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ترين داروهای گياهی در دنيا را تشکيل داده و حاوی  بيان يکی از مهم های شيرين ها و استولن ريشه

در اين تحقيق . باشد مقادير زيادی ماده موثره گليسيريزين که يک نوع تريترپن ساپونين است، می

و  bAS ،SQS ،CYP88D6های  بيوسنتز اين متابوليت ثانويه شامل ژن های موثر در مسير بيان نسبی ژن

CYP72A154 جاسمونات مورد بررسی قرار  بيان در حضور متيل در کشت سوسپانسيون سلولی شيرين

بدون )همراه تيمار کنترل  جاسمونات در غلظت صد ميکرومولار در فاز رشدی ثابت به متيل. گرفت

ساعت  74و  28، 42ها در فواصل زمانی  ون سلولی اضافه و سلولبه سوسپانسي( متيل جاسمونات

و  bASنتايج نشان داد که دو ژن . دشبرداشت و ميزان بيان نسبی هر ژن محاسبه و نمودارها ترسيم 

CYP88D6  های  ساعت بعد از تيمار و ژن 28درSQS  وCYP72A154  ساعت بعد از تيمار  74در

های  افزايش بيان بيشتری نسبت به ژن SQSو  bASهای  ژن. ادندترين ميزان بيان را نشان د بيش

CYP88D6  وCYP72A154  نشان دادند زيرا ژنهایbAS  وSQS  در مسير اوليه بيوسنتز دخالت داشته و

و  CYP88D6های  که ژن ها مانند سوياساپونين نيز دخالت دارند در حالی نيز در بيوسنتز ساير ساپونين

CYP72A154  حضور  با توجه به اينکه قبلاً. نهايی بيوسنتز گليسيريزين دخالت دارنددر مسير

های درگير در مسير  دليل افزايش بيان ژن گليسيريزين در ريشه تاييد شده بود، اين تحقيق نيز به

ها در کشت سوسپانسيون سلولی شيرين بيان، حضور گليسيريزين  بيوسنتز و نيز پايداری نسبی بيان آن

 . لولی اين گياه تاييد کردرا در کشت س
 

 های کلیدی‬واژه
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عنوان منابع  های مخصوص که به گیاهان مقادير زيادی از متابولیت

 باشند، طبیعی شناخته شده و يک منبع غنی از داروهای مدرن می

در چین برای هزاران سال است که گیاهان . کنند تولید و ذخیره می

(. Yang et al. 2016)شوند  برای مصارف دارويی استفاده می

هزار متابولیت ثانويه در گیاهان  222شده است که تقريبا ورد آبر

که بر اساس منابع بیوسنتزی، ( Harvey et al. 2015)وجود دارد 

فنیل پروپانوئید، ترپنوئید و : های عمده تواند داخل گروه می

بندی  های ديگری با فراوانی کمتر طبقه اضافه گروه هالکالوئیدها، ب

های گیاهی نظیر شیرين بیان،  ز گونهتعدادی ا(. Qiu 2007)شوند 

ها و يولاف،  جینسینگ و همچنین گیاهان زراعی مانند لگوم

های نرمالشان در  عنوان بخشی از برنامه تريترپنوئید ساپونین را به

ها اغلب گیاهانی هستند که  اين. کنند رشد و توسعه سنتز می

 Haralampidis)گیرند  عنوان منابع داروئی مورد استفاده قرار می به

et al. 2002). 

