هر در زیر هود لامینار بعد از اتوکلاو ،فویل بسته شددهانه لوله های آزمایش با پنبه و 

 .گردیدریخته و بعد از آن کشت بذر انجام  جامد کشت استریل محیط ml88لوله 

 کشت مایع-3-12-2

 

 Mتهیه شد سپس به شکل  مترسانتی 8و عرض  مترسانتی 28هایی به طول ابتدا کاغذ صافی

ل فوی ها با پنبه وو دهانه لوله شدند قرار داده های آزمایشانتهای لولهدر به کمک لوپ  گردیدند و تا 

بدون  MSمحیط  ml88ه درون هر لولشدن، اتمام استریل بسته و درون اتوکلاو قرار گرفتند و پس از 

 قرار داده شد. ی کاغذ صافیوسط خط تادر  استریل روو بعد از آن بذشد ریخته آگار 

 هیدروژلکشت درون -3-12-3

 

میلی  888سپس  .ریخته شد بدون آگار  MS کشت محیطml88درون هر لوله آزمایش  ابتدا

ه پس محیط بس به آن اضافه گردید. (آتیه انرژی تهران شرکت تهیه شده از) پتاسیمی گرم هیدروژل

کشت  دند تاگردی درون اتوکلاو استریل .شدند دهانه لوله با پنبه و فویل بستهدقیقه ورتکس شد.  2مدت 

 .شودبذر روی بستر هیدروژل درون لوله انجام 

 

  گیری صفات فیزیولوژیک و موفولوژیکندازها-3-12-4

 

های تولید شده گیاهچهصفات فیزیولوژیک و مورفولوژیک  بذور،بعد از کشت روز 80 در
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شامل: تعداد برگ، قطر ساقه و ریشه، طول ساقه و ریشه، وزن  گردیدند. این صفات شاملگیری اندازه

  فنول، فلاونوئید و اسید گلیسیریزیکمیزان قند احیا کننده،  و  خشک و تر ریشه، تعداد ریشه جانبی

 بودند. (UNICO)توسط  دستگاه اسپکتروفتومتر)

  رهعصااج ستخرا-3-12-4-1

 

( صورت گرفت به این صورت 8930همکاران ) همتی ویافته  تغییر استخراج عصاره طبق روش 

 588ازای ه تتب شدند.در وتتا پتههتنمون، ادجه سانتیگردر 08یمادر دنمونهها ن خشک شد که پس از

 ساعت 1ت به مدو  گردید ضافها به آن صددر 18ل متانو میلیلیتر 5 شدهدر وتتپ یهتتنمونم رتتگمیلی

رت وتتهصتتل بتتد کتتنوئیوفلاو ی تتفنلت اتتترکیبان زتیم صاف شدن ازپس و  داده شدار قر روی شیکر

 شد.ی گیرازهندار تتیز

 کل لفنى گیرازه ندا-3-12-4-2

 

ولین تمتانولی با پنج میلی لیتر فره عصااز میلی لیتر  5/8 ادتبتافنل کل ی گیرازهندای ابر

ت اتر کربنتمیلی لیت 0آن سپس به  گردید.ط مقطر( مخلوآب با ه قیق شدر 88به  8) به نسبت سیوکالتیو

بعد فولین و شد ده ستفاا لانوتمتاز ا تتنهره، اتعصی شاهد بجاای ضافه شد. برا رولاتک متدیم یتس

به مدت  یکیراتتتدر رفتن تگار رتقاز بعد ق فول محلوب ید. جذدضافه گرادیم تست اتکربنو یوکالتیو تس

)سلینکارد  دتشه دتناانومتر خوتن 705ج وتمل طواد، در سانتیگر هتتجدر 08ر اتتبخم اتتحمو  دقیقه 98

 اردتاندتتسوت ااتتمتفی اتتتهتتغلظن از یوتتساسم منحنی کالیبرای ربر(. 8377و سینگلتون 

 محاسبه شد. y = 0.0055x - 0.0029و بر طبق معادله خط  شدده ستفااسید اگالیک

 

 



 

53 

 

 لــد کــنوئیوفلاى رــگیازهدـنا-3-12-4-3

 

 میلیلیتر 8/8ل، میلیلیتر متانو 5/8متانولی با ره عصااز  میلیلیتر 5/8ر وتتن منظتتیاه تب 

 8/8ل(، انوتتتار تتیلیتتتمیل 888در د تتکلریم وتتلومینیآ مگر 88ل )تانودر اصد در 88کلرید م لومینیوآ

ی اته جتتهیه شاهد بای . بردندشط مقطر مخلوآب ر تمیلیلیت 1/2ر و پتاسیم یک مولات ستاا میلیلیتر

ار داده یکی قررنیم ساعت تاط در مخلو پستد. ستشده تفاتساالص تخل انوتمتاز تنها ، متانولیره اتعص

 (.2882)چان و همکاران  دتتش تتئانانومتر قر 085ج مول طودر بلافاصله ب آن پس جذتسه و شد

ی غلظتهار ن منظوتیاد. به شده ستفاارد استاندامنحنی از نوئید کل وفلاان زتتین میتتت تعیتتجه

له دمعااز  د.تسم شارد رستاندامنحنی ب، جذد عدن شده نداخواز د تبعو کوئرستین تهیه از مختلفی 

و بر طبق معادله  گشتده ستفاانوئید کل وغلظت فلا تعیین تتجهارد ستاندامنحنی ه از مدآخط بدست 

 محاسبه شد. y = 0.0007x - 0.0053خط 

  اسید گلیسیریزیکاى محتو ىگیرازهندا-3-12-4-4
 

( و 8319ران )اتتهمکو جفری ه تتر یافتتتغییروش از  اسید گلیسیریزیکان سنجش میزای بر

های خشک ریشهاز  گرممیلی 888ابتدا  استفاده گردید به این صورت که (2881)اسلینکارد و سینگلتون 

 شد اضافه درصد 18 لانوتر متتیلیتتمیل 2، پس از پودر شدن و برداشته شد 78شده گیاه در دمای 

به  سپس ،گرفتند ارقر ادگرجه سانتىدر 78 یماد در و مگر آب محما درساعت  1 تبه مد هاپتیو

ب ذتجت دتشو محلول روئی جدا و  .شدند ژقیقه سانتریفیود در دور 0888قیقه با سرعت د 85 تمد

ی تمنحنده از ستفااشد. با ه ندافتومتر خووپکترتتساه تگاتتسدا تتب، انومترتتن 250ج وتتمل وتتطدر 

ارد تاندتتتسای تتم منحنتتسای ررتت. بگردیدبه تتریزین محاستتت گلیستتغلظ، این ماده اردتاندتسا

صد به حجم در 18ل سید با متانواگلیسریزیک م مونیوآک تتتنمدر وتتتپم از رتتتیگتتتمیل 88ار دتتتمق

م رتتیگتتک میلتتت یتتا غلظتتباردی تاندتتسل اوتتمحل، یناابرتتد. بنتتشه اندتتسرر تتیلیتتتمیل 88

ل وتتتن محلتتتی، از اپستتتس .(2883)شبانی و همکاران گردید ه تتر تهیتتیلیتتتک میلتتیدر 
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ه تتر تهیتتلیتم در رتتیگتتمیل807و  19، 02، 28، 5/88ی اتتتتهتتتا غلظتتتهایی باردتاندتتتسا

نانومتر با  205ج وتمل وتطدر اهی تگیی نمونه هاارد و ستاندی اهال محلو بذتتجت دتتشو دند تتش

 .شدندسم ربر حسب غلظت ب ذتمنحنی جو شد ه ندافتومتر خووسپکترا

 

 

 

 

 

  گیری محتوای قندهای احیااندازه-3-12-4-5

 

 82/8گیری شد. مقدار اندازه  (8352میزان قندهای احیا در گیاهچه با روش نلسون و سومیگی)

لیتر آب مقطر ساییده شد. سپس، محتوای هاون به بشر کوچکی میلی 85گرم بافت تر گیاهچه در 

نانومتر خوانده شد و  088ها در طول موج منتقل شد تا عصاره گیاهی بدست آید. شدت جذب محلول

  گرم در لیتر محاسبه شد.یلیهای مختلف بر حسب م، غلظت قندهای احیا در نمونهبا منحنی استاندارد

 شرایط اتاق رشد -3-13

درجه سانتی گراد، در دستگاه فیتوترون تحت نور فلورسنت سفید  25تا  29بذور کشت شده در دمای 

 ساعت دوره تاریکی نگه داری شدند. 88ساعت دوره نوری و  80با 
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های مختلف اکوتیپ IAAو  NAAبهینه سازی رشد ریشه تحت تیمارهای هورمونی  -3-14

 گیاه شیرین بیان

متر میلی 88قطعاتی به اندازه  ریشهاز محور  IAA و  NAAهای به منظور بررسی تاثیر هورمون

 5/8و  8، 5/8، 8های با غلظت NAAهای هورمونی تغییر یافته حاوی ترکیب MSو در محیط کشت 

گرم در لیتر کشت شدند. در این آزمایش لیمی 5/8و  8، 5/8، 8های با غلظت IAAگرم در لیتر و  میلی

و همچنین میزان اسید  ریشه صفاتی چون تعداد ریشه جانبی، طول و قطر ریشه، وزن تر و خشک

 .گردیدگیری گلیسیریزیک با دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

ای هبررسی اثر فسفر و نانوکربن بر صفات فیزیولوژیک و مورفولوژیک اکوتیپ -3-15

 گیاه شیرین بیانمختلف 

بیان نیشیر مختلف هایاکوتیپ هایرفتار مورفولوژیک و فیزیولوژیک گیاهچه به منظور بررسی

و  2/2، 8 با غلظت فسفر رهایجامد تغییر یافته تیما MSمحیط کشت تحت تیمارهای فسفر و نانو، به 

روز از 80پس از  گردید.اضافه گرم میلی 058و 888، 8 غلظتبا  MWCNTگرم در لیتر و نانوکربن  9

گیری های حاصل اندازهگیاهچهصفات فیزیولوژیک و مورفولوژیک  های آزمایش،در لوله روکشت بذ

شامل: تعداد برگ، قطر ساقه و ریشه، طول ساقه و ریشه، وزن خشک و تر ریشه، تعداد شدند. این صفات 

 بودند. (UNICO )ومترتوسط  دستگاه اسپکتروفتریشه ) ریشه جانبی و اسید گلیسیریزیک
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های های برگ، ساقه و ریشه اکوتیپریزنمونه دریخت ارتر یهایشهر یلقاا -3-16

 استوسرینگون در شرایط مصرف و عدم مصرف نبیاشیرین

های قطعهی برگ، ساقه و ریشه ای ریز نمونههفته 1الی  2های بدست آمده در سنین از گیاهچه

یز ر خراش سطحی ایجاد گردید. 2-9روی هر ریزنمونه  و سانتی متر برش داده شد 8-2کوچک 

 نسوسپانسیو فحذ از گرفتند. بعدارقر یباکتر نسوسپانسیو درقیقه د 28 تبه مد مختلف یهانمونه

نیمه  MSها به محیط کشت یزنمونهر ،صافى کاغذ از دهستفااها با یز نمونهر افطراضافى باکتریایى ا

 یاستوسرینگون مصرف، هیچ)در محیط عدم  منتقل شدندتوسرینگون میکرومولار اس 288حاوی جامد 

ساعت  80 رینو دوره و ادجه سانتى گردر 25 یماد در ،شدر قتاا درساعت  01 تمد به اضافه نشد( و

 روشبه همین  شاهد انیز نمونه نیز به عنور ادی. تعدگردیدند ارییکى نگهدرساعت تا 1 وشنایى رو

ستریل ا مقطر آب درقیقه د 28 تمد به ایییباکتر نسوسپانسیو یبجا که وتین تفاابا  گردید دهماآ

 .شدند ارینگهد وکشت  تلقیحى ینمونه ها با نیط یکسااشر در سپس وگرفتند ارقر

 نبیاشیرینهای های چند روزه اکوتیپگیاهچهاز  دریخت ارتر مویین یهایشهر یلقاا-3-17

 استوسرینگون  در شرایط مصرف و عدم مصرف

 1الی  2 از و پس گردیدند.کشت  MSضد عفونی درون محیط  از پس بیانشیرینابتدا بذور 

 نسوسپانسیو درقیقه د 28 تبه مدو  داده شد با تیغ خراش سطحی هاآنگیاهچه  روز ناحیه هیپوکوتیل

 کاغذ از دهستفااها با یز نمونهر افطراضافى باکتریایى ا نسوسپانسیو فحذ ازگرفتند. بعدارقر یباکتر

 منتقل شدندمیکرومولار استوسرینگون  288حاوی نیمه جامد  MSها به محیط کشت یزنمونهر ،صافى

 25 یماد در ،شدر قتاا درساعت  01 تمد به اضافه نشد( و یاستوسرینگون مصرف)در محیط عدم 

یز نمونه ر ادی. تعدشدند ارییکى نگهدرساعت تا 1 وشنایى روساعت  80 رینو دوره و ادگرجه سانتىدر

 تمد به یییاباکتر نسوسپانسیو یبجا که وتین تفاابا  شدند دهماآ روشبه همین  شاهد اننیز به عنو
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 وکشت  تلقیحى ینمونه ها با نیط یکسااشر در سپس وگرفتند ارستریل قرا مقطر آب درقیقه د 28

 .گردیدند ارینگهد

 نتى بیوتیکآ دارایمحیط کشت  به نبیا شیرین هگیا ییزنمونه هار لنتقاا -3-18

ستریل ا مقطر آبمرتبه با  9-2ها یزنمونهر ی،باکتر فحذ ایبر ،کشتى هم ازساعت بعد  01

ها به محیط نیمه یز نمونهر ،ضافىا آب فحذ از. بعد گرفتند ارصافى قر کاغذ رویبر وشستشو شدند 

 2/8فیلتر توسط هشد فیلتر و مقطر آب در هسفوتاکسیم )حل شد لیتر در مگرمیلى 088دارای MSجامد 

-888تر ) پائین یهاغلظت از یبعد یهاکشتوا در یباکتر کامل فحذ ایشدند. بر منتقل( ونمیکر

 منجاا ریکبا روز 88ها هر یز نمونهرکشت واید. دگر دهستفاا( سفوتاکسیم لیتر در ممیلى گر 288-988

 ید.دگر هین مرحله مشاهدا درتراریخت  یهایشهر. تولید شد

 تراریخت یهایشهر رسکوپى ظهووماکر همشاهد -3-19

 رسى ظهوربر رنه به منظوروزا اتمشاهد ،سفوتاکسیم دارایها به محیط نمونه لنتقاا از بعد

 ب،مطلو وشد کافى ر از. بعد شود منجاا یباکتر با هشد تلقیح یهایزنمونهر در ،تراریخت  یهایشهر

-متابولیت تولید ارمقدو  هشد دیجاا یهایشهریختى ار: تایید ترجمله از مختلف تمایشاآز ایها برنمونه

 .گرفتند ارقر دهستفاا ردمو هاکمحر با رتیما تاثیر وتراریخت یشه ر یهالاین در ثانویه یها

 تراریخت یهایشهرنى تولید اوایکى فرژفولوروسى مربر -3-21

یز ر از دهستفاا با وسنین مختلف تلقیح درتراریخت  یهایشهرنى تولید اوافر آوردن بدست ایبر

 ید.دگر دهستفاایر ز لفرمو ازنمونه شاهد  با آنمقایسه  همچنین و وتمتفا یهانمونه
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 :8 -9فرمول   

 یباکتر کامل فحذ از نطمیناا هنحو -3-21

 سفوتاکسیم ونبه محیط کشت مایع بدها یشهر ی،باکتر کامل فحذ از نطمیناا رمنظو به

 شیکر رویمایع  LB محیط در وشته شدند داها بریشهر ومایع  محیط از اریمنتقل شدند. همچنین مقد

هایى یشهر از .سى شدرکشت بر محیط در یباکتر رحضو ،ساعت 72 از. پس گرفتند ارشد قرر قتاا در

 دهستفاا یبعد تمایشاآز ایبر ،نددبو دادهمه ادا دشد خورگى باکتریایى به دلوآگونه  هیچ ونکه بد

 (.2880 ران،همکا ر وید )کومادگر

 PCR از طریق بیانشیرین تراریختهای تأیید تراریختی ریشه-3-22

و طبیعی  تراریختهای یشهراز  DNAابتدا استخراج  تراریختهای برای تأیید تراریختی ریشه

  شد:( به صورت زیر انجام 8338گیاه بر پایه روش ادوارد و همکاران )

 های مورد نیازمحلول -الف 

مولار، اتیلن میلی 258کلرید سدیم ، pH=5/7 مولار بامیلی 288بافر استخراج شامل )تریس 

درصد(،  5/8( SDSیل سولفات )دودسمولار، سدیم میلی 25( EDTAآمین تترا استیک اسید )دی

( EDTAاتیلن دی آمین تترا استیک اسید ) ،pH=1مولار با میلی 88شامل: )تریس  TEبافر  ایزوپروپانول.

 (.pH= 1مولار با میلی 8

 روش کار: -ب

گرم نمونه گیاهی از محیط کشت جدا شد و بعد از شستشو با آب یلیم 888مقدار ابتدا به 

لیتری قرار داده میلی 5/8درون یک ویال  و شک گردیدمقطر استریل روی دستمال کاغذی استریل خ
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میکرولیتر بافر استخراج  088شد. از ریزهاون )میکروپیستیل( برای کوبیدن نمونه استفاده شد. سپس 

زده شد تا یک محلول هموژن بدست بیاید. در مرحله بعد دقیقه هم 8ها اضافه شد و به مدت به نمونه

دقیقه در  2مولار اضافه و به آرامی تکان داده شد. سپس به مدت  9یکرولیتر استات پتاسیم م 858

منتقل گردید. سپس سانتریفیوژ شد و محلول رویی به ویال جدید  rpm89888دمای اتاق با سرعت 

دقیقه در دمای  5-88و  گردیدمخلوط به خوبی و  به آن اضافه شدمیکرولیتر ایزوپروپانول سرد  588

شد. در مرحله شستشو سانتریفیوژ دقیقه در دمای اتاق  2به مدت  rpm89888اتاق انکوبه و با سرعت 

دقیقه در  2سانتریفیوژ به مدت  مجدداً و شد اضافه  به آن درصد 18یکرولیتر اتانول م 988به مقدار 

ونه برای و تیوپ به صورت وار گردید. روی شناور حذف انجام شددر دمای اتاق  rpm 89888دمای 

 TEمیکرولیتر بافر  28مدت کوتاهی روی دستمال کاغذی قرار گرفت. سپس رسوب به طور کامل در 

 حل شد.

