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هاي بسیار ترین گیاهان دارویی بوده و داراي آلکالوئیداز مهم) Catharanthus roseus(پروانش 
با . ردها کاربرد داباشد که در درمان انواع سرطانکریستین میبلاستین و وینمهم از جمله وین

در بیوسنتز آلکالوئیدها، در این پژوهش به rolCتوجه به اهمیت و نقش ژنهاي پلاستیسیتی مثل 
. بررسی بهبود ریشه دهی و القاي ریشه در گیاه دارویی پروانش  به کمک این ژن پرداخته شد

. اي کشت شدندبراي این منظور بذرهاي این گیاه، استریل شده و در شرایط درون شیشه
Agrobacteriumهاي استریل توسط باکتري هاي برگی حاصل از گیاهچهنمونهریز tumefaciens

ه در پنج هاي تلقیح شدریزنمونه. یح شدندتلق) CaMV35Sر یشبپتحت (pBI121-rolCحامل وکتور 
در روز بعد 9.زایی کشت شدندبراي بررسی ریشهبا هورمن و بدون هورمننوع محیط مختلف

هاي برگی ها در ریزنمونهبیوتیک سفوتاکسیم اولین ریشهد هورمن و داراي آنتیفاقMSمحیط 
. بوده و در آنها ریشه ها به سرعت منشعب شدنددو لاین داراي رشد بسیار سریع ریشه. ظاهر شدند

و با استفاده از PCRهاي برگی پروانش از طریق هاي القا شده از ریزنمونهتراریختی ریشه
توان از نتیجه این تحقیق علاوه بر اینکه نشان داد می. تایید شدندrolCختصاصی ژن آغازگرهاي ا

براي بهبود ریشه دهی و القاي ریشه در گیاهان دارویی استفاده کرد همچنین نشان داد rolCژن 
.تر می باشدهاي مختلف هورمونی در القاي ریشه مویین موفقنسبت به ترکیبrolCکه ژن 

هاي کلیديواژه
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مقدمه

Agrobacteriumوسیلهبهبیماري ریشه مویین  rhizogenes ایجاد
.Ricker et al(شود می را در این باکتري رشد نئوپلاستیک. )1930

هاي مویین القا کند که در نتیجه آن ریشهگیاهی القا میهايسلول
.Costantino et al(شوند می صورتبههاي مویین ریشه. )1994

شوند نابجا در محل آلودگی و یا در نزدیکی آن ایجاد می
)Chilton هاي مویین القا شده از لحاظ مورفولوژي، ریشه. )2001

باشد، با این هاي وحشی میتوسط این باکتري بسیار مشابه با ریشه
باشند، رشد هاي اختصاصی میهاي مویین داراي ویژگیحال ریشه

ها سریع و منشعب، رشد در محیط بدون هورمون، رشد ریشه
، )زمینعدم تمایل به سمت جاذبه(Ageotropicصورتبه

-پایداري از لحاظ ژنتیکی، تولید بیشتر متابولیت نسبت به ریشه

ها و هاي تولید شده از این ریشههاي معمولی، پایداري متابولیت
هدف از هايسلولها در اتصال به توانایی بیشتر این متابولیت

-میA. rhizogenesهاي مویین القا شده توسط هاي ریشهویژگی

.Sevon et al(باشد  هاي مویین به همین دلیل از ریشه. )1998
ها و ابزاري در جهت تولید متابولیتعنوانبهوسیعی طوربه

محققان . شودهمچنین براي مطالعه عملکرد ژن در گیاه استفاده می
هاي زیستی ریشه، بیان از این ابزار جهت مطالعه رشد و واکنش

، سم زدایی هاي ثانویهها و تولید بیشتر متابولیتبیشتر پروتئین
. کنندهاي محیطی و افزایش مقاومت به خشکی استفاده میآلودگی

از ) T-DNA(جدا شده DNAیک قطعه وسیلهبههاي مویین ریشه
هاي این آگروباکتریوم و ورود آن به درون کروموزمRiپلاسمید 