 Glycyrrhiza) بیان های شیرين های گونه ها و استولن ريشه

uralensis ,Glysyrrhiza inflata, Glycyrrhiza glabra)  يکی از

دهند و محتوی  ترين داروهای گیاهی در دنیا را تشکیل می مهم

درصد از ماده  9تا  2)ثر گلیسیريزين ؤمقادير زيادی از ماده م

 Seki ) باشند که يک نوع تريترپنوئید ساپونین است، می( خشک

et al. 2011.) ًهای  های چوبی ريشه در بخش گلیسیريزين عمدتا

ها،  که سوياساپونین ها وجود داشته، در حالی ضخیم و استولن

های  نوعی تريترپن ساپونین، عمدتا در بذرها و ريشه چه -اولئونان

از طرف ديگر (. et al. 1993 Hayashi)شیرين بیان وجود دارد 

های کرکی  يک نوع تريترپن لوپان، در لايه -میزان بتولینیک اسید

(. et al. 1998 Hayashi)بیان زياد است  های ضخیم شیرين ريشه

دلیل خصوصیات دارويی آن بالا است  بیان به سطح استفاده شیرين

ر که منابع اين گیاه مناطق محدودی از دنیا را در ب در حالی

کالوس،  ای اين گیاه شامل کشت شیشه  کشت درون قبلاً. است گرفته

های مويی انجام گرفته  ريشه سوسپانسیون سلولی و کشت  کشت 

 Yoo and Kim 1976; Hayashi et al. 1988; Toivonen)است 

and Rosenqvist, 1999; Li et al. 2000.)    فقط دو گزارش از

 Yoo ) آزمايشگاهی وجود دارد شناسايی گلیسیريزين در مطالعات

and Kin 1976; Wongwicha et al. 2007.)  در کشت

هیچ گلیسیريزين  glabraبیان گونه  سوسپانسیون سلولی شیرين

که دو  در حالی( Hayashi et al. 1998)د شای تولید ن قابل مشاهده

و بوتیلیک اسید ( Hayashi et al. 1990)تريترپنوئید سوياساپونین 

(Hayashi et al. 1988 ) در کشت سوسپانسیون سلولی اين گیاه

بیان گونه  کشت سوسپانسیون سلولی شیرين. تولید شده بود

Inflata  گرم در لیتر وزن  52لیتری محتوی  5/7با بیوراکتور

روز از  19گرم وزن تر را بعد از  4/124ترسلول، ماکزيمم بیومس 

( Lc-MS/MS)  کشت نشان داده و آنالیز کروماتوگرافی مايع

حضور گلیسیريزين در عصاره سلولی را در مقايسه با استاندارد 

 (.et al. 2012 Ya-li)نشان داد 

تواند  است که کاربرد الیسیتورها می های اخیر گزارش شده در سال

. های ثانويه را در کشت سلولی گیاه بهبود بخشد تولید متابولیت

ين گروه از جاسمونات، تجمع چند استعمال خارجی متیل

 .et al)الکالوئیدها را در چندين گونه گیاهی تحريک کرده است 

1997 Saenz-Carbonell .) علاوه بر آن گزارش شده بود که

جاسمونات در يک بخش از مسیر عبوری،  اسید و متیل جاسمونیک

کنند تا واکنش  های مخصوصی را القا می هايی که آنزيم سیگنال

یل ترکیبات دفاعی با وزن مولکولی منظور تشک بیوشیمی را به

ها،  ها، آلکالوئیدها، کیونین فنل پايین در گیاهان، نظیر پلی

 Mizukami et)کنند، درگیر هستند  پپتیدها کاتالیز ترپنوئیدها و پلی

al. 1993 .)جاسمونات در کشت سلولی گیاه  چنین متیل هم

( Lu et al. 2001 )جنسینگ تولید ساپونین را تحريک کرده است 

بیوسنتز  glabraو کاربرد آن درکشت سلولی شیرين بیان گونه 

(. Hayashi et al. 2003)سوياساپونین را تحريک کرده بود 

 دوسکوالن،یاکس-3 ،2های اولیه  بیوسنتز گلیسیريزين شامل سیکل

که در  باشد در حالی معمول در هر دوی تريترپن و فیتوسترول، می

 C-11های اکسیداتیو در جايگاه  شتريترپن آمیرين يکسری واکن

( ای اکسیداسیون سه مرحله) C-30و ( ای اکسیداسیون دو مرحله)

هیدروکسیل به دنبال آن اتفاق  C-3و گلوکونوريلاسیون گروه 

دو ژن . افتد، اگرچه ترتیب دقیق محصول میانی ناشناخته است می

را های دخیل در مراحل اولیه تشکیل اسکلوتن تريترپن  که آنزيم

 bASو SQS (squalene synthase )کنند، عبارتند از  رمزيابی می

(amyrin synthase β( آمیزی از شیرين بیان  طور موفقیت که به

با اين وجود هیچ پیشرفتی در جهت . اند ايزوله شده glabraگونه 

  مقدمه
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های دخیل در اکسیداسیون متعدد و گلیکوزيلی شدن  شناسايی ژن