 ها با نانودراپژنومی ریشه DNAتعیین غلظت  -3-23

نانومتر با استفاده  218و  208های ها در طول موججذب نوری نمونه ،DNAبررسی کمیت برای 

های مورد ژنومی ریشه DNAدر این روش در صورتی نسبت جذب نوری از دستگاه نانودراپ انجام شد. 

استخراج شده است. در صورتی که نسبت  DNAدهنده کیفیت مطلوب باشد، نشان 1/8-2نظر بین 

ماورای  های جاذب اشعهسایر ناخالصیباشد، بیانگر وجود بیش از حد پروتئین و  1/8جذب کمتر از 

 .استبنفش 

 هاژنومی استخراج شده از ریشه DNAالکتروفورز -3-24

از الکتروفورز  RNAیا وجود آلودگی  DNAاز نظر شکستگی رشته  DNAبرای بررسی کیفیت 

درصد تهیه گردید و در سینی مخصوص  8این منظور ابتدا ژل آگارز  رایب .ژل افقی استفاده شد
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مورد نظر، سینی حاوی ژل در تانک های الکتروفورز ریخته شد. پس از خنک شدن ژل و ایجاد چاهک

 9ور شد.  غوطه  TAE (1X)بافر متر بالای آن، در سانتی 5/8الکتروفورز قرار گرفت. ژل تا حدود 

های در چاهک DNAدر چاهک اول ریخته شد. سپس بارگذاری محصولات  DNAیکرولیتر از مارکر م

بافر  میکرولیتر 2همراه با  DNAمیکرولیتر از محصول استخراج  5. برای هر نمونه شدبعدی انجام 

 78کننده جریان الکتریکی با ولتاژ ینتأمها جداگانه تزریق شد. تانک به دستگاه بارگذاری در چاهک

ه اشعه قرار داده شد و به وسیل 1ید. پس از یک ساعت، ژل در دستگاه عکسبرداری از ژلولت متصل گرد

 ماورای بنفش مشاهده گردید.

 TAE(1X)تهیه بافر -3-24-1

 

 Na- EDTAلیتر میلی 888 ، سپسلیتر آب مقطرحل شدمیلی 588گرم تریس در  202ابتدا 

و به گردید اضافه  به آن لیتر استیک اسیدمیلی 8/57 در نهایتبه آن اضافه شد  pH=1 بانیم مولار 

. با (است TAE (50x)این محلول بافر )کمک آب مقطر حجم نهایی محلول به یک لیتر رسانده شد 

آید که به دست می TAE (1x)لیتر این محلول، بافر میلی 28لیتر آب مقطر به هر میلی 318افزودن 

 اده است.استفقابل  2برای انجام الکتروفورز

 PCRتهیه ژل آگارز برای الکتروفورز محصولات -3-25

حل شد.  TAE (1X)لیتر بافر یلیم 98آگارز وزن شد و در  گرم 9/8درصد،  8برای تهیه ژل 

گراد، درجه سانتی 08پس از رسیدن محلول به دمای . گردیددر بافر حل  مایکروفرآگارز به وسیله حرارت 

                                                 
Gel Documentation System 1 

Electrophoresis 2 
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. سپس در قالب گردیدندبه آن افزوده و مخلوط ( ml/10 mg) 1محلول اتیدیوم بروماید مایکرولیتر 88

ژل درون تانک این ژل الکتروفورز ریخته شد. پس از قرار دادن شانه چاهک و سرد شدن و بستن ژل، 

. از هر یک بارگذاری شد DNA ladder 1kbمیکرولیتر از  9اولین چاهک  . درگیردمیحاوی بافر قرار 

. شدهای ژل بارگذاری در چاهکرنگی، میکرولیتر بافر  5/8میکرولیتر به همراه  PCR ،88ز محصولات ا

 گرفته،ولت، الکتروفورز شد. سپس ژل در دستگاه ژل داک قرار  05دقیقه با ولتاژ  08ها به مدت نمونه

 تصویر آن مشاهده شد.

 رایزوژنزاستخراج پلاسمید از باکتری آگروباکتریوم  -3-26

 یاز باکتر یداستخراج پلاسم، PCRبه عنوان شاهد مثبت در  یدپلاسم DNAاز  استفادهبه منظور 

 گردید انجام زیرهای با تهیه محلول ترتیب به( 2888) ،سامبوروک و همکاران ییریافتهبه روش تغ

 (.8313 همکاران، و)سامبوروک 

آمین ، اتیلن دیpH= 1مولار با میلی 25تریس مولار، میلی 58(: شامل گلوگز GTE bufferمحلول ) .8

  pH=1مولار با یلیم 88( EDTAیک اسید )تترااست

یداستیک خالص، اسلیتر میلی 5/88مولار،  5پتاسیم لیتر استاتمیلی 08: (Alkaline buffer)محلول  .2

 لیتر آب مقطرمیلی 5/21

 مولار 9یم سد محلول: استات .9

 ایزوپروپانول .0

 درصد 30اتانول  .5

                                                 
Ethidium bromide 1 
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مولار با میلی 8( EDTAاسید )تترااستیکآمیندییلنات، pH=1مولار با میلی 88: تریس شاملTE بافر .0

1=pH  

 روش کار:

ساعت در  20مایع حاوی آنتی بیوتیک ریفامپسین به مدت  LBکشت آگروباکتریوم رایزوژنز در محیط 

لیتری از محیط کشت میلی 5/8های سپس ویال .صورت گرفت rpm 818انکوباتور شیکردار با سرعت 

. محلول ندگراد سانتریفیوژ شددرجه سانتی 0در  rpm 9888دقیقه با دور  88حاوی باکتری پر شده و 

تا در حد امکان خشک  ندها به صورت وارونه بر روی دستمال کاغذی قرار گرفتروشناور حذف و ویال

پس از ورتکس . سرد شده به رسوب اضافه گردید 8ره میکرولیتر از محلول شما 288د. در مرحله بعد نشو

تازه تهیه شده به تیوپ اضافه شد و به  2میکرولیتر از محلول شماره  088د. سپس خشک شدنکردن، 

سرد شده به  9میکرولیتر از محلول شماره  988دقیقه روی یخ قرار گرفت.  5آرامی مخلوط و به مدت 

ده ابر مانندی در داخل ویال تشکیل گردید که تا حد امکان از ویال ها اضافه شد. در این مرحله توویال

 rpm89888دقیقه با دور  85دقیقه روی یخ قرار گرفت و به مدت  28خارج شد. در ادامه ویال برای 

میکرولیتر از محلول بالایی به تیوپ جدید منتقل  088گراد سانتریفیوژ شدند. سپس درجه سانتی 0در 

اضافه شد از آنجایی که ایزوپروپانول یک رسوب دهنده  نیز میکرولیتر ایزوپروپانول 088گردید. به تیوپ 

ها جلوگیری شود. پس از قوی است بهتر است دمای آن پایین نباشد تا از رسوب بیش از حد پروتئین

 rpmر دقیقه با دو 85ها به مدت دقیقه در دمای اتاق قرار گرفت. ویال 85ورتکس کردن، تیوپ به مدت 

میکرولیتر آب  288گراد سانتریفیوژ شدند. روشناور حذف شد و رسوب در درجه سانتی 0در  89888

مولار اضافه شد و پس  9سدیم میکرولیتر استات 28میکرولیتر اتانول خالص و  588. گردیددیونیزه حل 

 85ها به مدت لگراد قرار گرفت. ویادرجه سانتی -28ساعت در فریزر  8از ورتکس کردن، به مدت 

میکرولیتر  58گراد سانتریفیوژ شده و رسوب حاصله در درجه سانتی 0دور در  rpm89888دقیقه با دور 

 گراد نگهداری شد.درجه سانتی -28گردید و در دمای  حل TE بافر
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 بیانشیرینهای تراریختی ریشه دییتأبرای  PCRآزمون  -3-27

های اگروباکتریوم رایزوژنز به سلول Riپلاسمید  T-DNAحاصل از انتقال  ،تراریختهای ریشه

-Tموجود  rol A,B,C هایبا ردیابی ژن دتوانمی تراریختهای تراریختی ریشه دییتأ. باشدمیگیاهی 

DNA  های تراریخت از تکنیک مولکولی ریشه دییتأ. در این تحقیق برای شوداین باکتری انجامPCR 

ی استخراج شده با هاDNAاستفاده شد.  rolBبا آغازگرهای اختصاصی تکثیر ژن  تراریختهای ریشه

تکثیر شد )کبیرنتاج و  0-9 جدول هایبا توالی rolBاستفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن 

 (. 2889همکاران،

  PCRواکنش  -3-27-1

 

 یکرولیترم 5/82یک میکرولیتر از هر آغازگر، شامل  PCRمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش 

Master mix PCR  و یک میکرولیترDNA  میکرولیتر  25بود که با آب مقطر استریل به حجم نهایی

استخراج شده از نمونه شاهد اضافه شد و کنترل مثبت  DNAرسانده شد. به تیوپ کنترل منفی از نمونه 

دقیقه  5به مدت  DNAشامل واسرشته سازی اولیه  PCRپلاسمید باکتری بود. شرایط دمایی  DNAهم 

گراد، اتصال سانتیدرجه  30ثانیه در  98الگو به مدت  DNAته سازی گراد، واسرشدرجه سانتی 30در 

 72ثانیه در  05گراد و بسط آغازگر درجه سانتی 55ثانیه در  05ای به مدت تک رشته DNAآغازگر به 

گراد و با استفاده از دستگاه ترموسایکلر درجه سانتی 72دقیقه در  7گراد و بسط نهایی درجه سانتی

گراد سانتی درجه -28توان در دمای را می PCRشد. محصولات ساخت کشور هلند انجام  Corbetشرکت 

 نگهداری نمود.

 rolB ژن یاختصاص یآغازگرها یتوال:  0-9جدول 

 توالی پرایمر (Cº)دمای اتصال  طول قطعه تکثیری

5´………... 3´ 
 آغازگر

bp 098 55 
GCTCTTGCAGTGCTAGATTT پیشرو آغازگر 

GAAGGTGCAAGCTACCTCTC برگشتی آغازگر 
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 های تراریختسنجش اسید گلیسیریزیک تولید شده در ریشه -3-28

 محیط به هانمونه ،تراریختهای و تایید ملکولی ریشه پس از انتخاب بهترین روش جهت تلقیح

MS ین انتقال داده شدند، در ا اسید گلیسیریزیک هنیمه جامد به منظور بررسی میزان تولید ماده موثر

در 4PO2KHو فسفر میلی گرم(  8-888-058) هایغلظت با NTsCMW نانوکربن محیط از تیمارهای

 80شدند و واکشت می در همان محیط روز گیاهان 7هر  . سپساستفاده شدگرم(  8-2/2-9غلظت ) 9

و  تراریختهای و خشک ریشه و صفات وزن تر انجام نمونه برداری ها،اعمال تیمار شروعروز بعد از 

 .گردیدگیری اندازه هاآنمیزان اسید گلیسیریزیک 

 HPLCبا دستگاه  تراریخت ییشه هار در یکگلیسیریز مراحل سنجش اسید -3-29

توسط دستگاه ها یشهر. شد منجاایل ذحل اها مطابق مریشهر اسید گلیسیریزیک یگیر ازهندا

جه سانتى در -28 رفریز درسیلین  پنى یهاخل شیشهدا یگیر رهعصا نمازتا  هشد خشکفریز درایر 

سى ربر و شدند یگیر رهها عصایشهر ابتدا در هموثر دهماین اسى تولید ربر رمنظو به، شدند ارینگهد ادگر

 . گرفت منجاا HPLC هستگادسیله وبه  هاآن کمى

 یشه هار از یگیر رهعصا -3-29-1

 

. طبق شد منجاا ،(8331) رانهمکا و هایاشى روش به هموثر دهما اییشهها برر از یگیررهعصا

  گرفت: رتیل صوذ روش

پنى سیلین  شیشه درون و ایشیشه نسیله همزوهر نمونه به  به طمربو یهایشهر از مگرمیلى 8-888

 .شد درکاملا پو

 18 لمتانولیتر میلى یک ویدند دگر منتقل یلیترمیلى 2 یهاپخل تیودا به هشد درپو یهایشهر -2

 .شد ودهفزا هانآ به کشرکت مر (v/v)صد در



 

78 

 

به  سپس ،گرفتند ارقر ادگرجه سانتىدر 08 یماد در و مگر آب محما درساعت  0 تبه مد هاپتیو -9

ستریل به ایى با سر سمپلر رو ل. محلوشدند ژقیقه سانتریفیود در دور 0888قیقه با سرعت د 85 تمد

 شیشه پنى سیلین منتقل شد.

 نماز تا هماند یجا به یهابسور وید دگر دهستفاا ازت زگا از ه،مدآ بدست رهتغلیظ عصا به منظور -0

 .شدند ارینگهد ادگرجه سانتىدر -28 رفریز در HPLC گیری با دستگاهاندازه

 (HPLC)یى بالا رافى مایع با کااماتوگروکر روش-3-29-2

 

صنعتی  هنشگادا همایشگاآز در HPLC هستگاد از دهستفاابا  اسید گلیسیریزیک یگیر ازهندا

یط اشر در و روز یک درها نمونه کلیه ،یکگلیسیریز اسید ارمقد تعیین ر. به منظوشد منجاا شاهرود

اسید  اردستاندا .تزریق گردیدند UV (40D) رتکتود و ژاپن VP10A لمد ،HPLC هستگاد بهمشابه 

 نشد حل از بعد و( 8319) رانهمکا وست رها روش طبق وید دگرفلوکا تهیه  شرکت از گلیسیریزیک

 90: 0ترتیب به نسبت  به لمتانو: آب ستیک:اسید ا شامل کمتحر زفا) HPLCمحلول فاز متحرک  در

حجم  با و هحل شدفاز متحرک میلى لیتر  یک درها نیز  نمونه ازیق شد. هر یک رتز هستگادبه  (دبو 08:

 ازهندابا  mm)3/9*858)81RPC نستو در قیقهد درمیلى لیتر  یک نسرعت جریا ولیتر ومیکر 28

اسید  به طقیقه تعیین شد. پیک مربود 7 نجریا نماز تمد، یق شدند رمتر تزومیکر 5 منافذ

 از همدآبا مقایسه پیک بدست  نهایت در نانومتر ظاهر شد. 250 جمو لطو و 89ه قیقد در گلیسیریزیک

 ید.دتعیین گر ها رهعصادر  دموجو هموثر دهیر مادمقا ،(2)پیوست  اردستاندایق هر نمونه با پیک رتز
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بذور مختلف  زنیبر جوانهکشت تیمار و نوع محیط  پیشاثر بررسی :اول آزمایش-4-1

 شیرین بیان هایاکوتیپ

ش سطوح مختلف پیبیان تحت شیرینمختلف  هایاکوتیپ زنی بذوره واریانس حداکثر جوانهنتایج تجزی  8-0جدول 

 تیمار  و نوع محیط کشت

 (GMXزنی)حداکثر جوانه درجه آزادی منابع تغییرات

 81/589 ** 2            اکوتیپ                                                                                                                       

 01/21080 **  2 پیش تیمار

 ns02/9 8 محیط کشت

 70/703 ** 0 تیمار پیش×اکوتیپ

 ns 89/8 2 محیط کشت×اکوتیپ

 ns 97/9 2 محیط کشت×تیمارپیش 

 ns 23/9 0 محیط کشت×پیش تیمار ×اکوتیپ

 11/8 90 خطا

 82/9  ضریب تغییرات)%(

 دهد.را نشان می یعدم معنی دار nsدرصد و  8و  5 احتمال به ترتیب بیانگر معنی داری در سطح **و  *

 

ترین عامل تعیین کننده موفقیت یا شکست استقرار گیاه است جوانه زنی بذر معمولاً بحرانی

های حداکثر جوانه زنی نشان داد که فقط اثر (. نتایج جدول تجزیه واریانس داده2880)کادر و جوتز 

زنی (. متوسط درصد جوانه8-0)جدول بوددار معنی دو عامل اثر متقابل این و تیمارپیش ساده اکوتیپ و 

-یپترتیب به اکوتزنی بهدرصد بود. بیشترین و کمترین درصد جوانه 00/98بررسی  های تحتدر اکوتیپ

 )شکل درصد تعلق داشت 00/25درصد و اکوتیپ کاشمر با متوسط سرعت  99/90های عراقی با متوسط 

ای ههای مختلف شیرین بیان تفاوتزنی اکوتیپ( نیز در بررسی جوانه8910قنبری و همکاران )  (.0-8

ن . ایکردندبیان گزارش های مختلف شیرینزنی بذور اکوتیپداری را در درصد جوانهمعنی ژنتیکی

زنی بذور اکوتیپ فارس را نسبت به اکوتیپ کرمانشاه به اندازه بزرگتر محققین بالاتر بودن درصد جوانه
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-حل جمعم این بذور مرتبط دانستند. نتایج پژوهش حاضر نیز حاکی از تاثیرگذاری شرایط اکولوژیکی

آوری شده از که بذور درشت جمعطوریزنی بذور بود. بهی بذر در میزان جوانهآوری بذور و نیز اندازه

زنی بیشتری نسبت به بذور ایرانی جمع منطقه معتدل و پرآب مسیب در کشور عراق از میزان جوانه

 خراسان رضوی برخوردار بودند.آوری شده از مناطق خشک استان

 

 

 

 

 

 

 های مختلفبیان اکوتیپزنی بذور شیرین. مقایسه میانگین حداکثر جوانه8-0شکل 

 

 30/75درصد  با متوسط  31ترتیب به تیمارهای اسید سولفوریک زنی بهبیشترین و کمترین درصد جوانه

نى ترشیز اباقرو  ینتایج قدیر(. در 2-0)شکل درصد تعلق داشت 80/8درصد و آب مقطر با متوسط 

 25 تصد به مددر 78یک رسید سولفوا در نشد ورغوطه  با نبیا شیرین وربذ ازصد در 75 ،(2888)

 نبیا شیرین ورنى بذزنه اجومشاهده حداکثر  نیز  (2880) رانهمکا وشتند. هایاشى دانى زنه اقیقه جود

 ند.دکر ارشگزیک غلیظ رسید سولفوا درقیقه د 08 تمد به را

 

 

 

 

 

 

 و کیوردسولفیاس مختلف یهاغلظت ماریت شیپبیان تحت زنی بذور شیرینمقایسه میانگین حداکثر جوانه 2-0شکل 

 مقطر آب
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بر اساس نتایج حاصل از مقایسه میانگین اثر متقابل دو جانبه اکوتیپ و تیمار در شرایط استفاده از تیمار 