.Chilton et al(شود سلول گیاهی القا می 1982( .
زایی به طی بیماريRiپلاسمید T-DNAهایی که از ژن

rol(root(هايژنشود، معمولا گیاه میزبان منتقل میهايسلول

oncogenic loci این .باشندمربوط به سنتز اکسین میهايژنو
نوع Riپلاسمید TR-DNAو TL-DNAها به ترتیب در ناحیه ژن
Christey(وپین قرار دارند آگر -TLآنالیز جهش ناحیه . )2001

DNA منجر به شناسایی چهار ناحیه ژنیrolA ،rolB ،rolC و
rolDدر . باشندموثر مینکه در القاي ریشه مویی) 1جدول (د ش
عدد چارچوب TL-DNA18نوکلئوتیدي ناحیهکاملتوالی

شناسایی شده است که چهارتاي ) open reading frame(ترجمه 

- میrolDو rolA ،rolB ،rolCهايژنبه ترتیب مربوط به هاآن
rolCو rolA ،rolBهايژناین آنالیز همچنین نشان داد که . باشد

Palazon(کنند هاي مویین بازي میالقاي ریشهنقش مهمی را در 

et al. -TRناحیه اگر چه بررسی دیگري نشان داد که . )1997

DNAضروري نیست اما با توجه به نبراي القاي ریشه مویی
. کندها را فراهم میداشتن ژن اکسین امکان تغییر شکل سلول

Moyanoa هايژنو همکاران نشان دادند کهaux نقش
وDatura metelهاي تراریخت را در تغییر شکل ریشهداريمعنی

Duboisia hybridکنند بازي می)Moyanoa et al. 1999( .
سنتز هايو ژن) tms1 and tms2(کد کننده اکسین هايژن

.White et al(قرار دارند TR-DNAبر روي هم ) ags(آگروپین 

1985(.
مستقل از هم صورتبهrolCو rolBو rolAهر چند هر سه ژن 

دهند ولی رشد ریشه تشکیل ریشه در توتون را افزایش می
گیرد ن با هم فعالیت کنند بهتر انجام میهنگامی که هر سه ژ

)Schmulling et al. در گیاهان مختلف rolCبیان ژن .)1993
دهد، بیان این ژن اي از خود نشان میتراریخته الگوي پیچیده

در ریشه به T-DNAهايژنو در عدم حضور سایر تنهاییبه
Estruch(شود میزان زیاد، در برگ کم و در ساقه اصلا بیان نمی

et al. با تولید rolCهاي اخیر بیان ژن طبق گزارش. )1991
هاي تروپانی همبستگی داشته و باعث افزایش تولید آلکالوئید

.Moyanoa et al(شود هاي مویین میآلکالوئیدها از ریشه 1999( .
-β-1،3(دفاعی هايژنباعث القاي rolCمیزان بالاي بیان ژن 

rolCدهد که بیان شود و این مسئله نشان میدر گیاه می) گلوکاناز

.Kiselev et al(هاي دفاعی گیاه را فعال کند تواند پاسخمی

خصوصیات فنوتیپی rolCا بگیاهان توتون تراریخته . )2006
متفاوتی نسبت به گونه وحشی از خود نشان دادند، از جمله 

هاي کاهش اندازه گل، کوتاه شدن قد گیاه، کوچکتر شدن دانه
.Schmulling et al(کپسول و افزایش انشعابات جانبی گیاه 

اند، کاهش تراریخته شدهrolCدر گیاهان دیگري هم که با . )1988
اندازه گیاه، کاهش غالبیت راسی، گلدهی زود هنگام و گاهی نیز 

ر این نشان داده شده علاوه ب. فنوتیپ پرپشتی مشاهده شده است
شود در گیاهان میrolCاست که ساکارز موجب بیان بیشتر ژن 

)Yokoyama et al. 1994(.
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گیاهان دارویی از هزاران سال پیش به شفا انسان با شناخت
و اثرات درمانی این گیاهان پی برد و به منظور پیشگیري و بخشی 

بر اساس تخمین سازمان . ها استفاده کردها از آندرمان بیماري
ز داروهاي گیاهی درصد مردم جهان ا80جهانی بهداشت امروزه 