(. Seki et al.2008)ورت نگرفته است از آمین به گلیسیريزين ص

يک نقش بحرانی در واکنش اکسیداتیو در  P450های  سیتوکروم

ها  طی بیوسنتز محصولات متنوع طبیعی گیاهی، شامل تريترپن

از خانواده  CYP88D6نام  هها يک ژن ب ESTبا آنالیز . کنند بازی می

کسیداز، ا-11، شناسايی شد که اين ژن بتا آمیرين P450سیتوکروم 

 Seki)کند  يک آنزيم در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين، را رمزيابی می

et al. 2008 ) و نیز ژنCYP72A154  نیز که در مسیر نهايی

جداسازی  Uralensisبیوسنتز گلیسیريزين دخالت دارد از گونه 

 (. Seki et al. 2011)است  شده

راحل اولیه که در م bASو  SQSهای  در اين مطالعه الگوی بیان ژن

که  CYP72A154و  CYP88D6های  بیوسنتز گلیسیريزين و نیز ژن

در مراحل نهايی بیوسنتز دخالت دارند، در کشت سوسپانسیون 

جاسمونات  و در حضور متیل glabraبیان گونه  سلولی شیرين

ها در کشت  بررسی شد و اين اولین گزارش از الگوی بیان اين ژن

 .جاسمونات بود الیسیتور متیلسوسپانسیون سلولی در حضور 

 

های انجام شده  مواد گیاهی استفاده شده در اين تحقیق با بررسی

مقطر  بذور ابتدا در آب. آوری شد از منطقه سمیرم اصفهان جمع

استريل محتوی يک قطره مايع ظرفشويی شستشو داده شد و 

ر گرفته و دقیقه در اسید سولفوريک غلیظ قرا 15سپس به مدت 

. مقطر استريل شستشو داده شد سه مرتبه به مدت يک دقیقه با آب

بذور پس از خراش دهی در زير هود استريل با هیپوکلريت سديم 

دقیقه شستشو و سپس در محیط کشت  15درصد به مدت  3
1

2
MS به منظور تولید ساقه کشت گرديد. 

بیان مقدار کالوس کمی  گ در شیرينبا توجه به اينکه ريشه و بر

در . کردند، از هیپوکوتیل برای تولید کالوس استفاده شد تولید می

تولید کالوس افزايش  BAبیان با افزايش غلظت هورمون  شیرين

و  BAگرم در لیتر هورمون  میلی دودر اکثر منابع غلظت . يابد می

کالوس را در بیشترين تولید  D-2/4يا  NAAگرم در لیتر  میلی 5/2

استفاده شده بود رشد  NAAاند و زمانی که از هورمون  بر داشته

 Parsaiemehr and. )بود D-2/4کالوس و تراکم و رنگ آن بهتر از 

Mousavi 2009 .) دشبرای تولید کالوس از هیپوکوتیل استفاده .

ای کشت شده در محیط کشت نیم  هفته های دو هیپوکوتیل گیاهچه

MSهای  متری تقسیم و به پتری ديش یم سانتی، به قطعات ن

درصد ساکارز و  3محتوی MSاتوکلاو شده محتوی محیط کشت 

و نیم  BAگرم بر لیتر هورمون  میلی 2: های رشد شامل تنظیم کننده

 Parsaiemehr and)قرار گرفت  NAAگرم بر لیتر هورمون  میلی

Mousavi 2009 .)قطعه از 25تا  22ديش حدود  در هر پتری 

ای شدن کالوس از  منظور کاهش در قهوه به. گرفت هیپوکوتیل قرار

گرم در لیتراستفاده  اسکوربیک به میزان هشتاد  يا صد میلی اسید

اسکوربیک  برای استريل کردن اسید. (Allahdou et al. 2019) دش

که دمای محیط  د و زمانیشمیکرون استفاده 22/2از فیلترهای 

اسکوربیک به  ت درجه رسید، اسیدکشت به حدود پنجاه تا شص

ها به محیط کشت  بعد از انتقال گیاهچه. دشمحیط کشت اضافه 

ها در  ها، پتری ديش های رشد و آنتی اکسیدان محتوی تنظیم کننده

چهار . گراد قرار گرفتند تاريکی و دمای بیست و پنج درجه سانتی

 های آوری و در محیط کشت ها جمع هفته بعد از کشت، کالوس

گرم در لیتراسید اسکوربیک قرار گرفت و  جديد محتوی صد میلی

 . سپس هر بیست و يک روز واکشت انجام می شد

سی سی محیط  42های محتوی  حدود نیم گرم کالوس به ارلن

های رشد منتقل و در دمای  مايع محتوی تنظیم کننده MSکشت 

پنجاه  گراد، اتاق تاريک و شیکر با صد و بیست و پنج درجه سانتی

 .دور در دقیقه قرار گرفت

جاسمونات  های ثانويه از الیسیتور متیل منظور القای متابولیت به

استفاده و بعد از ضد عفونی با عبور ( شرکت سیگما آلدريچ)