درصد بیشترین و  5/8اکوتیپ عراقی با  در نبیا شیرین های مختلفور اکوتیپنى بذزنه اجو ،آب مقطر

زنی، کمترین مقدار را داشتند. همچنین در بالاترین سطح اسید سولفوریک دو اکوتیپ دیگر بدون جوانه

درصد قرار داشت.  15تا  75/09 ای بیندرصد بود که در دامنه 51/70زنی بذور متوسط درصد جوانه

درصد( و بیشترین میزان  75/09ایرانی جمع آوری شده از کاشمر ) زنی به اکوتیپکمترین میزان جوانه

 (. 9-0)شکل درصد( به اکوتیپ عراقی تعلق داشت 15آن )

 

 

 

 

 

 

 

 

های مختلف  تحت پیش تیمار غلظت های مختلف اسیدسولفوریک و . اثر متقابل درصد جوانه زنی اکوتیپ9-0شکل 

 آب مقطر

 

گونه  هیچ وشدند  سبز هشد کشت وربذ تمامى ده وستفاا ردمحیط کشت مو دو هرنتایج فوق نشان داد 

 درجامد  MS محیط روی هشد کشت ور. بذنشد همشاهد ضدعفونی وسید ا با رتیما ازگى نیز بعد دلوآ

 نبیا شیرین وربذ کشت ایبر نیز (2881) رانهمکاو اتروند. مهرداد ننشا را یشد بهترر تمد طولانى

 .کردند دهستفااجامد  MS محیط از
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بر صفات  کاربرد و عدم کاربرد زغال فعال و انواع محیط کشتآزمایش دوم: بررسی  -4-2

 های مختلف گیاه شیرین بیانفیزیولوژیک و مورفولوژیک اکوتیپ

بیان تحت تیمارهای مصرف و عدم های مختلف شیرینواریانس صفات مورفولوژیک  اکوتیپنتایج تجزیه   2-0جدول

 زغال فعال و انواع محیط کشتمصرف 

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی

تعداد 

 برگ

طول 

 ساقه

طول ریشه 

 اصلی
 قطر ساقه

 قطر ریشه

 اصلی

تعداد 

 ریشه

 فرعی

 وزن تر

  (mg)گیاهچه

 وزن خشک

 (mg)گیاهچه

 ns873/8 ns888/8 ns8882/8 ns870/8 **00/85090 ns75/5 01/2* 51/8* 8 زغال

 99/820** 82/90800** 85/73** 8809/8** 8858/8** 21/850** 17/85** 05/88** 2 محیط

 ns82/8 *22/8 ns20/2 **8899/8 ns8887/8 **80/878 **82/818079 **18/8872 2 اکوتیپ

 ns888/8 ns82/8 ns01/05 ns18/8 8828/8* 92/0** 83/0** 97/8** 2 محیط× زغال 

 ns83/8 ns88895/8 ns88805/8 ns3/8 ns82/32 ns298/8 07/8* 92/8** 2 اکوتیپ× زغال 

 ns05/8 **30/8 ns819/2 ns88878/8 **8885/8 **07/9 **50/8307 **19/0 0 اکوتیپ×محیط

× محیط × زغال 

 اکوتیپ

0 **11/8 **95/2 ns09/8 ns88851/8 *88837/8 ns17/8 ns70/210 ns73/8 

 70/8 015/8 000/8 8889/8 8880/8 380/8 991/8 283/8 90 خطا ازمایش

 20/7 19/0 00/88 09/80 10/88 95/83 1/88 30/88  ضریب تغییرات)%(

 دهد.عدم معنی دار را نشان می nsدرصد و  8و  5به ترتیب بیانگر معنی داری در سطح  **و  *

 

 تعداد برگ-4-2-1

به  محیط کشتداری اثر ساده زغال فعال و نتایج جدول تجزیه واریانس صفت تعداد برگ بیانگر معنی

محیط کشت، زغال  ×و درصد و همچنین آثار متقابل دو و سه جانبه زغال فعال 8و  5ترتیب در سطح  

(.  نتایج مقایسه 2-0درصد بود )جدول 8اکوتیپ در سطح × محیط × اکوتیپ و زغال فعال × فعال 

که  بیان نشان داداکوتیپ( بر تعداد برگ گیاه شیرین×محیط×میانگین اثر متقابل سه جانبه )زغال

های مختلف روند تولید برگ متفاوتی را در شرایط مصرف و عدم مصرف های رشد یافته در محیطاکوتیپ

جغتای در محیط مایع و اکوتیپ عراقی  (.  بر این اساس اکوتیپ0 -0)شکل  زغال فعال نشان دادند

 برخوردار تولیدی برگ ن تعدادبالاتری از فعال، زغال حاوی های مایع و جامدمحیط بطور مشترک در

داد که تع، بطوریمشاهده نشدکه این میزان تعداد برگ در شرایط عدم مصرف زغال فعال بودند. در حالی
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کاشمر جغتای عراق

 اهشترتیب کبرگ تولید شده توسط اکوتیپ عراقی در محیط جامد و اکوتیپ جغتای در محیط مایع به

ی هادند. با این حال اکوتیپ عراقی که در محیطدرصدی را در میزان این صفت نشان دا 91/22و  25/92

این میزان تعداد برگ را در شرایط  بود،از نظر تعداد برگ  رترین اکوتیپجامد و مایع حاوی زغال فعال ب

ی ذکر (. علی رغم نتیجه0-0داری حفظ نماید)شکل عدم مصرف زغال فعال، بدون هیچ کاهش معنی

در محیط حاوی هیدروژل برخوردار بود و در شرایط مصرف زغال شده، این اکوتیپ از روند متفاوتی 

داری در تعداد برگ تولید شده نسبت به شرایط عدم مصرف زغال فعال نشان داد.  فعال افزایش معنی

 Anemone گیاه  MSمحیط کشت  در فعال زغال حضور که دادند نشان (8339مینصولی و همکاران)

coronaria توسط آزاد شده و اکسید هایفنل زیانبار هایاثر کردن محدود محیط و اتیلن جذب با 

 است. شده گیاهچه کیفیت و طول ساقه و برگ تعداد افزایش باعث ، گیاهی بافت

 

 

 

 

 

 

 بیان رشد یافته در سه محیط کشتهای مختلف شیرینمقایسه میانگین تعداد برگ تولید شده در اکوتیپ 0-0شکل 

MS غال فعالمتفاوت در حضور و عدم حضور ز 

 

 طول ساقه-4-2-2

آثار ساده، متقابل دو و سه جانبه  همهکه  های طول ساقه نشان داد کهنتایج جدول تجزیه واریانس داده

 (.2-0)جدولدار بود بر صفت طول ساقه معنی تیمارهای مورد بررسی )زغال، محیط کشت و اکوتیپ(

بیان اکوتیپ بر رشد طولی ساقه گیاه شیرین×محیط×زغال نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل سه جانبه
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کاشمر جغتای عراق

به  (.5-0)شکل  اندرایط متفاوت بودهتر در شهای طویلدار ساقه رکوردهای کاشمر و عراقی اکوتیپ در

( و هیدروژل مترسانتی 9/0ای که در حضور زغال فعال، اکوتیپ عراقی در هر دو محیط مایع )گونه

که این اکوتیپ این برتری را در شرایط عدم کرد. در حالیها را تولید اقه( بلندترین سمترسانتی 59/5)

ر را از نظاکوتیپ کاشمر روند متفاوتی  .کرد(حفظ مترسانتی 7/5حضور زغال فعال تنها در محیط مایع )

ای که این اکوتیپ در هر دو شرایط حضور و عدم حضور زغال فعال به گونه ،صفت نشان داد این

. این اکوتیپ کردتولید   (مترسانتی 20/0و  0ها را در محیط جامد ) به ترتیب با متوسط ساقهترین طویل

 (.5-0)شکل  حفظ کرداین برتری در شرایط عدم مصرف زغال در محیط کشت مایع نیز  همچنین 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بیان رشد یافته درسه محیط کشت های مختلف شیرینمقایسه میانگین طول ساقه تولید شده در اکوتیپ 5-0شکل 

MS متفاوت در حضور و عدم حضور زغال فعال 

 

 ریشه اصلیطول -4-2-3

نشان داد  های اصلی تولید شده در تیمارهای مختلفهای طول ریشهنتایج جدول تجزیه واریانس داده

 بوددار درصد معنی8در سطح  کشت زغال و محیطنیز اثر متقابل دوجانبه و  کشت ه محیطکه اثر ساد

گیاه  لیاص ول ریشهمحیط بر صفت ط×ی زغالنتایج مقایسه میانگین اثر متقابل دو جانبه (.2-0)جدول

( مترسانتی 99/0ها در محیط مایع در هر دو شرایط کاربرد )ترین ریشهطویل بیان نشان داد کهشیرین

در شرایط عدم مصرف زغال ( زغال فعال و نیز در محیط جامد منحصرا مترسانتی 02/7کاربرد )و عدم 
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زغال عدم زغال

حاوی هیدروژل صرف نظر از کاربرد یا  MSهمچنین محیط کشت  ( تولید شد.مترسانتی 01/0فعال )

ن مختلف شیری ایهکمترین طول ریشه اصلی را در اکوتیپ به صورت مشترکعدم کاربرد زغال فعال، 

 Daucus carotaحاوی زغال فعال در گیاه  ( بیان کردند در محیط2882پان و وان ) .کردندبیان تولید 

ها دلیل این امر را نقش زغال فعال در آن دارند،، و استقرار خوبی کندتولید میگیاهچه به سرعت ریشه 

شود دانستند. زایی میهای اضافی و دیگر مواد ساخته شده در محیط که مانع ریشهجذب فیتوهورمون

که کاربرد زغال فعال موجب تولید محیطی تاریک مشابه محیط طبیعی )خاک( کردند همچنین بیان 

ها تحت تاثیر غلظت محیط سد که این ویژگیرشود. در پژوهش حاضر به نظر میبرای رشد ریشه می

 (. 0-0کشت قرار گرفته و در محیط مایع قابل روئیت است )شکل

 

 

 

 

 

مختلف در شرایط کاربرد و عدم کاربرد  MSهای های اصلی تولید شده در محیطمقایسه میانگین طول ریشه 0-0شکل 

 زغال فعال

 

 ساقه قطر-4-2-4

 8)در سطح  های قطر ساقه نشان داد که اثر ساده محیط و اکوتیپدادهنتایج جدول تجزیه واریانس 

 بودنددار معنی( بر این صفت درصد 5در سطح )محیط ی زغال جانبهاثر متقابل دوهمچنین  درصد(

در شرایط عدم مصرف زغال محیط نشان داد که و نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل زغال  (.0-2)جدول

که هر ع و هیدروژل وجود ندارد. به طوریهای جامد، مایمحیطدر ز نظر قطر ساقه فعال هیچ تفاوتی ا

 . با این حال در شرایط مصرفکنندها را تولید قطورترین ساقه به صورت مشترکسه محیط توانستند 
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ها  در تولید های جامد و مایع مبتنی بر برتری این محیطاگرچه الگوی مشابهی در محیطزغال فعال 

روند  حال با این ،متر( مشاهده گردیدسانتی 831/8و  281/8 ها )به ترتیب با متوسطترین ساقهقطور

دار ای که در این محیط در شرایط مصرف زغال فعال کاهش معنیدر محیط هیدروژل صادق نبود به گونه

 (.7-0درصدی در قطر ساقه دیده شد )شکل  88

 

 

 

 

 مختلف در شرایط کاربرد و عدم کاربرد زغال فعال  MSهایتولید شده در محیطمقایسه میانگین قطر ساقه  7-0شکل 

 

ر فعال د زغالرسد که در شرایط عدم مصرف با توجه به نتایج حاصله از صفت طول ساقه به نظر می 

ر، تهای طویلبیان به طور متوسط به جای تولید ساقههای مختلف شیرینمحیط هیدروژل، اکوتیپ

مشاهده ها داری در مورد سایر محیطروند معنی وجود . با این حالکردندرا تولید  طورتریقهای ساقه

ررسی های مورد بنگردید و این موضوع بسته به نوع اکوتیپ مورد بررسی تفاوت داشت. در بین اکوتیپ

 838/8 و 832/8ترتیب ها را )به ترین ساقهنیز در مجموع دو اکوتیپ ایرانی کاشمر و جغتای عریض

 (. 1-0)شکل  کردندمتر( تولید یسانت 801/8متر( نسبت به اکوتیپ خارجی عراقی )سانتی

 

 

 

 

 

 بیانگیاه شیرینمختلف های در اکوتیپ تولید شدهمقایسه میانگین قطر ساقه  1-0شکل 
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 ریشه قطر-4-2-5

نشان داد که اثر ساده محیط  ریشههای قطر نتایج جدول تجزیه واریانس دادهدر پژوهش حاضر 

ی هر سه تیمار محیط، درصد و اثر سه جانبه 8یپ در سطح محیط با اکوت ینیز اثر متقابل دوجانبهو 

مقایسه میانگین (. 2-0دار بود )جدولمعنیبر صفت قطر ریشه درصد  5در سطح اکوتیپ و زغال فعال 

متفاوت،  MSهای تلف کشت شده در محیطهای مخبرهمکنش سه جانبه تیمارها نشان داد که اکوتیپ

الگوهای بسیار متفاوتی را از نظر صفت قطر  دارای در هر دو شرایط مصرف و عدم مصرف زغال فعال،

 (. 3-0)شکل  بودندساقه 

 

 

 

 

بیان رشد یافته در سه محیط کشت های مختلف شیرینمقایسه میانگین قطر ریشه تولید شده در اکوتیپ 3-0شکل 

MS ت در حضور و عدم حضور زغال فعالمتفاو 

 

 85/8طوری که در شرایط عدم مصرف زغال فعال اکوتیپ ایرانی، کاشمر در هر دو محیط مایع )به

متر( منحصرا در محیط هیدروژل سانتی2/8متر( و جغتای )سانتی 89/8هیدروژل ) و متر(سانتی

که در شرایط مصرف زغال فعال اکوتیپ ایرانی کاشمر در حالیدر. کردندها را تولید قطورترین ریشه

ها قطورترین ریشه به صورت مشترک دارایمحیط کشت مایع و اکوتیپ عراقی در محیط هیدروژل 

 (.3-0)شکل  بودند
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 ریشه فرعی تعداد-4-2-6

 

 تیمارهایی دوجانبهنشان داد که اثر ساده و  ریشه تعدادهای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

(. براساس نتایج 2-0دار بود )جدولمعنیهای فرعی بر تولید ریشهدرصد  8محیط و اکوتیپ در سطح 

شد که اکوتیپ عراقی در هر دو محیط  مشخصاکوتیپ ×مقایسه میانگین اثرهای متقابل دو جانبه محیط

چه . این اکوتیپ اگردندکرتعداد ریشه فرعی را تولید  عدد( بیشترین80/3عدد( و مایع )80/82هیدروژل )

عدد( تولید ریشه در محیط جامد برخوردار بود با این حال توانست در این محیط  1/0از تعداد کمتر )

 دار خود را نسبت به دو اکوتیپ داخلی حفظ نماید. این در حالی است که اکوتیپ کاشمرنیز برتری معنی

ید شده ی فرعی تولها بود از نظر تعداد ریشهها در بین سایر اکوتیپموفق به تولید قطورترین ریشه که

اکوتیپ کمترین تعداد ریشه فرعی را مشترکا در  ای که اینگونهترین جایگاه قرار گرفت. بهپاییندر 

   .(88-0)شکل کردندعدد( تولید  80/0عدد( و مایع ) 5/2) محیط جامد 

 

 

 

 
 

 
 

ط بیان در سه محیهای مختلف شیرینهای فرعی تولید شده توسط اکوتیپمقایسه میانگین تعداد ریشه 88-0شکل 

 مختلف MS کشت

 وزن تر گیاهچه-4-2-7

 

و  ی تیمارهاساده آثار همهنشان داد که  وزن تر گیاهچههای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

-0)جدول  نددار بودمعنیدرصد( 8در سطح تر گیاهچه )وزنبر صفت محیط و اکوتیپ  یدوجانبهاثر 

ها در شرایط مصرف و عدم زغال فعال مشخص . بر اساس نتایج مقایسه میانگین وزن تر گیاهچه(2
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کاشمر جغتای عراق

 998های حاوی زغال فعال با میانگیندر مجموع، در محیط از نظر این صفت هاگیاهچه بهترینگردید که 

های حاوی زغال فعال با که بیشترین وزن گیاهچه مربوط به محیطریطوبه گرم تولید گردید.میلی

دار این صفت در شرایط عدم کاربرد زغال فعال کاهش معنی که میانگینحالیگرم درمیلی 998میانگین 

 (.0-88)شکل درصدی را نشان داد  88

 

 
 

بیان در شرایط مصرف و عدم مصرف های مختلف گیاه شیرینی اکوتیپگیاهچه ترمقایسه میانگین وزن 88-0شکل 

 زغال فعال

 

 . بر این اساس، اکوتیپ عراقیدهداکوتیپ را نشان می×اثر متقابل محیط مقایسه میانگین  82-0شکل 

رتری را ب گرم( در محیط هیدروژل، توانست اینمیلی 058ها )با وزن تر گیاهچه بهترین تولید علاوه بر

کاشمر از این که اکوتیپ (. درحالی82-0ها نیز حفظ نماید )شکل داری در سایر محیطبه طور معنی

گرم( میلی 819که این اکوتیپ کمترین وزن تر گیاهچه را )طوریترین رتبه قرار داشت. بهر پاییننظر د

   .کردها تولید محیط ندر محیط جامد و نیز در ای

 

 

 

 

 

 

 

 بیان رشد یافته درهای مختلف گیاه شیرینهای تولید شده در اکوتیپگیاهچهتر مقایسه میانگین وزن 82-0شکل 

 متفاوت MSهای کشت محیط
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 وزن خشک گیاهچه-4-2-8

 

آثار ساده محیط و نشان داد که  وزن خشک گیاهچههای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

بر اساس نتایج مقایسه میانگین  دار بود.( معنیدرصد 8سطح  درها )اکوتیپ و نیز اثر متقابل دوجانبه آن

ه تر گیاهچه نشان داد. باکوتیپ برای این صفت، الگوی مشابهی را با وزن× اثر متقابل دوجانبه محیط 

گرم( و میلی 23طوری که اکوتیپ عراقی با تولید بیشترین وزن خشک گیاهچه در محیط هیدروژل )

که حیط جامد نیز حفظ نماید. در حالیدار را در متوانست این برتری معنیگرم( میلی 27/27مایع )