کنند و تقریبا یک چهارم هاي مختلف استفاده میدر درمان بیماري
گیاهی یا ترکیباتی هستند که از داروهاي تولید شده حاوي عصاره

سازي اند یا براساس ترکیبات گیاهی مدلمواد گیاهی بدست آمده
Tripathi and Tripathi(اند شده در ایران نیز هزاران گونه . )2003

باشند و در مینها داراي اثرات داروییروید که بیشتر آگیاهی می
اما با توجه به محدود . گیرندمورد استفاده قرار میهادرمان بیماري

بودن زیستگاه طبیعی گیاهان و پایین بودن مواد موثره مورد نظر 

- هایی میدر گیاهان، استفاده از گیاهان دارویی داراي محدودیت
بیشتر از گیاهان وريبر این اساس محققین جهت بهره. باشد

هاي ثانویه از آنها به استفاده از دارویی و افزایش تولید متابولیت
Mulabagal and Tsay(اند آوري زیستی روي آوردهفن 2004( .

هاي مویین از طریق کشت بافت گیاهی به اخیرا نیز کشت ریشه
. ها پیشنهاد شده استعنوان یک منبع پایدار براي تولید متابولیت

هاي رشد سریع، پایداري ژنتیکی و توانایی بالا در تولید متابولیت
هاي مویین محسوب هاي کشت ریشهترین مزیتثانویه از مهم

Giri and Narasu(شود می 2000( .

.آن قرار دارندRiپلاسمید T-DNAکه بر روي A. rhizogenesباکتري rolتوصیف و مشخصات ژنهاي -1جدول
Table1. Description of A. rhizogenes rol genes

منبعنقش و اثر در گیاه)جفت باز(اندازه ژن

rolA279-423اي بلندتر، پیري دیر هنگام، گلهگرههاي کوچکتر و چروکیده، میانبرگ:  در توتون تراریخت-
- ها و ضعیف بودن برگآذین متراکم و غیر طبیعی، اندازه گل و خامه بزرگتر، ضخیم شدن ساقه

ها، تداخل با هورمون ژیبرلینها و ریشه

Maurel et al. 1990
Schmulling et al. 1988
Dehio et al. 1993

rolB762-837 دو ژن)rolBTR وrolBTL (از نظر توالی تا حدي مشابه هم هستند .β-Glucosidase را کد
.شودزایی آگروباکتریوم میريمنجر به عدم بیماrolBغیر فعال کردن .می کنند

. باشدهاي برگی توتون نمیهاي مویین در دیسکقادر به القاي ریشهrolBTRژن 
rolBTLهاي نابجا و جانبی نقش مهم در تشکیل ریشه.در ریشه زایی و تغییر استیل گلها نقش دارد

زه خامه و گل، تشکیل خصوصیاتی از قبیل افزایش انداrolBگیاه توتون تراریخته شده با ژن 
هاي فراوان و سطحی و ها، تشکیل ریشههاي نابجا بر روي ساقه، چین خوردگی برگریشه

. توانایی قطعات برگی براي تشکیل ریشه در یک محیط بدون هورمون را از خود نشان دادند
شودبیان بیشتر این ژن باعث نکروز زودرس در گیاه می

Bouchez and Camilleri
1990
Lemcke and Schmulling
1998
Cardarelli et al. 1987
Estruch et al. 1991
Moriuchi et al. 2004

rolC540rolC بر رويTL-DNA پلاسمیدRi قرار گرفته و به ژنrolB متصل است و بصورت
.اثر همکاري دارندrolBترانسژن در القاي ریشه مویین با 

طول . شود، فنوتیپ پرپشت و قد کوتاهی دارندها بیان میدر آنrolCگیاهان توتونی که ژن 
. افزایش می یابد) نوك تیز و کوتاههايبرگ(ها ها و برگها کم شده و تعداد ساقهمیان گره

ها به رنگ سبز متمایل به زرد و کلروزه به دلیل فتوسنتز کمتر برگrolCگیاهان تراریخته با 
کنندصورت مستقیم رشد میبهrolCهاي القا شده با ژن ریشه. شونددیده می