میکرون، در هجدهمین روز از کشت  22/2ازفیلترهای 

میکرومولار  122در غلظت ( Li et al. 2012)سوسپانسیون سلولی 

ها با فويل آلومنیوم پوشیده  هايی که اطراف آن کرار به ارلندر سه ت

 DMSOمیکرولیتر  422به تیمار کنترل نیز . شده بود، اضافه شد

دور در دقیقه و  152ها به انکوباتورشیکردار با دور  اضافه و ارلن

ساعت  72و  49،  24سپس در فاصله . اتاق تاريک منتقل شد

 ها در زير ن صورت که سلولبرداشت سلولی انجام گرفت، بدي

 X1با غلظت  PBSهود استريل از صافی عبور و با محلول 

در هنگام برداشت سلولی شاخص رشد سلول . شستشو داده شد

د و تکرارهای دارای رشد شبا استفاده از فرمول زيرمحاسبه 

  ها مواد و روش
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 72مطلوب برای آنالیز بیان ژن و ديگر مطالعات در دمای منفی 

 .  داری شد نگه

           2 1

1

100i

W W
G

W

 
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(Zahedzadeh et al. 2014) 

تفاوت وزن ثانويه و )، شاخص رشد کالوس Gi: در اين فرمول

، وزن اولیه W1، (122در  اولیه کالوس تقسیم بر وزن ثانويه ضرب

 .، وزن ثانويه کالوس می باشدW2کالوس، 

 CTAB-Litumهای فريز شده به روش از نمونه RNAاستخراج 

chloride (Chang et al.1993; Zareie et al. 2012 ) انجام گرفت

استخراجی، از الکتروفورز  RNAو برای بررسی کمیت و کیفیت 

برای . ژل آگارز يک و نیم درصد و دستگاه نانودراپ استفاده شد

استخراجی با آنزيم  RNAژنومی با  DNAحذف آلودگی احتمالی 

DNase I ( شرکتThermo Scientific ) 522تیمار و مقدار 

 cDNAتوسط کیت سنتز  cDNAنانوگرم از آن برای ساخت 

بر اساس ( RR037Aشماره کاتالوگ)شرکت تاکارا ژاپن 

 cDNA. دستورالعمل شرکت سازنده مورد استفاده قرار گرفت

ها  سنتز شده توسط دستگاه نانودراپ تعیین غلظت و غلظت

ها  ان بیان نسبی ژنمنظور بررسی میز به. يکسان سازی شدند

 SYBERبا استفاده از سايبرگرين Real Time PCRواکنش 

PREMIx EX TAq  شماره کاتالوگ )شرکت تاکارا ژاپن

RR820Q ) و دستگاهRotor-Gene Q QIAGEN  در چهار تکرار

 .  برای هر تیمار انجام گرفت

های درگیر در مسیر  در اين تحقیق از آغازگرهای مربوط به ژن

های اين مسیر بیوسنتزی  ژن. گلیسیريزين استفاده شد بیوسنتز

و bAS ،SQS ،CYP88D6 (Seki et al. 2013 )عبارتند از 

CYP72A154 (Seki et al. 2015 .) برای طراحی آغازگرهای مورد

های  استفاده و ويژگی( 24/2نسخه ) Primer 3افزار  نظر از نرم

، همودايمر، جفت آغازگرها از لحاظ تشکیل ساختارهای ثانويه

بررسی ( 1/3نسخه ) Oligoanalyzerافزار  هترودايمر و غیره با نرم

عنوان مرجع برای نرمال  به Actinژن خانه دار . و تايید شدند

 .Zhang et al )ها مورد استفاده قرار گرفت  های بیان ژن کردن داده

2018 .)  