گرم( و هیدروژل ) میلی 97/88گرم(، مایع )میلی 05/3اکوتیپ کاشمر در هر سه محیط کشت جامد )

 . (0-89)شکل  دترین وزن خشک گیاهچه برخوردار بوگرم( از کممیلی98/82

 

 

 

 

 

 

ه در بیان رشد یافتهای مختلف گیاه شیرینهای تولید شده در اکوتیپمقایسه میانگین وزن خشک گیاهچه 89-0شکل 

 متفاوت MSهای کشت محیط
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       ب                                                                    الف                                  

   

 

 

 

 

                           

 د                                                             ج                                

روز     الف:محیط جامد دارای زغال   80پس از  MSرشد گیاهان درون بسترهای متفاوت محیط کشت   80-0شکل 

      محیط هیدروژل بدون زغال  د:       ج: محیط مایع بدون زغال        بدون زغال   جامد ب: محیط 
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 مارهای زغالتحت تی رشد یافته بیانشیرین مختلف هایی اکوتیپیه واریانس صفات فیزیولوژیک ریشهنتایج تجز  9-0جدول

 کشتمحیط  انواع و  فعال

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی
 احیا قند کل فلاونوئید کل فنول

اسید 

 گلیسیریزیک

 ns31/8 ns90/5 ns8888/8 10/2250** 8 فعال زغال

 030/8** 03/005** 87/919** 33/508** 2 محیط

 782/8** 08/330** 22/508** 03/997** 2 اکوتیپ

 ns892/8 ns29/8 ns89888/8 70/75* 2 محیط× زغال 

 ns200/8 ns30/8 ns27888/8 72/291** 2 اکوتیپ× زغال 

 ns27/90 **78/7 **50/17 **3588/8 0 واریته×تیمار

 ns03/98 ns 088/8 ns52/8 ns08885/8 0 اکوتیپ× محیط × زغال 

 882/8 95/5 70/8 87/28 90 خطا ازمایش

 37/0 22/82 75/89 17/90  )%( ضریب تغییرات

 دهد.را نشان می یعدم معنی دار nsدرصد و  8و  5به ترتیب بیانگر معنی داری در سطح  **و  *
 

 

 کل فنول -4-2-9

 

آثار ساده و آثار  همه نشان داد که ریشه فنول کلمیزان های نتایج جدول تجزیه واریانس داده

مقایسه  (.9-0)جدول  ددار بودنی زغال با محیط و اکوتیپ بر تغییرات فنول کل معنیمتقابل دو جانبه

محیط کشت نشان داد که هر سه محیط کشت مورد بررسی در شرایط مصرف ×میانگین اثر متقابل زغال

زغال فعال از بالاترین میزان ترکیبات فنولی در ریشه برخوردار بودند. در حالی که در شرایط عدم مصرف 

رغم علی .کردکیبات فنولی در ریشه حفظ زغال فعال، تنها محیط کشت مایع، این برتری را در تولید تر

( در محیط هیدروژل گرم وزن خشکگرم بر میکرو 71/9حصول کمترین میزان تولید ترکیبات فنولی )

های کشت مورد بررسی در شرایط تحت شرایط عدم مصرف زغال فعال، این کاهش تولید با سایر محیط

  (.85-0داد )شکلعدم حضور زغال فعال نیز اختلاف معنی داری نشان 
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مختلف در شرایط کاربرد و عدم کاربرد زغال   MSهایدر محیطنول کل تولید شده مقایسه میانگین ف 85-0شکل 

 فعال

 

مختلف  هاینتایج مقایسه میانگین ترکیبات فنولی ریشه تولید شده توسط اکوتیپ 80-0در شکل 

دهد. بر این اساس، اکوتیپ کاشمر شیرین بیان را در شرایط حضور و عدم حضور زغال فعال نشان می

( در شرایط حضور وزن خشک گرم بر گرممیکرو 22/21در مجموع از بالاترین میزان ترکیبات فنولی )

داری با با این حال این برتری تفاوت معنی های مختلف کشت مختلف برخوردار بود.محیطدر زغال 

های مورد بررسی )جغتای و عراقی( نشان نداد. در ی سایر اکوتیپمیزان تولید ترکیبات فنولی در ریشه

در  یدر شرایط مصرف زغال فعال، ترکیبات فنولی بیشتراکوتیپ مورد بررسی  9تایید نتایج قبل، هر 

داری با شرایط عدم مصرف زغال . که این میزان تنها در اکوتیپ کاشمر تفاوت معنیکردندریشه تولید 

 (.80-0فعال نشان داد )شکل 

 

 

 

 

 

 بیان در شرایط کاربرد و عدمهای مختلف شیرینفنول کل تولید شده در ریشه اکوتیپمقایسه میانگین  80-0شکل 

 ال فعال غکاربرد ز
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کاشمر جغتای عراق

 ریشه فلاونوئید کل میزان-4-2-11

 

ساده  اثراتدار تاثیر معنی بیانگر میزان فلاونوئید ریشههای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

(. نتایج مقایسه میانگین بر 9-0محیط و اکوتیپ و نیز اثر متقابل این دو تیمار بر این صفت بود )جدول

ترین شت شده در محیط مایع از نظر تولید بیشبا اکوتیپ، نشانگر برتری اکوتیپ کاشمر ک همکنش محیط

رغم کاهش تولید ( در ریشه بود. این اکوتیپ علیوزن خشک گرم بر گرممیکرو 92/28میزان فلاونوئید )

ها حفظ کرد. با این وجود، ها برتری خود را نسبت به سایر اکوتیپفلاونوئید در ریشه در سایر محیط

جامد، مایع و هیدروژل، از کمترین میزان تولید فلاونوئید  MS محیط 9اکوتیپ خارجی عراقی در هر 

 ( برخوردار بود.  وزن خشک گرم بر گرممیکرو 09/8ریشه به طور متوسط )

 

 

 

 

 

 

شت شده بیان کهای مختلف شیرینمیزان کل فلاونوئید کل تولید شده در ریشه اکوتیپمقایسه میانگین  87-0شکل 

 مختلف  MSهای در محیط

 

 کلمیزان قند احیای -4-2-11

 

ار آث نشان داد که ریشه تولید شده در یمیزان قند احیاهای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

(. مقایسه 9-0دار بود )جدول درصد معنی 8ها در سطح متقابل آن محیط و اکوتیپ و نیز اثرساده 

 ریشه میزان قند احیایبیشترین  که محیط برای این صفت نشان داد×های اثر متقابل اکوتیپمیانگین

تعلق داشت. این اکوتیپ  (گرم در لیترمیلی) 81/97با میانگین  مایع MSمحیط در  کاشمربه اکوتیپ 
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که تفاوت بود. درحالی ها برخوردارداری نسبت به سایر اکوتیپدر محیط جامد نیز از برتری معنی

حیط ایرانی جغتای در م شه این اکوتیپ با دیگر اکوتیپداری در میزان قند احیای تولید شده در ریمعنی

MS ن تریروژل مشاهده نگردید. اکوتیپ عراقی در هرسه محیط کشت مورد بررسی از پاییندحاوی هی

. اگرچه در محیط کشت حاوی هیدروژل تفاوت میزان قند احیایی تولید شده در ریشه برخوردار بود

 (.81-0و جغتای دیده نشد )شکل یداری بین دو اکوتیپ عراقمعنی

 

 

 

 

 

ه در بیان کشت شدهای مختلف شیرینقند احیا تولید شده در ریشه اکوتیپکل مقایسه میانگین میزان  81-0شکل 

 مختلف  MSهای محیط

  

 اسید گلیسیریزیک-4-2-12

 

ط آثار ساده محی نشان داد که ریشه اسید گلیسیریزیکهای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

-0)جدول دار بودبسیار معنی اسید گلیسیریزیکو اکوتیپ و برهم کنش دوجانبه این دو عامل در تولید 

محیط از  یکها در هر اکوتیپ همهاکوتیپ نشان داد که ×(. در نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل محیط9

مر رشد های اکوتیپ کاش. ریشهبودنده داری در تولید اسید گلیسیریزیک ریشنی، تفاوت معدارای کشت

اسید بیشترین میزان  گرم بر گرم وزن خشک()میلی 90/8مایع با متوسط  MSیافته در محیط کشت 

کمتری  اسید گلیسیریزیکهای کشت، اگرچه . این اکوتیپ در سایر محیطکردندرا تولید  گلیسیریزیک
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ها )به طور نسبت به سایر اکوتیپ اسید گلیسیریزیکد ، با این حال جایگاه برتر خود را در تولیکردتولید 

ترین رتبه از نظر این های کشت در پایین. اکوتیپ عراقی نیز که در همه محیطکردمعنی داری( حفظ 

 گرم بر گرم وزن خشک()میلی 00/8کمترین میزان اسید گلیسیریزیک را با میانگین  و صفت قرار داشت

اجمالی صفات ارزیابی . در بررسی کردجامد و حاوی هیدروژل تولید  MSهای به طور مشترک در محیط

تر از زنی بیشتر و درصد جوانهعراقی اگرچه با داشتن بذور درشت رسد که اکوتیپشده قبل به نظر می

 میزان ،های فرعی بیشتری برخوردار بود، در مقابلتر و خشک گیاهچه بالاتر و نیز تعداد ریشهوزن

پ ایرانی کاشمر . با این حال اکوتیکردتری نیز تولید پایین اسید گلیسیریزیکو بخصوص ترکیبات کیفی 

های دارای ساقه و ریشه اصلی قطورتر ماده موثره با تولید گیاهچه اما، برتر نبودنیز، اگرچه در موارد فوق 

 .بیشتری را تولید کردگلیسیریزیک اسید 

 

 

 

 

بیان کشت های مختلف شیرینمقایسه میانگین میزان اسید گلیسیریزیک کل تولید شده در ریشه اکوتیپ 83-0شکل 

 مختلف MSهای شده در محیط
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در  IAAو  NAAآزمایش سوم: بهینه سازی رشد ریشه تحت تیمارهای هورمونی -4-3

 های مختلف گیاه شیرین بیاناکوتیپ

ته در محیط رشد یاف بیانشیرین فهای مختلی  اکوتیپمورفولوژیک و فیزیولوژیک ریشهنتایج تجزیه واریانس صفات   0-0جدول

 IAAو   NAAیهورموننیمه جامد حاوی تیمارهای  MSکشت 

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی

تعداد 

 ریشه

 جانبی

طول 

 ریشه
 قطر ریشه

 وزن تر

 ریشه

 وزن خشک

 ریشه

اسید 

 گلیسیریزیک

 ns77/8 ns21/88 ns807/8 ns30/8857 ns80/8 **0/8 2 اکوتیپ

 ns90/8 **58/88 ns870/8 ns19/388 **89/0 **80/8 0 هورمون

 87/8** 22/7** 08/2859** 280/8* 50/88** 19/2* 82 هورمون×  اکوتیپ

 885/8 81/8 00/558 835/8 32/2 99/8 02 خطا ازمایش
 23/82 29/5 22/05 27 25/90 90/80  ضریب تغییرات)%(

 دهد.عدم معنی دار را نشان می nsدرصد و  8و  5 احتمال به ترتیب بیانگر معنی داری در سطح **و  *

 

 فرعیتعداد ریشه -4-3-1

داری ( نشان داد که صفت تعداد ریشه به طور معنی0-0نتایج جدول تجزیه واریانس )جدول 

. نتایج مقایسه میانگین آثار متقابل تیمارها بر این صفت قرار گرفتهورمون ×برهمکنش دو تیمار اکوتیپ

-0ل د )شکها در پاسخ به تیمارهای هورمونی بوهای جانبی در اکوتیپبیانگر روند مفاوت تولید ریشه

گرم در لیتر اکوتیپ جغتای منشعب ترین میلی 5/8با غلظت  IAA(. بر این اساس با اعمال هورمون 28

رسد اعمال تیمارهای هورمونی . اگرچه به نظر میکردعدد( تولید  99/1ها را )با تعداد ریشه جانبی ریشه

 ها از نظر این صفتبین اکوتیپدار های جانبی منجر شد که آثار تفاوت معنیو افزایش تولید ریشه

ت از نظر این صفت قرارداشترین رتبه که اکوتیپ کاشمر در پایین،نتایج نشان داد . با این حالگردید

پ داری نسبت به اکوتیمعنیکمتر های جانبی ریشه دارایاین اکوتیپ  نیز(. در تیمار شاهد 28-0)شکل

به افزایش  NAAگرم هورمون میلی 5/8و  8د سطوح شود کاربرعراقی بود. بر اساس نتایج مشاهده می
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وس ها معکی منجر شده است. با این وجود این روند در سایر اکوتیپقدار این صفت در اکوتیپ عرامعنی

    (.28-0بود )شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

های هورمونغنی شده با سطوح متفاوت  MSهای تولید شده در محیط کشت مقایسه میانگین تعداد ریشه 28-0شکل 

  بیانهای مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAAاکسینی 

 

 

 طول ریشه-4-3-2

داری اثر ساده تیمار هورمون نیز و اثر متقابل دو تجزیه واریانس صفت طول ریشه بیانگر معنی

(. بر این اساس نتایج مقایسه میانگین این صفت 0-0هورمون بر این صفت بود )جدول×تیمار اکوتیپ

هورمون نشان داد که اکوتیپ عراقی در شرایط عدم کاربرد هورمون ×ثیر اثر متقابل اکوتیپتحت تا

ها را تولید کند. ین ریشهترمتر، طویلسانتی 00/7هایی با طول متوسط )شاهد( توانست با تولید ریشه

در پی داری را نسبت به این عدد که اعمال سطوح مختلف تیمارهای هورمونی افزایش معنی خوبیبه 

های مختلف پاسخ متفاوتی به اعمال گردد که اکوتیپمشاهده می ،(. بر اساس نتایج28-0نداشت )شکل 

دار این صفت نشان دادند. به عنوان مثال، در اکوتیپ کاشمر سطوح هورمونی مختلف در افزایش معنی

نسبت به اعمال های تولید شده را گرم توانست طول ریشهمیلی 5/8با غلظت  NAAاعمال هورمون 

 به طور معنی داری افزایش دهد. IAAگرم از هورمون میلی 5/8غلظت 
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 های غنی شده با سطوح متفاوت هورمون MSهای تولید شده در محیط کشت مقایسه میانگین طول ریشه 28-0شکل 

 بیان های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAA یاکسین

 

 قطر ریشه-4-3-3

 

در بین تیمارهای مورد بررسی، نشان داد که  قطر ریشههای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

 بودندداری در این صفت اختلافات معنی درصد 5هورمون در سطح  ی اکوتیپ ودوجانبهاثر متقابل  فقط

شان نبر این صفت  را هورمون × اکوتیپ اثر متقابل نتایج مقایسه میانگین (22-0شکل . )(0-0جدول)

گرم میلی 5/8نیمه جامد غنی شده با  MS. بر این اساس، اکوتیپ کاشمر رشد یافته در محیط دهدمی

شاهد )عدم مصرف هورمون( توانست  درصدی نسبت به شرایط 95دار ، با افزایش معنیIAAهورمون 

ظر داری را از نختلاف معنیها در سطوح هورمونی مختلف ا. سایر اکوتیپکندقطورترین ریشه را تولید 

د های آزمایش قبل مبنی بر برتری این اکوتیپ در تولینتایج این آزمایش با یافته این صفت نشان ندادند.

 .داشتهای قطور مطابقت ریشه
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 هایغنی شده با سطوح متفاوت هورمون MSهای تولید شده در محیط کشت مقایسه میانگین قطر ریشه 22-0شکل 

 بیان های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAA یاکسین

 

 ریشهوزن تر -4-3-4

ی دار و دوجانبهنیز مبین اثر متقابل و معنی تر ریشهوزنهای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

(. با توجه به نتایج 0-0تر ریشه در ترکیبات تیماری مختلف بود )جدولهورمون بر تغییرات وزن×اکوتیپ

 IAAگرم هورمون میلی 5/8ه میانگین این اثر متقابل، اکوتیپ جغتای تیمار شده با غلظت مقایس

وسط ت گرم(که کمترین وزن تر ریشه )میلیکرد. در حالی تولیدگرم( را میلی 888تر ریشه )بیشترین وزن

یپ (. این اکوت29-0اکوتیپ کاشمر رشد یافته در شرایط عدم مصرف هورمون مشاهده گردید )شکل

 پایین این صفت برخوردار بود. )کاشمر( در آزمایشات قبلی نیز از مقادیر

 

 

 
          

 

 

 

 

 

 هایغنی شده با سطوح متفاوت هورمون MSهای تولید شده در محیط کشت تر ریشهمقایسه میانگین وزن 29-0شکل 

 بیان های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAA یاکسین
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 ریشهوزن خشک -4-3-5

 

مختلف تیمار هورمونی و نیز برهمکنش سطوح داری تحت تاثیر  وزن خشک ریشه به طور معنی

داری آثار متقابل دو جانبه اکوتیپ (. با توجه به معنی0-0دو تیمار اکوتیپ و هورمون قرار گرفت )جدول 

ی هاهای مختلف رشد یافته تحت سطوح مختلف هورمونگردد که اکوتیپو هورمون، مشاهده می

ل )شک از خود نشان داداکسینی اعمال شده پاسخ متفاوتی را به تولید و تجمع ماده خشک در ریشه 

های اکسینی در برخی های مختلف هورمونگردد که اعمال غلظت(. همچنین مشاهده می20-0

دار تولید ماده خشک در ریشه منجر شده است. بر این اساس، کاربرد ها به افزایش معنیاکوتیپ

توانست علاوه بر افزایش معنی دار نسبت  NAAو  IAAهای گرم از هورمونمیلی 8و  5/8های ظتغل

(. 20-0)شکل  منجر گردد در اکوتیپ کاشمر به شاهد به تولید بالاترین میزان ماده خشک در ریشه

ید در اکوتیپ عراقی نیز حاصل گرد NAAگرم از هورمون میلی 5/8و  5/8نتیجه مشابهی با کاربرد 

به طور گرم( میلی 5/8) IAAاکوتیپ جغتای سطح هورمون  ایتولید ماده خشک ریشه (20-0)شکل

    (.20-0)شکل داری نسبت به شاهد افزایش یافتمعنی

 

 

 

 

 

-غنی شده با سطوح متفاوت هورمون MSهای تولید شده در محیط کشت مقایسه میانگین وزن خشک ریشه 20-0شکل 

 بیان های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAA یاکسین های
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کاشمر جغتای عراق