هاي دفاعی گیاهفعال کردن پاسخ

Estruch et al. 1991
Schmulling et al. 1993
Spena et al. 1987
Kiselev et al. 2006

rolD1023 جهش در ژنrolDهاي مویین باعث القاي طبیعی ریشه
هاي در حال تمایز بیشتر است و با افزایش سن گیاه بیان آن فعالیت پروموتور این ژن در بافت

شود کاهش یافته و در نهایت قطع می

Slightom et al. 1986
Cardarelli et al. 1987
Trovato et al. 1997
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گیاهی علفی و Catharanthus roseusپروانش با نام علمی 
این . است) Apocynaceae(همیشه سبز متعلق به تیره خرزهره 

هاي متر داشته، داراي ساقهسانتی100تا 30ارتفاعی معادل گیاه
رنگ هاي سبز یا قرمز کماي، مستقیم و چوبی به رنگاستوانه

هاي آن معطر هاي گیاه به صورت براق، سبز تیره و گلبرگ. است
صورتی در انتهاي ساقه هاي سفید تا بنفش متمایل بهو در رنگ
هاي صورتی هستند به علت مقدار لکه داراي گارقامی. قرار دارد

هاي آن بیشتر مورد توجه است، همچنین این گیاه بالاي آلکالوئید
Aslam(شود به صورت معمول به عنوان گیاه زینتی نیز کشت می

et al. ترین گیاهان دارویی و طبی مهماین گیاه یکی از. )2010
نوع آلکالوئید از نوع ترپنوئید ایندول 400است که داراي بیش از 

.Faheem et al(آلکالوئید است  ریشه این گیاه محل . )2011
ها این آلکالوئید. استع دو آلکالوئید آجمالینو و سرپنتینتجم

عروقی -هاي قلبیترکیبات مهم دارویی براي درمان انواع بیماري
.Shabani et al)باشداز جمله فشار خون بالا می همچنین .(2014

که استکریستین بلاستین و وینهاي ویناین گیاه داراي آلکالوئید
هاي لنفاوي، پستان، هاي خون، غدهدر شیمی درمانی انواع سرطان

.Van der Heijden et al(شود ریه و تخمدان به کار برده می

قیمت هر .ه داراي ارزش اقتصادي بالا هستنداین دو ماد. )2004
12بلاستین یک میلیون دلار و تولید سالانه آن کیلوگرم وین

میلیون دلار و 5/3کریستین کیلوگرم و قیمت هر کیلوگرم وین
.Loyola-Vargas et al(باشد تولید سالانه آن یک کیلوگرم می

در حال . کندکه اهمیت اقتصادي این گیاه را روشن می)2007
کریستین به طور عمده توسط بلاستین و وینحاضر مواد وین

دلیل این امر آن است که . آینداستخراج از این گیاه بدست می
هاي دیگر براي تولید این هاي سنتز و نیمه سنتز و روشروش

ش زیادي براي مواد در مقیاس صنعتی مناسب نیستند همچنین تلا
تولید این ترکیبات در مقیاس وسیع به وسیله کشت سوسپانسیون 

.Shabani et al)سلولی و ریشه مویین انجام شده است  2014).
هاي ضد سرطان گیاه با توجه به غلظت بسیار پایین آلکالوئید

پروانش و قیمت بسیار بالاي این آلکالوئیدها و با توجه به اینکه 
افزایش مقدار . باشدلید این داروها استخراج از گیاه میتنها راه تو

تواند از نظر اقتصادي ارزش این آلکالوئیدها به هر نحوي می
جهت rolCهدف این تحقیق استفاده از ژن . زیادي داشته باشد

بر القاي این ژن علاوه. تولید ریشه مویین در گیاه پروانش است
ها دارد وسنتز آلکالوئیدریشه مویین همبستگی مستقیمی با بی

)Moyanoa et al. 1999(.