میکرولیتر مسترمیکس  5/7شامل  qPCRمخلوط واکنش 

، دو میکرولیتر cDNAمیکرولیتر  يک، (شرکت تاکارا) سايبرگرين

میکروگرم در لیتر بوده که  4/2از هر يک از آغازگرها با غلظت 

. میکرولیتر رسید 15به حجم  RNaseمقطر استريل عاری از  با آب

 57ثانیه،  32درجه سانتی گراد  25: سیکل 42شامل  PCRبرنامه 

درجه سانتی گراد يک  72ثانیه و  32درجه سانتی گراد  59تا 

در   RT-PCRبرای تمام نمونه ها هر واکنش . دقیقه انجام گرفت

. اجرا شد( دو تکرار بیولوژيک و دو تکرار تکنیکی)چهار تکرار 

Fold Chang=2 ها با استفاده از فرمول میزان بیان نسبی ژن
-ΔΔct

  

(Pfaffi 2001 )افزار در نرمExcell   محاسبه و  2212نسخه

 .دشا برای هر ژن نیز ترسیم نموداره

 

 
 های درگیر در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين در شیرين بیان مشخصات آغازگرها برای بررسی بیان نسبی ژن -1جدول 

 اندازه امپلیکون TM ʹ3→ʹ5 توالی Accession number پرايمر

bASF GU072921.1 TGCGAATTCTTGGAGAAG 59 191 
bASR GU072921.1 AGGATCCAAAACTCAGG 59 191 
SQSF GQ266153.1 GTTGAGCAGGCTGGAAGCTA 59 121 
SQSR GQ266153.1 GGCGGTTGGCAGAGAGATAA 59 121 

Cyp88D6F KB851192(glabra)* CCACGTCTTCATGGGCTCTT 59 139 
Cyp88D6R AB433179(uralensis)* TTACGTGCCTCGAGTGCTTT 59 139 

Cyp72A154F AB558153 TTCCACACCAGGGGCTATCT 59 113 
Cyp72A154R AB558153 GCCTTTCCAACCTCTTTGGC 59 113 

GuactinF EU 190972.1 CCTCAACCCAAAGGTCAACAG 57 222 
GuactinR EU 190972.1 GACCAGCGAGATCCAAACGAA 57 222 

 .طراحی شد consensusدو گونه و نواحی   accessionرديفی توالی مربوط به از هم*
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های سوسپانسیون سلولی در حضور متیل  نتايج تکثیر سلول

های دخیل در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين نشان  جاسمونات با ژن

که اولین ژن  bASژن . شوند ها در کالوس بیان می داد که اين ژن

ساعت بعد از تیمار با  49در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين است، در 

میکروگرم در لیتر  122الیسیتور متیل جاسمونات با غلظت 

ساعت بعد از تیمار تفاوت چندانی با تیمار  24بیشترين بیان و در 

نیز  CYP88D6بررسی بیان نسبی ژن (. 1شکل )کنترل نشان نداد 

ساعت بعد از تیمار  49داده و در نشان  bASنتايجی مشابه با ژن 

ساعت بعد از  72با متیل جاسمونات بیشترين بیان و در زمان 

ساعت  49برداشت، نسبت به کنترل افزايش ولی نسبت به زمان 

در  CYP72A154ژن (. 1شکل )بعد از تیمار روند کاهشی داشت 

ساعت بعد از تیمار نسبت به کنترل کاهش ولی میزان  49و  24

ژن (. 1شکل )ساعت بعد از تیمار افزايش يافته بود  72در  بیان آن

SQS  72که اولین ژن دخیل در اين مسیر بیوسنتزی است نیز، در 

ساعت بعد از تیمار با متیل جاسمونات، بیشترين بیان نسبی را 

داری با  ساعت اختلاف معنی 49و  24که در  نشان داد، درحالی

 (. 1شکل )تیمار شاهد مشاهده نشد 

های دخیل در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين نیز نشان  بررسی بیان ژن