 اسید گلیسیریزیکمحتوای  -4-3-6

های اکسین و های مختلف و سطوح مختلف هورمونتیمارهای مورد بررسی اعم از اکوتیپ هر

گذار یرداری تاثها به طور معنیدر ریشه اسید گلیسیریزیکها بر تنوع تولید ماده موثره اثر متقابل آن

شمر ، به وضوح بیانگر برتری اکوتیپ کافاکتورها ات میانگین اثر متقابل(. نتایج مقایس0-0بودند )جدول

این اکوتیپ اگرچه با مقدار کمتر (. 25-0بود )شکل  NAAو IAAسطوح تیمارهای هورمونی  تمامیدر 

در تیمار شاهد )عدم مصرف هورمون( نیز به عنوان برترین اکوتیپ در تولید این ماده موثره شناسایی ولی 

، هرچند اکوتیپ کاشمر در شرایط عدم مصرف هورمون نیز نسبت با توجه به نتایج(. 25-0گردید )شکل 

ن حال اعمال ا ای، بکردبیشتری را در ریشه تولید  اسید گلیسیریزیکهای مورد بررسی به سایر اکوتیپ

اسید آن توانست میزان تولید  5/8و  5/8در سطوح  NAAتیمارهای هورمونی به ویژه هورمون 

داری در ریشه این اکوتیپ افزایش دهد. همچنین اکوتیپ عراقی اگرچه را به طور معنی گلیسیریزیک

ا این حال ب ح هورمونی بود،یط شاهد و کلیه سطوترین رتبه از نظر تولید این ماده موثره در شرادر پایین

گرم میلی 8در غلظت  NAAاعمال تیمارهای هورمونی مورد استفاده در این آزمایش به خصوص تیمار 

اسید دار تولید گرم( توانست، به افزایش معنیمیلی 5/8در بالاترین سطح آن )غلظت   IAAو نیز تیمار

 (.25-0کل )ش گرددهای این اکوتیپ نیز منجر در ریشه گلیسیریزیک

 

 

 

 

غنی شده با سطوح متفاوت  MSتولید شده در محیط کشت  اسید گلیسیریزیکمقایسه میانگین میزان  25-0شکل 

 بیان های مختلف شیریندر اکوتیپ NAAو  IAA یاکسین هایهورمون
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آزمایش چهارم: بررسی اثر فسفر و نانوکربن بر صفات فیزیولوژیک و مورفولوژیک -4-4

 مختلف گیاه شیرین بیانهای اکوتیپ

حت در بیان رشد یافته تنتایج تجزیه واریانس صفات مورفولوژیک و فیزیولوژیک اکوتیپ های مختلف شیرین  5-0جدول 

 فسفر و نانوکربنتیمارهای  حاوی MSکشت  محیط

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی
 قطر ریشه طول ریشه طول ساقه تعداد برگ

 تعداد ریشه

 جانبی
 ریشه وزن تر

 وزن خشک

 ریشه

اسید محتوای 

 هریش گلیسیریزیک

 ns32/8 **33/89 *800/8 **208 *05/010 ns21/8 **28/2889 91/2** 2 فسفر

 ns01/8 **10/80 *802/8 **01/02 **03/298103 **75/80 **05/988 03/0** 2 کربننانو

 19/3120** 55/07** 03/80808** 153** 389/8** 82/828** 83/89** 03/89** 2 اکوتیپ

 02/82** 37/28** 73/8898** 89/822** 281/8** 99/83** 22/0** 51/2** 0 نانو× فسفر 

 ns 00/8 *10/8 **83/88 *800/8 **22/15 **79/2873 **3/3 **32/828 0 اکوتیپ× فسفر 

 ns89/8 **05/88 **12/80 *802/8 ns78/7 **80/338 **99/82 **75/83 0 اکوتیپ×نانو

 × نانو × فسفر

  اکوتیپ
1 **20/8 *38/8 **70/89 **281/8 **70/78 **18/8580 **38/3 **98/1 

 8888/8 91/8 01/87 20/9 80/8 80/2 108/8 912/8 50 خطا ازمایش

ضریب 

 تغییرات)%(
 08/80 03/82 27/25 89/81 35/29 91/28 29/95 87/8 

 دهد.عدم معنی دار را نشان می nsدرصد و  8و  5به ترتیب بیانگر معنی داری در سطح  **و  *

 

 تعداد برگ-4-4-1

 

آثار ساده تیمارهای فسفر،  هرنشان داد که  تعداد برگهای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

 8 نانو و نیز اثرمتقابل سه جانبه این تیمارها در سطح ×نانوکربن و اکوتیپ و نیز اثر متقابل دوگانه فسفر

. نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل سه جانبه تیمارها بر تعداد برگ ( 5-0)جدول دار بودنددرصد معنی

های مختلف تاثیر پذیری یکسانی را در تولید برگ تحت سطوح بیان نشان داد که اکوتیپگیاه شیرین

 همهبر این اساس اکوتیپ عراقی در  (.20-0نانوکربن نشان ندادند )شکل  مختلف تیمارهای فسفر و

گرم( همراه با عدم مصرف و  9ترکیبات تیمارهای فسفر و نانوکربن به استثنای بالاترین سطح فسفر )

ین ترکیبات در ب .بودها برگ نسبت به سایر اکوتیپ تعداد بیشتر در اینگرم نانوکربن، میلی 888مصرف 

درصدی  28دار گرم نانوکربن توانست به افزایش معنیمیلی 058گرم فسفر به همراه  2/2، اعمال یتیمار
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میلی 058
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گ
 بر

داد
تع

کاشمر جغتای عراق

 رددگتولید برگ در این اکوتیپ )عراقی( نسبت به تیمار شاهد )عدم مصرف فسفر و نانوکربن( منجر 

ش در فزای، ولی این ابرتر بود(. اکوتیپ جغتای اگرچه در برخی از سطوح ترکیبات تیماری 20-0)شکل 

که اکوتیپ کاشمر که در دار نبود. در حالیشاهد معنی تعداد برگ در این اکوتیپ نسبت به تیمار

 2/2ار ها قرار داشت. توانست تحت تاثیر تیماز نظر تولید برگ، نسبت به سایر اکوتیپترین رتبه پایین

 دهدنشان درصدی را نسبت به تیمار شاهد  90گرم نانوکربن افزایش معنی دار میلی 058گرم فسفر و 

  (.20-0) شکل

 

 

 

 

 
 

   ای ههای مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطتولید شده در اکوتیپمقایسه میانگین تعداد برگ  20-0شکل 

MS گرم(میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8) غنی شده با سطوح مختلف فسفر 

 

 طول ساقه-4-4-2

 

در بین تیمارهای مورد بررسی  نشان داد که طول ساقههای نتایج جدول تجزیه واریانس داده

آثار متقابل دوجانبه و  همچنین(. 5-0دار بود )جدول تنها اثر ساده اکوتیپ بر رشد طولی ساقه معنی

(. مقایسه 5-0دار بودند )جدول یمارهای فسفر، نانوکربن و اکوتیپ ایرانی بر این صفت معنیسه جانبه ت

یبات کسطوح تر تمامیتیپ عراقی اگرچه در میانگین اثر متقابل سه جانبه تیمارها نشان داد که اکو

دارای بالاترین طول گرم نانوکربن، میلی 058گرم فسفر همراه با  2/2تیماری به استثای ترکیب تیماری 
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کاشمر جغتای عراق

-0دار نبود )شکلنسبت به تیمار شاهد معنی، با این حال این افزایش و کاهش در طول ساقه ساقه بود

که اکوتیپ کاشمر توانست با تاثیر تیپ جغتای مشاهده گردید. در حالی(. روند مشابهی نیز در اکو27

 058م فسفر به تنهایی و همراه با مصرف گر 2/2دار از برخی ترکیبات تیماری نظیر کاربرد پذیری معنی

داری را به ترتیب گرم افزایش معنیمیلی 058گرم فسفر همراه با  9گرم نانوکربن و به ویژه ترکیب میلی

 .تولید کنددرصد در طول ساقه  5/03و  90، 95به میزان 

 

 

 

 

 

   ی هاشیرین بیان رشد یافته در محیطهای مختلف مقایسه میانگین طول ساقه تولید شده در اکوتیپ 27-0شکل 

MS ( میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر)گرم 

 

 طول ریشه-4-4-3

 

متقابل تیمارهای و  آثار سادهتمامی درصد(  8داری )سطح احتمال طول ریشه به طور معنی

برهمکنش سه جانبه ترکیبات  (. مقایسه میانگین5-0 )جدول قرار گرفتفسفر، نانوکربن و اکوتیپ 

ول هایی به طدر این آزمایش اکوتیپ عراقی با تولید ریشه فسفر، نانوکربن و اکوتیپ نشان داد که

بالاترین رتبه را به خود گرم نانوکربن و فاقد فسفر میلی 058متر در محیط کشت حاوی سانتی0/88

لی است که همین اکوتیپ در ترکیبات تیماری دیگری نظیر حا(. این در21-0اختصاص داد )شکل 

گرم میلی 888گرم فسفر با  9گرم نانوکربن و نیز ترکیب میلی 058گرم فسفر با  2/2 همزمانکاربرد 

اکوتیپ جغتای نیز اگرچه توانست  (.21-0)شکل  دارای بالاترین میزان از نظر این صفت بودنانوکربن 
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کاشمر جغتای عراق

 ،طول ریشه مناسبی را تولید کندگرم نانوکربن میلی 058گرم فسفر به همراه  2/2ترکیب تیماری  در

(. اکوتیپ 21-0داری را نسبت به تیمار شاهد نشان نداد )شکل با این حال این برتری افزایش معنی

بات ترکی درل های طویل قرارداشت، با این حاترین جایگاه از نظر تولید ریشهکاشمر اگرچه در پایین

 گرم به ترتیبمیلی 888گرم فسفر به همراه  9گرم نانوکربن و نیز میلی 058گرم فسفر و  2/2تیماری 

 از خود نشان داد. نسبت به تیمار شاهدرا ریشه درصدی طول  50و  50 افزایش

 

 

 

 

 

 
   ای هشد یافته در محیطهای مختلف شیرین بیان رمقایسه میانگین طول ریشه تولید شده در اکوتیپ 21-0شکل 

MS ( میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر)گرم 

 

 قطر ریشه-4-4-4

 

 سهآثار ساده، متقابل دوجانبه و سه جانبه هر  همهتحت داری قطر ریشه نیز به طور معنی

دار شدن اثر متقابل سه (. با توجه به معنی5-0تیمار، فسفر، نانوکربن و اکوتیپ قرار گرفت )جدول 

گرم نانوکربن بدون میلی 058های حاصل نشان داد که اکوتیپ کاشمر دریافت جانبه، بررسی میانگین

هایی به ولید ریشهگرم فسفر به ترتیب با ت 2/2گرم نانوکربن به همراه میلی 888دریافت فسفر و نیز 

 قطر ریشه در (.23-0)شکل ها بوددارای اختلاف معنی داری با سایر اکوتیپمتر میلی 2و  75/8قطر 
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کاشمر جغتای عراق

گرم نانوکربن و عدم مصرف میلی 058فسفر به همراه  2/2ترکیبات تیماری دیگری نظیر  دراین اکوتیپ 

 تافزایش یافگرم نانوکربن، نیز نسبت به شرایط شاهد میلی 888گرم فسفر با  9آن و همچنین ترکیب 

(. 23-0 )شکل داری نداشتتفاوت معنیبا مقادیر تولید شده در دو اکوتیپ دیگر  این افزایش که البته

سطوح تیماری نسبت  همهداری را در در این آزمایش دو اکوتیپ جغتای و عراقی روند مشابه و غیر معنی

 دند.نشان دا از خود به شاهد

 

 

 

 

 

 MS  ایههای مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطمقایسه میانگین قطر ریشه تولید شده در اکوتیپ 23-0شکل 

 گرم(میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر )

 

 فرعیتعداد ریشه -4-4-5
 

ا هتیمارها و آثار متقابل آن همهنشان داد که  ریشهتعداد های نتایج جدول تجزیه واریانس داده

بودند.  داری تاثیر گذاراکوتیپ بر صفت تعداد ریشه جانبی به طور معنی× به جز اثر متقابل نانوکربن 

نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل سه جانبه تیمارها بر این صفت نشان داد که اکوتیپ عراقی در مجموع 

-0شکل ) کردهای ایرانی کاشمر و جغتای تولید های جانبی را نسبت به اکوتیپبیشترین تعداد ریشه

، در برتر بودا هاز نظر تولید ریشه جانبی نسبت به سایر اکوتیپوتیپ در آزمایشات قبلی نیز (. این اک98

ی عدد ریشه جانب 98گرم نانوکربن در شرایط عدم فسفر با تولید میلی 888تیمار  دراین آزمایش نیز 

 توانستگرم نانوکربن بدون فسفر( میلی 888. تیمار مذکور )کاربرد جزء بهترین اکوتیپ مورد مطالعه بود



 

889 

 

i h
i f-

i

i h
i g-

i

i

e-
g

i

e-
h

b

h
i g-

i

i

e d
e

i

g-
ief

a

c

d
e cd

c

d
e

d
e cd

0

5

10

15

20

25

30

35

بدون نانو میلی 888

گرم

میلی 058

گرم

بدون نانو میلی 888

گرم

میلی 058

گرم

بدون نانو میلی 888

گرم

میلی 058

گرم

بدون فسفر گرم فسفر2/2 گرم فسفر9

ی
انب

 ج
شه

 ری
داد

تع

کاشمر جغتای عراق

 78داری تا حدود های جانبی اکوتیپ جغتای را نیز به طور معنیعلاوه بر اکوتیپ عراقی، تعداد ریشه

-ریشه جانبی در پایین (. اکوتیپ کاشمر از نظر تعداد98-0درصد نسبت به شاهد افزایش دهد. )شکل 

ترین رتبه نسبت به دو اکوتیپ دیگر قرار گرفت. در بین سطوح تیماری مختلف، این اکوتیپ تنها پس 

داری در گرم نانوکربن توانست افزایش معنیمیلی 888گرم فسفر به همراه  9از دریافت ترکیب تیماری 

 .(98-0های جانبی نسبت به شاهد نشان دهد )شکل تولید ریشه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-های مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطمقایسه میانگین تعداد ریشه جانبی تولید شده در اکوتیپ 98-0شکل 

 گرم(میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر ) MS   های 

 

 وزن تر ریشه-4-4-6

 

ها بر تیمارهای مورد بررسی و آثار متقابل آن همهحاصل از آنالیز واریانس، نتایج بر اساس 

داری برهمکنش سه جانبه تیمارها، (. نظر به معنی5-0تغییرات وزن تر ریشه تاثیر گذار بودند )جدول 

گرم وزن تر میلی 888گرم فسفر به تنهایی، با تولید  2/2 در تیمار نشان دادنتایج مقایسه میانگین 

 (.98-0)شکل  کردتر ریشه را نسبت به سایر تیمارها تولید یشه، بیشترین وزنر
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کاشمر جغتای عراق

 

 

 

 

 
   ای ههای مختلف شیرین بیان رشد یافته در محیطمقایسه میانگین وزن تر ریشه تولید شده در اکوتیپ 98-0شکل 

MS ( میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر.)گرم 

 

اکوتیپ جغتای که در تیمار شاهد از بیشترین تعداد ریشه جانبی برخوردار بود، در بین سایر ترکیبات  

بدون کاربرد گرم فسفر  9گرم نانوکربن و میلی 058گرم فسفر به همراه  9تیماری تنها در تیمارهای 

 98-0همانطور که در نتایج شکل  .نمایدها حفظ نانو توانست این برتری را نسبت به دیگر اکوتیپ

ر تداری را در تولید وزنشود تیمارهای مورد استفاده در اغلب سطوح تیماری افزایش معنیمشاهده می

گرم فسفر به  2/2سطوح تیماری بجز کاربرد  تمامیاکوتیپ کاشمر نیز اگرچه در  .دهندریشه نشان می

اهد تر نسبت به شهای وزینداری در تولید ریشهتنهایی )بدون حضور نانوکربن( توانست افزایش معنی

کسب کند، با این حال میزان این افزایش از دو اکوتیپ دیگر کمتر بود. بنابرین این اکوتیپ از نظر تولید 

  (. 98-0ترین رتبه نسبت به سایرین قرار گرفت )شکلایینتر بالا در پهای با وزنریشه

 وزن خشک ریشه -4-4-7

 

( تیمارها )نانوکربن و اکوتیپ تمامیبجز اثر ساده فسفر،  ،نتایج جدول تجزیه واریانسبر اساس 

(. مقایسه میانگین 5-0داری بر صفت وزن خشک ریشه داشتند )جدول ها تاثیر معنیو آثار متقابل آن

ا از نظر هدار بین اکوتیپرغم وجود تفاوت معنیتقابل فسفر، نانوکربن و اکوتیپ نشان داد که علیاثر م

تولید و تجمع ماده خشک ریشه در شرایط شاهد )عدم فسفر و مصرف نانوکربن(، اکوتیپ جغتای توانست 
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کاشمر جغتای عراق

خشک ریشه را گرم فسفر، بالاترین وزن  9گرم نانوکربن به همراه کاربرد میلی 058تحت تیمارهای 

کیب ترکیبات تیماری به جر تر بیشتر(. اکوتیپ عراقی با تاثیر پذیری مثبت از 92-0تولید نماید )شکل 

داری را در وزن خشک ریشه نسبت گرم نانوکربن توانست افزایش معنیمیلی 888گرم فسفر همراه با  9

گرم فسفر به  2/2تیمارها شامل کاربرد ای بود که در برخی این افزایش به گونهبه شاهد ایجاد نماید. 