روشهاومواد

مرکز تحقیقات از مورد نیاز در این تحقیق پروانشبذرهاي گیاه 
. کشاورزي و منابع طبیعی استان آذربایجان شرقی تهیه گردید

دقیقه هیپوکلریت 15، %70دقیقه الکل 3(بذرهاي استریل شده 
در محیط کشت ) مرتبه شستشو با آب مقطرر استریل5و % 5/1

ن و در داخل شیشه مربا کشت شدند، بدون هورموMSجامد 
2500و میزان نور % 22، رطوبت Cº25سپس به فیتوترون با دماي 

.لوکس منتقل شدند

:و باکتري مورد استفادهناقل

این .باشدمیPBI121ناقلبیانی استفاده شده در این تحقیق ناقل
جفت نوکلئوتید و داراي ژن گزینشگر مقاومت 14000داراي ناقل
CaMV35S. باشدمیبیوتیک کانامایسین براي باکترينتیبه آ

یروس موزاییک گل کلم گرفته است که از وناقلیندر اژن ر یشبپ
NOS (Nopaline(هم کار رفته در آنترمیناتور به. استشده

synthaseباکتري به روش الکتروپوراسیون به ناقلاین . باشدمی
A. tumefaciens سویهLBA4404ها جهت شده و باکتريمنتقل

گرم بر لیتر میلی50جامد حاوي LBتایید تراریزش در محیط 
دوبه مدت C˚28بیوتیک کانامایسین کشت و در انکوباتور آنتی

.شب نگهداري شدند

:سازي آگروباکتریومآماده

LBA4404سویه A. tumefaciensبه منظور آماده سازي باکتري 

از pBI121-rolCنوترکیب ناقلابتدا ،هاریزنمونهتراریزشجهت 
طریق روش الکتروپوراسیون به باکتري مستعد این روش منتقل و 

جامد حاوي LBهاي ترانسفورم شده در محیط کشت باکتري
شب نگهداري 2به مدت C˚28کانامایسین کشت و در انکوباتور 

قاومت به داراي ژن مpBI121ناقلبا توجه به اینکه . شد
را دریافت کردند در ناقلهایی که این ین است باکتريسکانامای
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هایی را تشکیل حاوي کانامایسین رشد کرده و کلنیLBمحیط 
، باید دو روز هاکشتی آگروباکتریوم با ریزنمونهبراي هم. دهندمی

کشت شود، براي این منظور کشتی، آگروباکتریوم پیشقبل از هم
و ) امپیسین و کانامایسینریف(بیوتیک حاوي آنتیLBبه محیط 

لیتر، به اندازه میلی10به مقدار ) مولارمیلی10(سولفات منیزیم 
حامل ژن ناقلنوك خلال دندان از یک کلنی باکتري که حاوي 

rolCباشد تلقیح شد و در انکوباتور شیکر نگهداري شد، در می
- میلی250که در فلاسک ) کشت اصلی(LBروز دوم به محیط 

400لیتر ریخته شده بود، حدود میلی60ه مقدار لیتري ب
میکرولیتر از باکتري روز قبل اضافه شد تا چگالی نوري آن 

)OD600nm (بعد از . کشتی با گیاه خیلی افزایش نیابدبراي هم
محتویات فلاسک در زیر هود به 6/0رسیدن غلظت باکتري به 

سانتریفیوژ لیتري منتقل و رسوب باکتري از طریقمیلی50فالکن 
صورت گرفت، محیط ) دقیقه5دور در دقیقه به مدت 4000(

رویی باکتري در زیر هود حذف شده و تا نصف حجم محیط 
جهت معلق کرن سلولهاي MS2/1حذف شده به آن محیط 

50بعد از تهیه سوسپانسیون باکتري به میزان . باکتري اضافه شد
اکتري جهت تحریک میکرومولار استوسیرینگون به سوسپانسیون ب

سوسپانسیون مورد نظر بعد از قرار . اضافه شدVirهاي بیان ژن
) C˚25و rpm110(دقیقه 30گرفتن در شیکر انکوباتور به مدت 