برابر، در   45/2ساعت بعد از تیمار افزايش  24در  bASداد که ژن 

ساعت بعد از تیمار  72برابر و در  72222ساعت بعد از تیمار  49

 CYP72A154ژن . برابر بیان نسب به کنترل نشان دادند 24/3222

 529/2ساعت  49برابر، در  524/2مار ساعت بعد از تی 24در 

ساعت  72دهنده کاهش بیان نسبت به کنترل و در  برابر که نشان

دهنده افزايش  برابر نسبت به کنترل که نشان 25/134بعد از تیمار، 

ژن . ساعت بعد از تیمار با الیسیتور بود 72بیان در زمان 

CYP88D6  نیز مشابه ژنbAS  و ژنSQS  مشابه ژن

CYP72A154  از نظر افزايش بیان نسبت به کنترل عمل نمودند

 (.2جدول )
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 SQS: و د CYP88D6: ، جCYP72A154: ، بbAS: های درگیر در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين، الف بیان نسبی ژن -1شکل 

 

 وسپانسیون سلولی شیرين بیانهای درگیر در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين در کشت س تجزيه واريانس میزان بیان نسبی ژن -2جدول

 

 

 

 

 

 

 

یل اسکلوتن های دخیل در مراحل اولیه تشک دو ژن که آنزيم

، را (bAS)و بتاآمیرين سنتاز ( SQS)تريترپن به نام اسکئولن سنتاز 

اند، ولی  جدا شده glabraبیان گونه  کنند، از شیرين رمزيابی می

های دخیل در مسیر چندگانه  هیچ پیشرفتی برای شناسايی ژن

اکسیداسیون و گلیکوزيلاسیون از بتاآمیرين به گلیسیريزين انجام 

ها با استفاده  تلاش برای کشف ژن(. Seki et al. 2008)نشده بود 

از ژنومیکس کاربردی منجر به شناسايی چندين ژن سیتوکروم 

P450 های تاکسول  ها در گونه دخیل در مسیر بیوسنتز تريترپن

(Schoendorf et al. 2001; Jennewein et al. 2001 )درمنه  و

(Teoh et al. 2006 )ر مسیر بیوسنتز دو ژن دخیل د. شده بود

در گونه  CYP88D6های  گلیسیريزين در مراحل نهايی مسیر به نام

uralensis (Seki et al. 2008 ) و در گونهglabra ( Aalami et 

al. 2016 ) و ژنCYP72A154 در گونهuralensis  بیان  از شیرين

(Seki et al. 2011 )در اين مطالعه تاثیر . شناسايی شده بود

بیان  جاسمونات در کشت سوسپانسیون سلولی شیرين لالیسیتور متی

 SQSو  bASبر بیان اين دو ژن در مسیر نهايی بیوسنتز و دو ژن 

در ) bASهای  ژن. در مراحل اولیه بیوسنتز گلیسیريزين بررسی شد

   Fold Changمیانگین   

 bAS CYP72A154 CYP88D6 SQS زمان بعد از تیمار/ ژن

 723/2 99/2 524/2 45/2 ساعت 24

 357/2 95/771 529/2 72222 ساعت 49

 55/7 4/124 25/134 24/3222 ساعت 72

  بحث
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، (در مرحله نهايی بیوسنتز)  CYP88D6و ژن ( مسیر اولیه بیوسنتز