گرم نانوکربن، جایگاه این اکوتیپ را به بالاترین سطح نسبت به دو میلی 058تنهایی و نیز به همراه 

داری تحت تاثیر ترکیبات که اکوتیپ کاشمر به طور معنی(. در حالی92-0ر ارتقا داد )شکل اکوتیپ دیگ

ت به داری نسبقرار نگرفت و در هیچ ترکیبی افرایش معنیتیماری سطوح مختلف فسفر و نانوکربن 

ترین میزان وزن خشک ریشه را نسبت شاهد نشان نداد. ضمن اینکه در این آزمایش در مجموع، پایین

 (.92-0)شکل  کردتولید به دو اکوتیپ دیگر 

 

 

 

 

 

-شیرین بیان رشد یافته در محیطهای مختلف مقایسه میانگین وزن خشک ریشه تولید شده در اکوتیپ 92-0شکل 

 گرم(.میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر ) MS   های 

 

 ریشه  اسید گلیسیریزیکمحتوای  -4-4-8

 

قابل ریشه از آثار ساده و مت اسید گلیسیریزیکبه نتایج جدول تجزیه واریانس، محتوای  توجهبا 

(. نتایج مقایسه میانگین 5-0داری تاثیر پذیرفت )جدول تیمارهای مورد بررسی به طور معنی تمامی

یکسانی  بود که اگرچه روند امراین  بیانگربرهمکنش سه تیمار فسفر، نانوکربن و اکوتیپ بر این صفت 
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کاشمر جغتای عراق

ا این روند ب سطوح تیماری و نیز شرایط شاهد از نظر تولید این ماده موثره وجود داشت، ولی تمامیدر 

(. بر اساس نتایج حاصله در 99-0داری بین سطوح مختلف همراه بود )شکل معنی مقادیرهای تفاوت

گرم نانوکربن(، اکوتیپ میلی 058گرم فسفر و  9کاربرد بالاترین سطح تیمارهای فسفر و نانوکربن )

ریشه را نسبت  ن خشک(گرم بر گرم وز)میلی00/8 اسید گلیسیریزیککاشمر توانست بیشترین میزان 

ن سطوح ترکیبات تیماری ای تمامیها تولید نماید. همچنین این اکوتیپ توانست در به سایر اکوتیپ

 ریزیکاسید گلیسی دارای بیشترین مقداربرتری را نسبت به دو اکوتیپ دیگر حفظ نماید و در مجموع 

 99-0کل حاصله در شنتایج . بر اساس های قبلی این تحقیق نیز مطابقت داشت. این نتیجه با یافتهبود

 تمامیایرانی کاشمر و پس از آن جغتای با تاثیر پذیری مثبت از گردد که دو اکوتیپ مشاهده می

ت به نسب ریشه اسید گلیسیریزیکداری در محتوای ترکیبات تیماری فسفر و نانوکربن افزایش معنی

اکوتیپ عراقی در شرایط بدون فسفر حاصل نگردید. که این نتیجه در اند. در حالیشرایط شاهد داشته

گرم نانوکربن افزایش ناچیز و غیر میلی 058و  888ای که در شرایط عدم مصرف فسفر با کاربرد به گونه

د که رسداری در ماده موثره این اکوتیپ نسبت به تیمار شاهد حاصل گردید. بنابرین به نظر میمعنی

ربنی در افزایش ماده موثره به سطوح مختلف اعمال آن و نوع اکوتیپ و نیز تاثیر گذاری تیمارهای نانوک

 .آن با سایر تیمارها بستگی دارد تقابل

 

 

 

 

  

شد های مختلف شیرین بیان رریشه تولید شده در اکوتیپ اسید گلیسیریزیکمقایسه میانگین محتوای  99-0شکل 

-میلی 058و  888،  8گرم( و نانوکربن ) 9و  2/2،  8غنی شده با سطوح مختلف فسفر ) MS   های یافته در محیط

 گرم(.
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های برگ، ساقه و ریشه ریزنمونه دریخت ارتر یهایشهر یلقاآزمایش پنجم: ا-4-5

 در شرایط کاربرد و عدم کاربرد استوسرینگون نبیاشیرینمختلف های اکوتیپ

ای هی اکوتیپهای برگ، ساقه و ریشههای تراریخت از ریز نمونهدرصد تولید ریشهنتایج تجزیه واریانس  0-0جدول 

 شرایط کاربرد و عدم کاربرد استوسرینگوندر بیان با سنین مختلف مختلف شیرین

 های تراریختدرصد تولید ریشه درجه آزادی   منابع تغییرات                           

 87/08** 2            اکوتیپ                                                                                                                       

 51/2580 ** 8 استوسرینگون

 89/8925 ** 9                                                                سن ریزنمونه

 10/2289 ** 2 ریز نمونهنوع 

 82** 2                         اکوتیپ* استوسرینگون                                                                                                          

 ns 87/0 0 سن ریزنمونهاکوتیپ* 

 11/80** 0               ریز نمونه                                                                                                                    نوع اکوتیپ* 

 29/587** 9 سن ریزنمونهاستوسرینگون*

 03/107** 2 ریزنمونهنوع استوسرینگون*

 91/8801** 0 ریز نمونهنوع *سن ریزنمونه

 ns 00/0 0 سن ریزنمونهاکوتیپ* استوسرینگون*

 ns 01/9 0               ریز نمونه                                                                                                                    نوع اکوتیپ* استوسرینگون*

 ns27/7 82                                                                                                                                  ریزنمونهاکوتیپ* نوع ریز نمونه*سن 

 830/911** 0 ریزنمونهنوع *سن ریزنمونهاستوسرینگون*

 2/091** 81                                                                                                                      نمونه             ریزنوع *سن ریزنمونهاکوتیپ* استوسرینگون*

 7/8 280 خطا

 20/81  ضریب تغییرات)%(

 دهدعدم معنی دار را نشان می nsدرصد و  8و  5به ترتیب بیانگر معنی داری در سطح  **و  *
  

. 

اثیر داری تحت تهای تراریخت به طور معنینتایج جدول تجزیه واریانس نشان داد که درصد تولید ریشه

(. در بین آثار 0-0هریک از تیمارهای اکوتیپ، استوسرینگون، سن و نوع ریز نمونه قرار گرفت )جدول

ه آثار متقابل سه جانبدر که دار نبود. در حالیمتقابل دوجانبه تنها اثر اکوتیپ و سن ریز نمونه معنی
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دار بود. نتایج مقایسه میانگین این صفت در فقط اثر توام استوسرینگون با سن و نوع ریزنمونه معنی

درصد و  51/0ها در اکوتیپهای تراریخت های مختلف نشان داد که متوسط درصد تولید ریشهاکوتیپ

(، اکوتیپ ایرانی کاشمر  90-0غیر بود)شکلدرصد مت 80/0درصد تا  81/5ی تغییرات این صفت از دامنه

ز ا به صورت مشترکو جغتای  عراقی اکوتیپدو که صد تراریختی را نشان داد در حالیبالاترین در

 . (90-0)شکل  ترین میزان این صفت برخوردار بودندپایین

 

 

 

 
 بیانهای مختلف شیریناکوتیپ های تراریختتولید ریشهمقایسه میانگین درصد  90-0شکل            

  

 یاکترتا بتب هدتیح شتتلق یاتههتیزنمونر در تراریخت یاتههتیشر تاکنون گزارشات زیادی از ایجاد

 ،(2881ران، اتهمک و ارتتو)مهر Glycyrrhiza glabraیى دارو نگیاها در ،نزوژیزر مباکتریووگرآ

Silybum  marianum (2881ران،اتتهمک وا تتهنمر)،Gynostemma  pentaphyllum  و)چانگ 

 وى تت)ل Saussurea medusa ،(8310 ران،اتهمک وانو ت)م Scopolia japonica ،(2885 ران،همکا

 ن)پوتالو Artemisia annua و( 8337 ران،اتتهمک وى تتکآ) Atropa belladonna ،(2880ران،اتتهمک

 یباکتر سویهنوع  د،خو تمطالعا در( 2885) رانهمکا و رهاکولکاد ست.ا هشد ارائه( 2887ران،همکا و

 تاتمطالع درند. دکر نبیا تراریخت یهایشهر دیجاا درمل موثر اعو انعنو به راها گونه حساسیت و

تلقیح شیرین  به درقا LBA9402 و A4 یهاسویه ،(2881) رانهمکا و تنا و( 2880)و همکاران و تلنکاکو

 یهایشهر تشکیل درمهمى  نقش هگیا در نمورهو انکه میز ستا داده ننشا تمطالعاند. دنبو نبیا

 Rauvolfia ه( گیا2889) رانهمکا وها دسو مطالعه در. دارد هاآنیکى ژفولوورم تخصوصیا و تراریخت

micrantha به رامر این الیل د که ،تولید شدندبالا  به رو وشد کند ر تبا خصوصیا مویین یهایشهر 
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ند که دکر ارش( گز2880) رانهمکا و ارلپیزآ. نسبت دادندخلى دامونى رهو دلتعا وکسین ا انمیز

شتن دامانند  تراریخت یهایشهر تخصوصیا از بسیاری هقهو هگیا در هتولید شد تراریخت یهایشهر

 کد یهاژن وتمتفا نبیا به رایژگى وین الیل د وشتند اند رایى امین گرز معد و اوانفر تنشعاباا ک،کر

شى ار( نیز گز2881) رانهمکاوند. تنا دادنسبت  گیاهى منوژ به هشد وارد rol یهاژن وکسین ا هکنند

 Atropa مقایسه با در نبیا شیرین تراریخت یهایشهر وتیژگى متفاو ردمو درمشابه با تحقیق حاضر 

belladonna ، Solanum tuberosum و Lycopersicon esculentum ینکه اتوجه به  با ند.دئه کرارا

 نگیاها جمله از دو هر ده،رتت پتک پشتسوعر و کشاهبیز ری،منه خزدر فخلا بر نشیرین بیاو  هقهو

تراریخت  یهایشهر وتیت متفاتخصوص ودیدتا حتت ،ندتباشىتم رقطو یهایشهر دارای و چندساله

 داد. نسبت نمیزبا هنوتیپ گیاژ به انتومى را هاآن

 ف درهای مختلاکوتیپها با استوسرینگون نشان داد اثر متقابل اکوتیپ ی میانگینمقایسه نتایج

 .(95-0)شکل  شتندرا داتراریخت یشه رنی اوافرار بالاترین مقدن، ستوسرینگووى ااتتحى اتتیطهتتمح

های داری را در نرخ تولید ریشهحاوی استوسرینگون تفاوت معنی MSمحیط  های مختلف دراکوتیپ

داری از این نظر که در شرایط عدم مصرف استوسرینگون تفاوت معنیدند. در حالیتراریخت نشان دا

حاوی استوسرینگون اکوتیپ کاشمر بالاترین  MSهای رشد یافته در محیط وجود نداشت. در بین اکوتیپ

که اکوتیپ (. در حالی95-0د اختصاص داد )شکلهای تراریخت را به خودرصد( تولید ریشه 23/1درصد )

( نیز به نقش مثبت 2880بود. کومار و همکاران ) ترین رتبه برخوردارقی در همین شرایط از پایینعرا

یاهان توتون با باکتری اگروباکتریوم رایزوژنز در افزایش چهار استوسرینگون در محیط هم کشتی گ

 Berberis aristataاض نقرض امعره در اتگیدر  های تراریخت تاکید کردند.برابری فراوانی القای ریشه

 (.2885)بریجاوال و تامو ت تشدای تپرا در مویین ى یشههاى راتلقایش ازتفا کاربرد استوسرینگون زتنی

 وتتفا را هیک گیا مختلف یهایزنمونهریختى بین ارنى تراوافر فختلاالیل د ،(2888) رانهمکا وپر دو

 .نددکر نبیا هالیکى سلوژفیزیولو تخصوصیا
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و  در شرایط مصرف بیانهای مختلف شیریناکوتیپ های تراریخت درتولید ریشهمقایسه میانگین درصد  95-0شکل 

 عدم مصرف استوسرینگون

  

 ای حاصل ازهمقایسه میانگین اثر متقابل استوسرینگون با سن ریز نمونه نشان داد که ریز نمونهنتایج 

بالاترین کارایی )به ترتیب  دارایای در شرایط مصرف استوسرینگون، سه و چهار هفته هایگیاهچه

که در همین شرایط حالی (. در90-0های تراریخت بودند )شکل در تولید ریشهدرصد(  9/88و  80/88

ترین راندمان تولید ریشه تراریخت برخوردار بودند. با توجه به نتایج ای از پایینهفته 1های گیاهچه

ای در شرایط عدم مصرف استوسرینگون، هفته 1و  2های ، مشاهده شد که گیاهچه90-0 حاصل از شکل

 های تراریخت را دارا بودند.ترین نرخ تولید ریشهبه طور مشترک پایین

 

 

 

 

 

 

 

های متفاوت ای در اکوتیپهای تراریخت در سنین مختلف گیاهچهمقایسه میانگین درصد تولید ریشه 90-0شکل

  در شرایط حضور و عدم حضور استوسرینگونشیرین بیان 
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رگی در ریزنمونه ب با نوع ریز نمونه نشان داد کهی میانگین برهمکنش استوسرینگون مقایسه همچنین

برخوردار بود و  درصد( 75/82ی تراریخت )شرایط مصرف استوسرینگون از بالاترین درصد تولید ریشه

(. اما در شرایط عدم 97-0)شکل داشتند های بعدی قرارههای ساقه و برگ به ترتیب در رتبریزنمونه

از کارایی یکسانی در تولید ریشه تراریخت برخوردار  ساقه و ریشهمصرف استوسرینگون هر دو ریزنمونه 

ریشه در شرایط عدم مصرف  یهای تراریخت از ریز نمونهکه تولید ریشه ،بودند. نتایج نشان داد

که سن  دندکر ارشگز( 2881قیتی در پی نداشت. مهروترا و همکاران )استوسرینگون تقریبا هیچ موف

-یژگىو روییزنمونه بر ر سن ایرز ،شته باشدداتاثیر  تراریخت یهایشهرنى اوافر رویند اتویزنمونه مىر

ن رینگوتتتستوساه تتتایی کتتتنجاز آ است موثر آنیختى ارنایى تراتو نتیجه در و لیکى سلوژفیزیولو یها

یش افزا ،ستاح رتمطم اکتریوتبوگررى زاى ااتبیمى اتهژن یهل تحریککنندتتتعامان وتتته عنتتتب

 .(2883)مرادی و همکاران  نیستر نتظار آن دور از اوتحضن در ماسیورنسفوایی تررآکا

 

 

 

 

 

 

 بیان در شرایط حضور وهای مختلف گیاه شیریناز ریزنمونه های تراریختدرصد تولید ریشه مقایسه میانگین 97-0شکل

 عدم حضور استوسرینگون

 

یش افزا وند دار تراریخت یهایشهر یلقاا در ایهعمد تاثیر دهستفاا ردیزنمونه مور عنو و سن

یختى ارتر در موثر یهارفاکتو ترینممه از لیکى سلوژیژگى فیزیولوو درلیل تغییر دیزنمونه به رسن 

نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل نوع و سن ریز نمونه نشان داد که  (.2888ران،همکا و پرداباشد )مى
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های با سنین مختلف، کارایی متفاوتی را های مختلف )برگ، ساقه و ریشه( حاصل از گیاهچهریز نمونه

های لید ریشه(. بر این اساس بالاترین درصد تو91-0های تراریخت داشتند )شکل در تولید ریشه

ای تعلق داشت. به های سه هفتههای برگی تهیه شده از گیاهچهدرصد( به ریز نمونه 02/82تراریخت )

داری از ای، به طور معنیهای دو، سه و هشت هفتههای برگی حاصل از گیاهچهریز نمونهطور کلی 

تراریخت برخوردار بودند. در های های ساقه و ریشه، در تولید ریشهکارایی بالاتری نسبت به ریزنمونه

های ساقه در ها ریزنمونهای روند متفاوتی مشاهده شد و در این گیاهچههفته 0های که گیاهچهحالی

-های ریزنمونعمل نمودند. در حالی که در همه سنین مختلف گیاهچه ترموفق های تراریختتولید ریشه

( 2888) رانهمکا و یپاستر تتحقیقا درگی برخوردار بودند. ترین رتبه از نظر این ویژهای ریشه از پایین

یختى با ارسیله تروها به گیاهچه از حاصل رسنا یهاجنین سن ویختى ارنى تراوافر بین دییاز طتباار

 یش یافت.افزاصد در 5به  2/8 ازیختى ارنى تراوافر ،هاکاهش سن گیاهچه با و شد همشاهد مباکتریووگرآ

 جهت Gmelina arborea های گیاهثر سنین مختلف گیاهچها مطالعه در( 2885) رانهمکا و رهاکولکاد

حاصل  یهایز نمونهر مذکور، تحقیق در. کردندگزارش  رانز نتایج مشابهى وژیزر مباکتریووگرآبا  تلقیح

 از حاصل یهایزنمونهر ،و بودند هشد بنتخاا تلقیح ایبر روزه 98تا  25 و 28 تا85 ،5 یهاگیاهچه از

 ند.داد ننشا راصد( در 92یشه )ر یلقاا بیشترین روزه 5 یهاگیاهچه

 درشد ر ایین برابنابر وباشند مى یبالاتر یتکثیر انتو دارای هگیا ترانجو یهابخش وها بافت معمولا

. یابدکاهش می نیز آن تکثیر انتو هیش سن گیاافزاهستند. با  تربیختى مطلوارتر و ویتروین ایط اشر

شته باشد. اند را تکثیر انیخت توارتر لسلوممکن استما ا گردد،حاصل مییختى ارتر رتین صوا در

ین ا از نتیجه در و دشومى هالسلو وها باعث تمایز بیشتر بافت گیاهى یهاامندا و هیش سن گیاافزا

 یباقر) اردگذمى تاثیر( مباکتریووگرآجمله از) زا ریمل بیمااعو با لسلو مقابله وطریق بر قابلیت تکثیر 

 مقایسه در ایهفته شش ییشههاریختى ارتر در( 2881) رانهمکا و تنا تشاارگز در(. 8917 ر،صفا و

 .شدند ارشگز تلقیح ایمناسب بر هاییزنمونهر انتر به عنومسن یهایشهر ای،هفته سهی هایشهربا 
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های مختلف در سنین متفاوت تراریخت حاصل از ریزنمونههای درصد تولید ریشهمقایسه میانگین  91-0شکل 

 بیانای در گیاه شیرینگیاهچه

 

درصد در  29ای با میانگین هفته دو ، برگتلقیح  جهتمناسب ریزنمونه نوع و  نماز که داد ننشانتایج 

ین ا درها یزنمونهرین ایختى ارصد تردر بیشترین ،با سایر سنین مقایسه در که دبو حضور استوسرینگون

یزنمونهر در که ایگونه به ،کاسته شد مویین یهایشهر تولید انمیز ازیش سن افزا با و شد دیجااسن 

، شد ارشگز بعد از جوانه زنیمویین  یهایشهرصد تولید درکمترین  ساقه و گبر ایهفته هشت یها

و از بین رفتند، دلیل  ندشد ایهقهو مباکتریووگرآثر تلقیح با ا در ترانجو یهایشهر یهایزنمونهرکثر ا

 هفاعى گیادمکانیسم  به انتومى را هین پدیدا. است مباکتریووگرآ این امر احتمالا به علت بیماری زردی

 ییزر برنامه گمنجر به مر که دادیط طبیعى نسبت اشر درنز وژیزر مباکتریووگرآگى با دلوآ مقابل در

 (.2881 ران،همکا و نمانااسریر) دشوخمى مىز بافت در دهمر یهالسلو از یسد دیجاا و لسلوه شد