.ها اضافه شدبه روي ریزنمونهتراریزشجهت تلقیح و 

ها با آگروباکتریوم و بررسی القاي ریشه مویین تلقیح ریزنمونه
:ختلفهاي مدر ریزنمونه

هاي هاي گیاه پروانش از گیاهچهبه منظور القاي ریشه در ریزنمونه
هاي برگی تهیه و تعدادي هفته ریزنمونه5استریل این گیاه بعد از 

pBI121ناقلحامل A. tumefaciensها توسط باکتري از آن

همکشت شدند و تعدادي نیز بدون همکشتی با آگروباکتریوم ابتدا 
در نهایت وساعت نگهداري 48به مدت لیمعموMSدر محیط 
بیوتیک حاوي آنتی) 2جدول (MSهاي مختلف به محیط

.سفوتاکسیم منتقل شدند

به منظور :PCRهاي القا شده با بررسی حضور تراژن در ریشه
هاي برگی پروانش، هاي القا شده از ریزنمونهتایید تراریختی ریشه

,.CTAB)Dellaporta et alاز آنها به روش DNAاستخراج 

DNAگیري کیفیت سپس براي اندازه. صورت گرفت)1983

میکرولیتر از محصول استخراج شده بر روي ژل 5استخراج شده، 
تائید (در آنها rolCآگارز یک درصد ران شدند، براي حضور ژن 

با آغازگرهاي PCRاز واکنش ) ها القا شدهتراریختی ریشه
:rolC(GenBankژن اختصاصی طراحی شده براي X64255.1)

سازي اولیه به شامل واسرشتهPCRشرایط دمایی . استفاده شد
سازي به چرخه شامل واسرشته35دقیقه، تکثیر در طول 5مدت 

گراد، اتصال آغازگرها به درجه سانتی92ثانیه در دماي 25ت مد
DNA گراد و بسط نتیدرجه سا52ثانیه در 35الگو به مدت

گراد و بسط نهایی درجه سانتی72ثانیه در 45ه مدت ا بآغازگره
میکرولیتر 10. گراد انجام شددرجه سانتی72دقیقه در 10ه مدت ب

اري باهم میکرولیتر بافر بارگذ2راج شده و از محصول استخ
.درصد بارگذاري شد5/1مخلوط شده و بر روي ژل آگارز 

هاي گیاه پروانشزایی در ریزنمونهرسی ریشهترکیبات هورمونی مختلف براي بر-2جدول 
Table1. The culture media with different hormones for rooting in Catharanthus roseus explants

)g/l(هاي کشت هاي مختلف در محیطغلظت هورموننام هورمون
MS4MS3MS2MS1MSمحیط

2,4-D--21-

NAA15/0---

BAP1111-

Cefotaxime350350350350350
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نتایج و بحث

در گیاه پروانش و rolCدر این تحقیق، با هدف بررسی اثر ژن 
هاي تراریخت با ریشه دهی سریع و زیاد، بذرهاي تهیه تولید لاین

اکثر بذرهاي . ندضدعفونی شد) الف- 1شکل (شده گیاه پروانش 
سرعت رشد . روز جوانه زدند15د از استریل شده گیاه پروانش بع

-ها بعد از چهار هفته حدود پنج سانتیها پایین بوده و آنگیاهچه
).ب-1شکل (متر رشد کردند 

حدود : هاي برگی گیاه پروانشالقاي ریشه مویین در ریزنمونه
هاي برگی آن ریزنمونه،زنی بذرهاي این گیاههفته بعد از جوانه6

بررسی القاي ریشه از این . تهیه شدندتحت شرایط استریل 
براي این . ها تحت تاثیر تیمارهاي مختلف صورت گرفتریزنمونه
هااین ریزنمونه.تراریزش شدندهابخشی از این ریزنمونهمنظور 

ابتدا در محیط rolCبا آگروباکتریوم حامل ژن بعد از همکشتی
MSج- 1شکل (نگهداري شدند ساعت48به مدت معمولی.(

گرم بر لیتر میلی350حاوي MSدر محیط هااین ریزنمونهسپس
ها بعنوان کنترل منفی تعدادي از ریزنمونه.ندسفوتاکسیم قرار گرفت

در این محیط قرار گرفت و بخشی نیز جهت ) اریزشبدون تر(
زایی از هاي هورمونی مختلف در ریشهبررسی اثر ترکیب