ونات در فاز ثابت، بیشترين ساعت بعد از تیمار با متیل جاسم 49

های  ها و استولن در ريشه CYP88D6ژن . بیان را دارا بودند

بوده که  bASبیان، بیان شده و از نظر الگوی بیان مشابه ژن  شیرين

طور  بیان، بیان می شود و به های زيرزمینی شیرين در بخش عمدتاً

سیداز اک آمیرين عنوان بتا به( CYP88D6)قوی نقش کلیدی اين ژن 

در (. Seki et al. 2008)در بیوسنتز گلیسیريزين پیشنهاد شده بود 

تحت تیمار ( CYP88D6و  bAS)اين مطالعه نیز اين دو ژن 

جاسمونات در فاز ثابت کشت سوسپانسیون سلولی، بیشترين  متیل

ساعت بعد از تیمار دارا بوده که می تواند دال  49میزان بیان را در 

میزان . بیان باشد های شیرين ن دو ژن در گونهبر تشابه عملکرد اي

ساعت  49ساعت بعد از تیمار نسبت به  72بیان اين دو ژن در 

ها  دهنده تغییر بیان اين ژن يافته بود که نشان بعد از تیمار، کاهش

سیکلوازتنول  mRNAسطح . بیان می باشد در کشت سلولی شیرين

که  دار بود در حالیپاي بیان نسبتاً سنتاز در کشت سلولی شیرين

بیان به  سنتاز در کشت سلولی شیرين بتاآمیرين mRNAسطح 

در اين مطالعه (. Hayashi et al. 2001)شدت تغییر کرده بود 

جاسمونات بیشتر از ژن  بعد از تیمار با متیل bASمیزان بیان ژن 

CYP88D6  بود زيرا ژنbAS  در مسیر بیوسنتز سوياساپونین و

فقط  CYP88D6ولی ژن ( مراحل اولیه بیوسنتزدر )گلیسیريزين 

  .et al(2000) .در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين دخالت دارد

Hayashi  نیز سطحmRNA سنتاز بالايی را مشاهده  بتاآمیرين

بیان نیز  که همزمان در کشت سلولی شیرين طوری هکردند، ب

 mRNAسطح . سوياساپونین به طور فعال تولید شده بود

بیان با کاربرد صد  سنتاز در کشت سلولی شیرين آمیرين بتا

 122تا  12میکرومولارمتیل جاسمونات افزايش و با کاربرد 

 .Hayashi et al)جیبرلیک کاهش يافته بود  میکرومولار اسید

جاسمونات با غلظت  که با نتايج اين مطالعه با کاربرد متیل( 2004

 mRNAه افزايش سطح با توجه ب. میکرومولار مطابقت دارد 122

توان  ها در حضور متیل جاسمونات در کشت سلولی می اين ژن

های  ها و استولن گفت فرايند سنتز گلیسیريزين علاوه بر ريشه

. شود ، در کالوس نیز مشاهده می(Seki et al. 2008)شیرين بیان 

رسد آنچه که باعث تولید گلیسیريزين در کشت سلولی  نظر می به

سازی رونويسی  یل جاسمونات بوده که باعث فعالشده باشد، مت

. است ها و تحريک تولید گلیسیريزين در اين بافتها شده ژن

 NAAو  BAکننده رشد مانند  های تنظیم چنین حضور هورمون هم

تواند بر تحريک سنتز  عنوان القا کننده تولید کالوس نیز می به

بلی نیز تولید گلیسیريزين تاثیر گذار باشد، زيرا در مطالعات ق

و  NAAو  BAهای  گلیسیريزين در حضور ترکیب هورمون

و  D-2/4های  سنتز ولی در حضور ترکیب هورمون TDZهورمون 

Kin  اين متابولیت تولید نشده بود(Wongwich et al. 2008 .)