های هبر درصد تولید ریش ی استوسرینگون، سن و نوع ریزنمونهنتایج مقایسه میانگین اثر سه جانبه

ای شیرین بیان، در مجموع از بالاترین ریز نمونه برگ حاصل از گیاهچه سه هفته تراریخت نشان داد که

سایر ترکیبات (. علاوه بر این ترکیب تیماری، 93-0راریخت برخوردار بودند )شکل های تراندمان ریشه
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-ن گیاهچهسایر سنی از های تراریختهبیان در تولید ریشههای برگی شیرینمبین برتری ریزنمونه تیماری

 های ساقه و برگ در همین شرایط به ترتیب دردر شرایط مصرف استوسرینگون نیز بود و ریزنمونه ای

های بعدی قرار گرفتند. با این حال در شرایط عدم مصرف استوسرینگون در اغلب سنین مختلف رتبه

داری بین ریزنمونه برگ، ساقه و تولید تفاوت معنی ای(های دو هفته)به استثنای  گیاهچهای گیاهچه

استوسرینگون، نیز همانند شرایط مصرف  با این وجود در این شرایط های تراریخت وجود داشت.ریشه

 های تراریخت برخوردار بودند. بنابر نتایج حاصله بهترین کارایی تولید ریشههای ریشه از پایینریزنمونه

ها، ریزنمونه برگی به میزان بیشتری از مصرف ریز نمونه همهرغم تاثیر پذیری رسد علینظر می

   فتند.های تراریخت تاثیر پذیراستوسرینگون، در راستای تولید ریشه

 

 

 

 

 

 

 

ی اهای مختلف در سنین متفاوت گیاهچههای تراریخت حاصل از ریزنمونهدرصد تولید ریشهمقایسه میانگین  93-0شکل 

 بیان در شرایط مصرف و عدم استوسرینگوندر گیاه شیرین
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 های چند روزهگیاهچه در از ناحیه هیپوکوتیل یختارتر یهایشهر یلقاآزمایش ششم: ا-4-6

  با استوسرینگون و فاقد آنو عدم تحت تیمار  نبیاشیرینهای اکوتیپ در

مر، کاشهای اکوتیپبا سنین مختلف از های گیاهچهناحیه هیپوکوتیل .  نتایج تجزیه واریانس تلقیح  7-0جدول 

 بیان تحت شرایط مصرف و عدم مصرف استوسرینگونجغتای و عراقی شیرین

 دهدعدم معنی دار را نشان می nsدرصد و  8و  5داری در سطح به ترتیب بیانگر معنی **و  *
 

تیمارهای اکوتیپ،  تمامیهای تراریخت، از درصد تولید ریشه ،هاتجزیه واریانس داده نتایجبا توجه به 

نتایج  (.7-0داری تاثیر پذیرفت )جدولها به طور معنیاستوسرینگون و سن گیاهچه و آثار متقابل آن

و د یهای هفت روزهمقایسه میانگین برهمکنش اکوتیپ و سن گیاهچه، نشان داد که تیمار گیاهچه

را تولید کردند. در های تراریخت درصد( ریشه 99/58، بالاترین درصد )اکوتیپ ایرانی کاشمر و جغتای

ا هتراریخت در همه اکوتیپ هایترین کارایی تولید ریشهپایین از های دو روزه،که تیمار گیاهچهحالی

 (. 08-0)شکل  برخوردار بودند

 

 

 های تراریختتولید ریشه درجه آزادی منابع تغییرات                           
 79/030 ** 2            اکوتیپ                                                                                                                       

 83/2280 ** 8 استوسرینگون

 30/90088 ** 0 سن گیاهچه

 30/08** 2                         اکوتیپ* استوسرینگون                                                                                                          

 39/811** 82 سن گیاهچهاکوتیپ* 

 08/030** 0 سن گیاهچهاستوسرینگون*

 32/805** 82           *زمان                                                                                                                         استوسرینگون  اکوتیپ*

 90/9 10 خطا

 90/7  ضریب تغییرات)%(
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 هایی با سنین مختلف در اکوتیپهاهای تراریخت تولید شده از گیاهچهدرصد ریشه مقایسه میانگین 08-0شکل  

  یکاشمر، جغتای و عراق

 

ه اکوتیپ نشان داد کهای تراریخت تحت برهمکنش استوسرینگون و بررسی میانگین تولید ریشه

راریخت های تدار تولید ریشهمنجر به افزایش معنیرفت تیمار با استوسرینگون همانگونه که انتظار می

ه صورت بهای مورد بررسی دو اکوتیپ ایرانی کاشمر و جغتای ها گردید. در بین اکوتیپدر کلیه اکوتیپ

 حضور استوسرینگون به خود اختصاص دادند های تراریخت را دربالاترین درصد  تولید ریشه  مشترک

 . (08-0) شکل 

 

 

 

 

 

یان در بهای مختلف شیرینتراریخت تولید شده در اکوتیپهای درصد میانگین ریشه مقایسه میانگین 08-0شکل

  حضور و عدم حضور استوسرینگون

 

شان داد نبرهمکنش سطوح مختلف استوسرینگون و سن گیاهچه  درمقایسه میانگین این صفت،  نتایج
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دو روزه سه روزه چهار روزه پنج روزه هفت روزه هشت روزه

های هفت روزه در حضور استوسرینگون، نسبت به سایر تیمارها بیشترین درصد که تیمار گیاهچه

های دو روزه در حضور یا عدم حضور که گیاهچهبال داشت. در حالیدرصد( تراریختی را به دن 99/58)

-0)شکل ای را تولید نکردندهظهای تراریخت قابل ملاحن ریشهاستوسرینگون در محیط کشت، میزا

02.) 

 

 

 

 
 

 

 

 

ی با سنین مختلف در شرایط حضور و هاهای تراریخت تولید شده از گیاهچهدرصد ریشه مقایسه میانگین 02-0 شکل

 بیانعدم حضور استوسرینگون در گیاه شیرین

 

ف های مختلف در شرایط مصری اکوتیپهاگیاهچهنتایج مقایسه میانگین بر همکنش سه جانبه سنین 

و عدم مصرف استوسرینگون نشان داد که گیاهچه هفت روزه اکوتیپ کاشمر در شرایط مصرف 

-(. همچنین گیاهچه09-0)شکل  بودندبرخوردار های تراریخت استوسرینگون از بالاترین نرخ تولید ریشه

دو روزه، در شرایط مصرف استوسرینگون افزایش های سنین مختلف این اکوتیپ به استثنای گیاهچه 

های تراریخت نسبت به شرایط عدم مصرف استوسرینگون نشان دادند. بر داری را در تولید ریشهمعنی

دو اکوتیپ دیگر )جغتای و  یروزه 7های کاشمر، گیاهچه اساس نتایج مشخص شد که علاوه بر اکوتیپ

 های تراریخت بالاتری نسبت به سایرن راندمان تولید ریشهعراقی( نیز در شرایط مصرف استوسرینگو

و  های جغتایای نشان دادند. با این حال این افزایش در این ترکیب تیماری در اکوتیپسنین گیاهچه

های بعدی )دوم و سوم( پس از اکوتیپ کاشمر و به ترتیب در رتبه عراقی کمتر از اکوتیپ کاشمر بود

 ار گرفتند.قر
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هایی با سنین مختلف در شرایط حضور و های تراریخت تولید شده از گیاهچهمقایسه میانگین درصد ریشه 09-0شکل 

 بیانگیاه شیرین های مختلفاکوتیپ عدم حضور استوسرینگون در

 

ی اکوتیپ جغتای در های هفت روزه، تصویری از مقایسه میزان تولید ریشه در گیاهچه00-0شکل 

ه از ناحی یریشه شوددهد. همانطور که مشاهده میتلقیح و عدم تلقیح با باکتری را نشان میشرایط 

( گزارش 8339های تلقیح نشده پس از سه هفته تولید نگردید. هامیل و همکاران )هیپوکوتیل گیاهچه

به ژنوم  اگروباکتریوم TDNA( از قطعه rolهای های درگیر در القای ریشه )ژنکه انتقال ژن ندنمود

 ها، بر تبدیل مسیر غیر فعال اکسین و سایتوکنین به مسیر فعال تاثیرگذار است.و بیان آنگیاهی 

 

 
 

                                      

 

 

 

 گیاهچه هفت روزهب:                                          الف: شاهد                                    

روباکتریوم گباکتری ا AR15834نرخ تولید ریشه از گیاهچه هفت روزه اکوتیپ جغتای تلقیح شده با سویه  00-0شکل

 .  در مقایسه با نمونه تلقیح نشده
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یى شیرین دارو نگیاها مویین یهایشهر ازنز وژیزار مباکتریووگرآ یباکتر فسى حذربر-4-7

  نبیا

 مایع LBبه محیط  جامدکشت  محیط در دموجو مویین یهایشهر از کمى ارمقد بدین منظور

نتى بیوتیک آ از دهستفاا به زییگر نیاد ،LB محیط در یشد باکترر معد رتصو در. منتقل شود

 در و نشد همشاهد یشد باکترر از یثرا ،ساعت 72از بعد هشد تست یهانمونه درباشد. نمیسفوتاکسیم 

 .( 05-0بیوتیک منتقل شدند )شکلنتى آ ونبدها به محیط مایع یشهر نتیجه

 
 

 

 

 

 

 

 

 چپ( سمت) دهلوآ نمونه وست( را سمت) یباکتر ونبد نمونه ،LB محیط در مویین ییشه هار ککشت نو 05-0شکل 

  PCR واکنشانجام  با نشیرین بیا یهایشهریختى ارتایید تر-4-8

ز ، برای اطمینان ابر اساس مورفولوژی ظاهری تراریختهای ریشه تولید علاوه بر تائید در این تحقیق،

 استفاده شد. نیز PCRتکنیک  انجام موفق تراریختگی، از

  نشیرین بیا طبیعى یهایشهر و تراریخت یهایشهر از هشد اجستخرا DNAکیفیت -4-8-1

 

 شیرین هگیا طبیعى یهایشهر و تراریخت یهایشهر از هشد اجستخرا DNA رزگاآ ژل نتایج

 هباند مشاهد تک (00-0شکل ) داد ننشا راباند تک  یک ،چاهک هر در هیق شدرتز نمونه ایبر نبیا

 یبالا قسمت درلیل دهمین  به وشته اند ژل روی دییاز حرکت ،نومىژ DNAلیل سنگینى د به هشد
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 هتخریب شد DNAیا  RNA دجوو ههندد ننشا که یسمیراحالت  چنینهم. فتگر ارقر رزفوولکترا ژل

 هشد اجستخرا DNAپایین  کیفیت ههندد ننشا رزگاآ ژل رویسمیر بر ا دجوو. نشد مشاهدهنیز  ،باشد

 ه،شد اجستخرا DNA یفتومتروکترسپا ازحاصل  نتایج وضح وا یباندها تک دجوو سسااباشد. بر مى

 انمیز نانودراپ هستگاد از دهستفااسنجى با  غلظت روش در. دمناسب بو PCRکنش وا ایبر آن کیفیت

-نمونه در. شد یگیر ازهندا DNAسى کیفیت ربر اینانومتر بر 218و 208 یها جمو لطو در رنو بجذ

 پلاسمید ژل به طمربو رزفوولکترا ازحاصل  نتایج .دبو 2تا  1/8ین نسبت بین ا مطالعه ردمو یها

 پلاسمید اجستخراحل امر دنمیز بوآسمیر موفقیت ا ونبد یباند تک دیجاابا  نیز یباکتر از هشد اجستخرا

 .(07-0)شکل  دکر نبیا را

 

 

 

 

 بیان.شیرین تراریختهای ژنومی استخراج شده از ریشه DNA الکتروفورز ژل یک درصد آگارز 00 -0شکل 

کاشمر، جغتای و  تراریختهای ریشه به ترتیب 0تا  0های طبیعی و ریشه 9و  2 نشانگر یک کیلو باز. چاهک 8چاهک

 یعراق

 

 اجستخرانومى ژ DNA ایبر ازپلیمر ایهنجیرزکنش واتوسط  rolB ژن دجووسى ربر-4-8-2

 نبیا شیرین هشد

  

 از و rolB ژنختصاصى ا یگرهازغاآ از دهستفاابا  نبیا شیرین هگیا یهایشهریختى ارتر تایید

بیان در شکل های گیاه شیرینریشه PCRنتایج الکتروفورز محصولات . انجام شد PCRتکنیک  طریق

 تک ،مثبت( شاهد) یباکتر پلاسمید و تراریخت یشهر یهانمونهازیک  هر ای. برشودمشاهده می0-07
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 و تراریخت یهایشهربه  مربوط یهاچاهک ازیک  هر از همدآ بدست یید. تک باندهادگر هباند مشاهد

 در اول، چاهک در دموجو Kb 8کر مولکولى رما از همدآ بدست یبا باندها مقایسه در یباکتر پلاسمید

 رزفوولکترا نتایج باقى ماند. باند وننمونه شاهد منفى نیز بد به ط. چاهک مربوگرفتند ارقر bp 098 ناحیه

 .دشومى همشاهد (07-0) شکل در نبیا شیرین هگیا تراریخت یهایشهر PCR تمحصولا

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 رهشما ،(Kb)8کر مولکولى رماladder  چاهک. نشیرین بیا تراریخت ییشه هار PCR تمحصولا ژلنتایج  07-0شکل 
 ،کاشمر، جغتای و عراق  روزه 28 هایگیاهچه تراریختهای به ترتیب ریشه 0تا  2، شماره )کنترل منفی( مقطر آب 8

  )کنترل مثبت( یپلاسمید باکترتکثیر از  5 رهشما چاهک

 

 ،(2885) رانهمکا و رهاکولکاد ،(8337) رانهمکا وستیلر ا تبا نتایج مطالعا تحقیق ازین قسمت انتایج 

تولید  یهایشهر دنیخت بواربه ترتیب تر که ،(2883باسو ) جتى و یوگانانت و( 2881) رانهمکا وهنما ر

 Plumbago rosea و Lotus japonicus، Gmelina arborea، Silybum marianum نگیاها در هشد

 .دارد مطابقت ،ندد( تایید کرbp)rolB098 ژنختصاصى ا یگرهازغاآبا  PCRتکنیک از دهستفاا با را
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های های تراریخت گیاهچهتولید شده در ریشه اسید گلیسیریزیکارزیابی میزان  -4-9

 بیانهای مختلف شیرینهفت روزه در اکوتیپ

-کوتیپاهای تراریخت تولید شده در ریشه اسید گلیسیریزیکوزن تر و خشک و میزان نتایج تجزیه واریانس   1-0جدول

 بیان تحت تیمارهای فسفر و نانوکربن های مختلف شیرین

 دهد.عدم معنی دار را نشان می nsدرصد و  8و  5به ترتیب بیانگر معنی داری در سطح  **و  *
 

 تراریختهای تر ریشهوزن-4-9-1

 بیان نشان داد که فقط اثر ساده اکوتیپشیرین تراریختهای های وزن تر ریشهنتایج تجزیه واریانس داده

نشان داد که  تراریختهای (. مقایسه میانگین وزن تر ریشه1-0دار بود )جدولمعنی درصد 8در سطح 

 08/9090های کاشمر )با میانگین به اکوتیپمتعلق های تراریخت به طور مشترک ریشهبیشترین وزن تر 

اکوتیپ عراقی با تولید  .(01-0)شکل بودگرم( میلی 55/9088گرم( و اکوتیپ جغتای )با میانگین میلی

 ترین رتبه قرار گرفت.گرم در پایینمیلی 9811هایی به وزن ریشه

 

  

درجه  منابع تغییرات                           

 آزادی

یشه ر اسید گلیسیریزیک خشک ریشه تراریختوزن                       وزن تر ریشه تراریخت

 تراریخت

 52/000** 97/3358** 00/050558 ** 2            اکوتیپ                                                                                                                       

 ns99/88820 ns 32/13 **38/008 2 نانو

 ns 77/01808 **32/822210 **70/50 2 فسفر

 ns 55/22185 ns 15/911 **09/12 0 اکوتیپ* نانو

 ns 88/8885 *58/000 ns 75/3 0 اکوتیپ* فسفر

 ns 11/07080 ns 23/8 ns 80/88 0   نانو*فسفر

 ns 22/05309 ns 53/81 ns 18/8 1 اکوتیپ* نانو*فسفر

 97/8 77/97 89/88218 27 خطا

 01/22 05/2 82/9  تغییرات)%(ضریب 
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 بیانگیاه شیرینمختلف های اکوتیپ تراریخت هایتر ریشهمقایسه میانگین وزن 01-0شکل 

 تراریختهای وزن خشک ریشه-4-11-2

 
 رآثابیان نشان داد که شیرین تراریختهای های وزن خشک ریشهنتایج تجزیه واریانس داده

دار بود معنی  درصد 5متقابل اکوتیپ و فسفر در سطح  اثرو  درصد 8اکوتیپ و فسفر در سطح  یساده

ی اکوتیپ جغتا نشان داد که تراریختهای (. مقایسه میانگین اثر متقابل وزن خشک ریشه1-0)جدول

گرم وزن خشک ریشه، نسبت میلی 00/988گرم در لیتر( با تولید  9)  تیمار شده با بالاترین سطح فسفر

 های مورد بررسی با افزایشکه اکوتیپ نتایج نشان دادبه سایر تیمارها در گروه برتر آماری قرار گرفت. 

که این یافته با  از خود نشان دادندهای تراریخت داری در وزن خشک ریشهسطح فسفر، افزایش معنی

تایج میشرا و (. ن03-0دارد )شکل  های اصلی در آزمایش قبل مطابقتنتایج حاصل از ریشه

 باعث B5گرم در لیتر در محیط کشت میلی 9788( نشان داد افزایش غلظت فسفر به 2883همکاران)

 شود. می Catharanthus roseusهای گل پریوش افزایش بیوماس و میزان آلکالوئید
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یمار تحت تبیان های مختلف شیرینشده از اکوتیپ های تراریخت تولیدمیانگین وزن خشک ریشهمقایسه  03-0شکل 

 با سطوح مختلف فسفر
 

 اسید گلیسیریزیکمیزان -4-11-3

نشان  های تراریختتولید شده در ریشه اسید گلیسیریزیکمیزان نتایج جدول تجزیه واریانس             

بود دار عنیماصلی اکوتیپ، فسفر و نانوکربن و نیز اثر متقابل اکوتیپ و نانوکربن بر این صفت  آثار داد و

آماری  به لحاظ بیانهای مختلف شیریناکوتیپ اسید گلیسیریزیکدر این پژوهش، میزان (. 1-0)جدول

ای کاشمر با هترتیب به اکوتیپبه اسید گلیسیریزیکمیزان متفاوت بود. بیشترین و کمترین بسیار 

گرم بر گرم وزن )میلی 90/0با متوسط  یو اکوتیپ عراق گرم بر گرم وزن خشک()میلی 18/88متوسط 

منطقته برداشت ریشه  تاثیر در تحقیقی( 2880و همکاران) ساتو(. 58-0شکل)اختصاص داشت  خشک(

کته  و نتیجته گرفتنتد کردندهتای بیولوژیک آن بررسی مؤثره و فعالیتت بیان را بر میزان موادشیرین

درصد  81/2تا  02/8منطقه بین  3بیان برداشت شده از های شیرینریشه اسید گلیسیریزیکمیتزان 

 وضوعاین معلتت  ها. آندار بودو اثتر منطقته بر میزان اسید گلیسیریزیک معنی ر بودمتغیوزن مرطوب 

ارتفاع از سطح دریا و عرض جغرافیایی ذکر را شترایط محیطی متفاوت مانند میزان تابش خورشید، 

 تراریخت گیاه ییشهرسید سالیسیلیک بر ک امحردن برر ( با بکا2883) نیز رانهمکاو خلیلى  .کردند
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marianum Silybum ، یش افزاهمچنین و 1 ینرموثر سیلیماده یش ماافزامقابل و در یشهها وزن رکاهش

  .نددنموارش گزرا 5سیلیبین ویزاکاهش و 4سیلیبین و 3تاکسیفلین ی ها 2ننولیگناوفلا

 

 

 

 

یاه گ مختلف هایاکوتیپ تراریختریشه تولید شده در  اسید گلیسیریزیکمیزان  میانگین مقایسه 58-0شکل 

 بیانشیرین
 

باعث تنش اکسیداتیو و  MWCNTنانوکربن نشان دادند که استفاده از  (2885اسماعیلی و همکاران )

 اسیدپژوهش حاضر، میانگین  در ،گرددمی در برخی از گیاهان های ثانویهافزایش تولید متابولیت

بود که این  درصد 17/0نانوکربن های متفاوت بیان در غلظتشیرینهای مختلف اکوتیپ گلیسیریزیک

-میلی 50/9تا گرم نانوکربن( میلی 058در تیمار) گرم بر گرم وزن خشکمیلی00/88 محدودهمیزان در 

  .(58-0 شکل) قرار داشت عدم مصرف نانوکربن( )در تیمار گرم بر گرم وزن خشک

 

 

                                                 
1 Silymarin 

2 Flavonolignan 

Taksyflyn 3  

4 Silybin  

5 Ayzvsylybyn 
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ن نانوکرب مختلف هایتحت غلظت های تراریختریشهتولید شده در زیک مقایسه میزان اسید گلیسیری 58-0شکل 

MWCNT در گیاه شیرین بیان 

و افزایش غلظت آن در محیط کشت، تولید  گردد که با اعمال تیمار نانوکربنبر اساس نتایج مشاهده می

 داری یافته است.های تراریخت افزایش معنیدر ریشه اسید گلیسیریزیکماده 

داری تفاوت معنی های متفاوت فسفرغلظت تولید شده در اسید گلیسیریزیکمقدار در پژوهش حاضر،  

گرم بر گرم میلی 53/5( و کمترین )گرم بر گرم وزن خشکمیلی 85/1بیشترین )(. 52-0داشت )شکل

گرم فسفر و تیمار عدم مصرف آن  9به ترتیب در تیمارهای  اسید گلیسیریزیک ( میزانوزن خشک

 بدست آمد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

فسفر   های مختلفهای تراریخت تحت تیمار با غلظتمقایسه میزان اسید گلیسیریزیک تولید شده در ریشه 52-0شکل 

 بیاندر گیاه شیرین

 

 ردتولید شده از برهمکنش تیمارهای اکوتیپ و نانوکربن  اسید گلیسیریزیک درصدی تغییرات دامنه

این (. بالاترین میزان 59-0بود )شکل  متغیر گرم بر گرم وزن خشکمیلی35/80تا  27/2ی محدوده



 

827 

 

de

fg g

b

ef
e-g

a

bc
cd

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

کاشمر جغتای عراق

ه 
یش

ک ر
زی

ری
سی

گلی
د 

سی
ی ا

توا
مح

(
م ب

گر
ی 

میل
م 

گر
ر 

ک
خش

ن 
وز

)

شاهد میلی گرم888 میلی گرم058

شده از اکوتیپ کاشمر تیمار  تولید های تراریخت( در ریشهگرم بر گرم وزن خشکمیلی35/80صفت )

سید اگرم نانوکربن تولید گردید. این اکوتیپ پیشتر نیز موفق به تولید بالاترین درصد میلی 058شده با 

ت تیمار شده با نانوکربن، تفاوهای جغتای و عراقی های اصلی شده بود. اکوتیپدر ریشه گلیسیریزیک

ایش ها نیز با افزنداشتند. با این حال در هر یک از این اکوتیپداری با یکدیگر از نظر این صفت معنی

ها آن های تراریختدر ریشه اسید گلیسیریزیکداری در تولید سطوح تیماری نانوکربن، افزایش معنی

 حاصل نگردید.

 

 

 

 

 

های تیمار با غلظتهای تراریخت تحت مقایسه اثر متقابل  میزان اسید گلیسیریزیک تولید شده در ریشه 59-0شکل 

 بیانهای مختلف  گیاه شیرینمختلف نانوکربن  در اکوتیپ

 نتیجه گیری کلی -4-11

های فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی دو اکوتیپ ایرانی شیرین بیان به تدر پژوهش حاضر تفاو

استفاده در های کاشمر و جغتای و یک اکوتیپ خارجی از کشور عراق در پاسخ  به تیمارهای مورد نام

ای مورد بررسی قرار گرفت. در گام نخست، کاربرد پیش تیمارهای آب مقطر شرایط کشت درون شیشه

 زنی در بذور شیرین بیانو اسید سولفوریک جهت رفع خواب بذور نشان داد که بیشترین درصد جوانه

ت مورفولوژیک و های مختلف خصوصیادرصد اتفاق افتاد. اکوتیپ 31یک تیمار شده با اسید سولفور

جامد، مایع  MSهای کشت فیزیولوژیک متفاوتی را در شرایط کاربرد و عدم کاربرد زغال فعال در محیط
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های هر و هیدوژل نشان دادند. در اغلب صفات، افزایش یا کاهش خصوصیات مورفولوژیک گیاهچه

ف زغال فعال رشد اکوتیپ بسته به اینکه در چه محیطی و تحت چه شرایطی از مصرف یا عدم مصر

یافته اند، متفاوت بود. همچنین بیشترین میزان صفات فیزیولوژیک فنول، فلاونوئید، قند محلول و اسید 

های اکوتیپ کاشمر رشد یافته در محیط مایع مشاهده گردید. اگرچه اعمال گلسیریزیک در گیاهچه

این   نظر از را هااکوتیپ بین دارنیمع تفاوت آثار ها،تعداد و طول ریشه افزایش تیمارهای هورمونی و

 گرممیلی 5/8با  شده غنی محیط در یافته رشد کاشمر پوشاند، با این حال اکوتیپ حدودی تا صفات

اکوتیپ جغتای در بالاترین غلظت هورمون  .نماید تولید را هاریشه قطورترین توانست  IAA هورمون

IAA (5/8  بیشترین وزن تر ریشه را تولید )همچنین نتایج نشان داد اکوتیپ کاشمر در کردمیلی گرم .

بالاترین میزان اسید گلیسریزیک ریشه را تولید نمود.  بر  NAAو  IAAکلیه سطوح تیمارهای هورمونی 

جز بالاترین ری باساس نتایج اعمال تیمارهای فسفری و نانوکربنی اکوتیپ عراقی در کلیه ترکیبات تیما

میلی گرم نانوکربن توانست رتبه نخست تولید برگ را  888سطح فسفر به همراه عدم مصرف و مصرف 

عداد و وزن ترین و بیشترین تها کسب نماید. این اکوتیپ همچنین توانست طویلنسبت به سایر اکوتیپ

کوتیپ به همراه اکوتیپ جغتای حال این اها تولید نماید. با اینتر ریشه را نسبت به سایر اکوتیپ

داری در طول ساقه نسبت به تیمار شاهد ایجاد نمایند نتوانستند در اغلب ترکیبات تیماری افزایش معنی

گرم نانوکربن توانست افزایش میلی 058گرم فسفر همراه با  9ترکیب  دراما اکوتیپ کاشمر به ویژه 

 بدون نانوکربن گرممیلی 058 دریافت یپ همچنین باایجاد نماید. این اکوت در طول ساقهدرصدی  5/03

های قطور تولید ریشه از نظر صفت فسفر گرم 2/2 همراه به نانوکربن گرممیلی 888 نیز و فسفر دریافت

در بالاترین سطح تیمارهای فسفر و نانوکربن  ،. بر اساس نتایج حاصلهها برتر بوداز سایر اکوتیپ قرار

گرم نانوکربن(، اکوتیپ کاشمر توانست بیشترین میزان اسید میلی 058گرم فسفر و  9)کاربرد 

این تحقیق  های قبلیها تولید نماید. این نتیجه با یافتهگلیسیریزیک ریشه را نسبت به سایر اکوتیپ

 ماده موثره در سایر آزمایشات نیز مطابقت داشت. مبنی بر برتری این اکوتیپ در تولید این
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تراریخت  هایتواند بر میزان تولید ریشهدر این تحقیق به وضوح روشن گردید که سن و نوع ریز نمونه می

توان با کاربرد استوسرینگون نرخ این تراریختی را افزایش داد. در این راستا تاثیر بگذارد. همچنین می

ای شیرین بیان هفته 9های حاصل از گیاهچه های برگتراریخت در ریز نمونه هایدرصد تولید ریشه

اده های خراش دی هیپوکوتیل گیاهچههای ساقه و ریشه بود. همچنین تلقیح ناحیهبیشتر از ریزنمونه

زنده  های تراریخت را روی بافتشده که تحت تیمار استوسرینگون نیز قرار گرفتند، راندمان تولید ریشه

 بیانگر های تراریختگیاه شیرین بیان افزایش داد. استفاده از الیسیتورهای فسفر و نانوکربن در ریشه

ها با افزایش سطح فسفر بود. همچنین اعمال تیمار نانوکربن و دار وزن خشک این ریشهافزایش معنی

 های تراریختهی اسید گلیسیریزیک را در ریشافزایش غلظت آن در محیط کشت، تولید ماده موثره

 داری افزایش داد.شیرین بیان بطورمعنی

 پیشنهادات -4-12

شود موارد ذیل در تحقیقات آینده در های انجام شده در این پژوهش، پیشنهاد میبر اساس ارزیابی

 این گیاه مورد بررسی قرار گیرند:

 انیبنیریش گرید یهاپیاکوت یبررس .8

 استوسرینگونهای مختلف غلظتتاثیر بررسی  .2

  MSمحیط کشت  ساخت در رفته کار به مواد برخی الیسیتورها در تغییرارزیابی  .9

 کامپوزیت و بررسی تیمارهاتلقیح به طریق  .0

 هاو دیگر مواد در محیط کشت و ارزیابی و تاثیر آن نانوکاربرد  .5
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 گرفته شده با میکروسکوپ الکترونی MWCNTsتصویر نانو لوله کربنی  8پیوست شماره 

 

 
 

 

 

 

 گرم در لیترمیلی 5مربوط به نمونه استاندارد  HPLCنمایه  2پیوست شماره 

 

 

 

 

 

 

 گرم در لیتریمیل 058گرم فسفر و  9ریشه تراریخت اکوتیپ کاشمر تیمار شده با  9پیوست شماره 
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 در استوسیرینگون تاثیر بررسی (.2885سوداگر،ن ) گنجعلی.3 بهرامی پروانه.3 ابریشمچی ثریا.3 ابراهیمی

چهارمین کنفرانس ملی  (.Perovskia abrotanoides Karel).  برازمبل گیاه در موئین ریشه القای

 .فیزیولوژی گیاهی ایران

 

دانشگاه ابوعلی سینا. چاپ اول.  . انتشارات"راهنمای جامع کشت بافت گیاهی"(. 8911اثنی عشری، م )

 صفحه. 058

.انتشارات جهاد “ بیوتکنولوژی گیاهان دارویی و تولید داروهای گیاهی“ (8915اصغری، غلامرضا )

 صفحه.217دانشگاهی  اصفهان. 

 080.انتشارات دانشگاه فردوسی مشهد. "مبانی کشت بافت گیاهی"( 8917باقری، عبدالرضا و صفار، مهری )

 صفحه.

حاجی مهدی پور، هما، امن زاده، یعقوب، حسنلو، شکرچی، مریم، عابدی، زهرا و پیر علی همدانی، مرتضی 

صل ف "های مختلف ایرانبررسی کیفیت ریشه های شیرین بیان جمع آوری شده از رویشگاه "(8917)

 .880-880نامه گیاهان دارویی. سال هفتم. دوره سوم. صحفه 

ریشه های موئین منبعی برای تولید ترکیبات “ (8917مسعلی و رهنما، حسن )حسنلو، طاهره، رضازاده، ش

 .87-8. صفحه 23.فصل نامه گیاهان دارویی، شماره“ با ارزش دارویی

جلد سوم. انتشارات دانشگاه شیراز.  ".گیاه افزائی )ازدیاد نباتات(: مبانی و روشها "(.8912خوشخوی، م. )ج 

 .385-8007چاپ چهارم. 

فصلنامه رویکردهای نوین  ".HPLCای کروماتوگرافی اصول عمومی روش تجزیه" (.2887زاده، ر )صباغ 

 .8(2) 05-58در آزمایشگاه های علمی ایران 

 

 نیریش ییدارو اهیدر گ ییمطالعه کالوس زا، 8932 رزا،یچقام انوشیو ک یزبرجد رضای3 معصومه؛ علیصفر

 شیهما نیو چهارم رانیا یاسلام یجمهور یوتکنولوژیب شیهما نیهشتم (، Glycyrrhiza glabra)  انیب

 .اندانشگاه تهر ران،یا یاسلام یجمهور یوتکنولوژیتهران، انجمن ب ،یستیز تیامن یمل

 . رویان : مجله نوین کشاورزی.(. نقش کشت بافت در توسعه کشاورزی8971عادلی مسبب، ف. )

.انتشارات دانشگاه  مشهد.ترجمه. “ بیوتکنولوژی گیاهیاصول “ (8912فارسی، محمد و ذوالعلی، جعفر )

 صفحه.035
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. انتشارات دانشگاه آزاد اسلامی "گیاهان دارویی و معطر شناخت و بررسی آنها"( 8911قاسمی، عبدالله )

 صفحه. 508واحد شهرکرد. 

های اکوفیزیولوژیکی جنبه. 8910قنبری، ع.، رحیمیان، ح.، صدقی، م.، نصیری، م. کافی، م و راستگو، ا. 

 9های زراعی ایران، .مجله پژوهشدر واکنش به دما Glycyrrhiza glabraبیان زنی شیرینجوانه

(2:)275-209. 

 فیزیولوژی گیاهی“( 8912کافی، محمد، زند، اسکندر، کامکار، بهنام، شریفی، حمیدرضا و گلدانی، مرتضی )

 صفحه. 973مشهد..جلد دوم، انتشارات جهاد دانشگاهی “

، ع. مهرآفرین، س. شهریاری و ر. خلیقی سیگارودی ، ف.آخوندزاده، ش.بادینقدی ، م.، ح.احمدیخان 

 فصلنامه گیاهان دارویی(Glycyrrhiza glabra) بیانمروری بر گیاه دارویی شیرین. 8932آقایی. حاجی

82(2:)8-89. 

انتشارات سازمان بسیج دانشجویی. .“ گیاهیکشت بافت “ (8912معینی، احمد و کهریزی، دانیال )

 صفحه.908

گاه، قطر ریشه و نوع بافت بر میزان برخی مواد ثانویه تاثیر رویش“ (8930همتی خ، همتی ن، قائدی ا )

 .88-8. صفحه 93.نشریه فیزیولوژی مواد گیاهی، شماره“بیان در خراسان رضوی )قوچان(شیرین
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Abstract 

Licorice is an important medicinal plant containing glycyrrhizic acid as a secondary 

metabolite. In this study, the germination of three licorice ecotypes including Iraqi, 

Kashmar and Joghtay showed that the highest germination rate (80%) was obtained in 

Iraqi ecotype using 98% sulfuric acid. In vitro evaluation of seedling growth in solid, 

liquid, and hydrogel media with and without activated charcoal emphasized that the most 

of the morphological and physiological traits evaluated in liquid medium containing 

activated charcoal (2 g / l) were improved. The effects of IAA and NAA on rooting of 

different ecotypes and secondary metabolite content showed that the highest fresh weight 

and diameter of roots were obtained in Kashmar ecotype under 1.5 and 0.5 mg / l IAA, 

respectively. The highest amount of glycyrrhizic acid (1.33 mg/g DW) was also produced 

on medium supplemented with 1 mg/l IAA in Kashmar ecotype. The effect of carbon 

nanotubes (0, 100 and 450 mg) and KH2PO4 (0, 2.2 and 3 g) different levels on growth 

of in vitro seedlings showed that increasing phosphorus and nano-carbon increased 

morphological and physiological traits such as Leaf, stem and root length, fresh and dry 

root weight and glycyrrhizic acid content in three ecotypes. The production of transgenic 

roots using Agrobacterium rhizogenes strain AR15834 showed the superiority of the root 

production in the 3-week-old of leaf explants treated with 200 micro molar acetosringone 

in Kashmar ecotype. In addition to these results, the highest frequency of hairy root 

production (60%) was also observed in 7-day-old seedling with acetosringone in Kashmar 

ecotype and the genetic transformation of hairy roots were validated by rolB gene PCR. 

Based on the findings of the previous steps, seedlings with transgenic roots attached to 

their hypocotyl were isolated and were transferred to the MS semi-solid medium 

containing different levels of carbon nanotubes MWCNTs (0, 100 and 450 mg) and 

KH2PO4 phosphorus (0, 2.2 and 3 g). The assay of Glycyrrhizic acid measured by HPLC 

in 14-day-old seedlings showed that Kashmar ecotype treated with 450 mg / L MWCNTs 

produced the highest amount of this active ingredient with an average of 16.951.33 mg/g 

DW. 

Keywords: Licorice, Glycyrrhizic acid, Mophological traits, Transgenic Root, , 

Nanocarbon MWCNT, Phosphorus. 
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