بیان گونه  کاربرد قارچ مايکوريز در شرايط تنش خشکی در شیرين

uralensis های  را افزايش داده و با بیان ژن، میزان گلیسیريزين

SQS1 ،bAS ،CYP88D6  وCYP72A154  همبستگی مثبت نشان

جاسمونات  وسیله متیل ههای القا شده ب ژن(. Xie et al. 2018)داد 

در اکثر گیاهان مدل نظیر آرابیدوپسیس شناسايی شده بود ولی 

ار بود جاسمونات ناپايد های القا شده بوسیله متیل بیان اکثر اين ژن

(Sasaki et al. 2001 .) سطوح بالایmRNA های  ژنbAS  وSQS 

 122در حضور  glabraبیان گونه  در کشت سلولی شیرين

میکرومولار متیل جاسمونات برای بیشتر از سه روز بعد از تیمار 

درگیر در بیوسنتز  PKRژن  mRNAکه تجمع  دوام آورد در حالی

در اين (. Hayashi et al. 2003 )داکسی فلاونوئید ناپايدار بود  5

ساعت بعد از تیمار با  24در  CYP88D6و  bASمطالعه نیز ژن 

میکرومولار نسبت به کنترل  122متیل جاسمونات در غلظت 

پايدار  ساعت بعد از تیمار نیز نسبتاً 72افزايش بیان نشان داده و تا 

نسبی و نسبت به کنترل افزايش بیان نشان دادند که اين پايداری 

تواند دال بر وجود  های دخیل در مسیر بیوسنتز می بیان در ژن

. بیان باشد گلیسیريزين در کشت سلولی اين گونه از شیرين

، تجمع بالای SQSو  bASهای  ژن mRNAافزايش سطح 

های تیمار شده با متیل جاسمونات را تايید  سوياساپونین در سلول

اين مطالعه چون ژن  چنین در هم( Hayashi et al. 2003)کرد 

CYP88D6  ،در مسیر نهايی بیوسنتز گلیسیريزين دخالت دارد

ساعت  72ساعت و پايداری نسبی آن در  49افزايش بیان آن در 

بعد از تیمار، حضور گلیسیريزين را در سلولهای تیمار شده با 

 .متیل جاسمونات تايید کرد

ی گیاه اسید در کشت سلول جاسمونات و جاسمونیک تاثیر متیل

Catharanthus roseus های  بررسی و مشاهده شده بود که سلول

کشت شده در حضور اکسین هیچ آلکالوئیدی تولید نکرده، در 
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جاسمونات و جاسمونیک اسید، توانايی  که در حضور متیل حالی

(. Gantet et al. 1998)تولید آلکالوئیدها در اين گیاه القا شده بود 

های دخیل در مسیر بیوسنتز  ايش بیان ژندر اين مطالعه نیز افز

گلیسیريزين، نشان دهنده توانايی تولید اين متابولیت در کشت 

جاسمونات  بیان در حضور متیل سوسپانسیون سلولی شیرين

که مطالعات قبلی عدم توانايی تولید گلیسیريزين  باشد در حالی می

( Ayabe et al. 1990)را در کشت سلولی اين گیاه نشان داده بود 

حضور  inflateو نیز بر اساس مطالعات انجام شده در گونه 

 .Le et al)گلیسیريزين در کشت سلولی به اثبات رسیده بود 

ها در کشت  تولید سنتلوزوئیدها و فیتوسترول(. 2014

در حضور  Centella asiaticaسوسپانسیون سلولی 

ا آمیرين جاسمونات بررسی شده و بیشترين میزان بیان ژن بت متیل

شود، در فاز  که تشکیل سنتلوزايد را باعث می (CabAS) سنتاز

میکرومولارمتیل  122های تیمار شده با  ثابت رشدی سلول

که در غلظت  حالی جاسمونات، نسبت به کنترل مشاهده شد در

جاسمونات  تولید سنتلوزوئید نسبت به  میکرومولار متیل 222

سنتاز نیز مشاهده  آمیرين ن ژن بتاکنترل افزايش نیافته و افزايش بیا

های  در اين تحقیق نیز افزايش بیان ژن(. Bonfil et al. 2011)د شن

های تیمار شده با  دخیل در مسیر بیوسنتز گلیسیريزين در سلول

جاسمونات درفاز ثابت رشدی در مقايسه  میکرومولار متیل 122

مونات در میکرومولار متیل جاس 22کاربرد . دشبا کنترل مشاهده 

دقیقه بعد از تیمار  32کشت سوسپانسیون سلولی گیاه درمنه در 

 222و کاربرد  CYP71AV1بیشترين افزايش بیان را در ژن 

ساعت بعد از تیمار  4دقیقه و  32میکرومولار مايکونازول نیز در 

را در  CPRو  DBR2های  ترتیب بیشترين افزايش بیان را در ژن هب

روز بعد از تیمار نیز  5ساعت و  24در که  برداشتند در حالی

در (. Caretto et al. 2011)ها مشاهده شد  کاهش بیان در اين ژن

های  ساعت و ژن 49در  bAS ،CYP88D6های  اين مطالعه نیز ژن

SQS  وCYP72A154 72  ساعت بعد از تیمار بیشترين میزان بیان

فزايش د که اين اشرا داشته و بعد از آن روند کاهشی مشاهده 

سريع  تواند نشان دهنده پاسخ نسبتاً کوتاه می بیان در زمان نسبتاً

ها  جاسمونات در میزان بیان و تاثیر آن در افزايش بیان اين ژن متیل

جاسمونات در کشت  میکرومولار متیل 122کاربرد . باشد

سوسپانسیون سلولی سويا در روز سوم بعد از تیمار باعث افزايش 

دخیل در مسیر بیوسنتز ) GmIFS2و   GmCHS7های بیان ژن

که با نتايج ( Jeong et al. 2018)شد ( ايزوفلاونوئیدها در سويا

جاسمونات درکشت  میکرومولار متیل 122اين تحقیق در غلظت 

 .سوسپانسیون سلولی شیرين بیان مطابقت دارد
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