هاي در محیطrolCقایسه با ژن هاي برگی این گیاه در مریزنمونه
ها هر هفت روز ریزنمونهبازکشت. دار کشت شدندهورمون
با توجه به وجود مقادیر بالایی از مواد فنلی در . گرفتصورت 

هاي برگی برش یافته آن مقدار زیادي مواد این گیاه، از ریزنمونه
هاي موجود در روز اکثر ریزنمونه7فنلی ترشح شده و بعد از 

هاي مختلفی از و در محیط حاوي غلظتمعمولیMSیط مح
هاي برش یافته شروع به سیاه شدن کرده و از لبهNAAهورمون 

تنها تعداد ). د، ه–1شکل (هفته از بین رفتند 2در نهایت بعد از 
هایی با تیمارهاي هورمونی هاي موجود در محیطکمی از ریزنمونه
گرم میلی1و D-2,4ر لیتر گرم دمیلیD)2-2,4حاوي هورمون 

گرم میلی1و D-2,4تر گرم در لیمیلی1و همچنین BAPدر لیتر 
در این مرحله شروع به تولید کالوس کرده بنابراین )BAPدر لیتر 

، این )و-1شکل (شدگی شدند ها کمتر دچار سیاهاین ریزنمونه
فظ حریزشهفته بعد از ترا5ها ماندگاري خود را تا ریزنمونه

این امر بیانگر این . کرده و بطور کامل به کالوس تبدیل شدند
در برابر فعالیت بیش از حد مواد D-2,4موضوع است که هورمون 

فنلی ممانعت کرده و از طرفی با توجه به تشکیل کالوس و ترمیم 
D-2,4هاي برش یافته در محیط حاوي هورمون سریع ریزنمونه

ها کمتر تر شده در نتیجه ریزنمونهمیزان سنتز مواد فنلی نیز کم
2این امر در محیط حاوي . دچار سیاه شدگی و نکروز شدند

.گرم بر لیتر این هورمون مشهودتر بودمیلی
هاي آسیب دیده و با توجه به نتایج بدست آمده که بافت

هاي برش یافته از نظر تولید مواد فنلی مستعد بودند، در ریزنمونه
هاي یافته، از برگهاي برشجاي ریزنمونهادامه این پژوهش ب

لازم به ذکر است که کشت . استفاده شدکامل جهت تراریزش
هاي کشت حاوي تیمارهاي هاي برش یافته در محیطریزنمونه

گرم بر لیتر زغال فعال نیز ممانعتی در برابر میلی2فوق بعلاوه 
وز اکثر ر14ها ایجاد نکرد و بعد از گذشت سیاه شدگی ریزنمونه

هاي برگ ریزنمونه.ها دچار نکروز شده و از بین رفتندریزنمونه
نیز جهت رشد rolCکامل تلقیح شده با آگروباکتریوم حامل ژن 

7ها و جلوگیري از رشد باکتري آگروباکتریوم، هر بهتر ریزنمونه
9بعد از گذشت . شدندروز واکشت شده و به محیط جدید منتقل 

درصد 20ها با آگروباکتریوم، در حدود زنمونهروز از همکشتی ری
کشت شده بودند معمولیMSها که در محیط این ریزنمونه

ها در ابتدا این ریشه). الف، ب-2شکل (هایی مشاهده شد ریشه
رشد کمی داشته و با گذشت زمان به سرعت رشد کرده و منشعب 

-زنمونهها در چهارمین بازکشت ریبیشترین رشد این ریشه. شدند
-میزان رشد ریشه. ها مشاهده شدروز بعد از ظهور ریشه16ها و 

. افتهاي القا شده به تدریج چهار هفته بعد از تلقیح کاهش ی
باتوجه D-2,4هاي حاوي هورمون هاي موجود در محیطریزنمونه

ها ظاهر نشد، هایی از آنبه اینکه تبدیل به کالوس شدند ریشه
ها درانتهاي هفته چهارم به کالوس نهقسمت بیشتر این ریزنمو

هورمون اکسین در تیمارهاي حاوي). ج-2شکل (تبدیل شدند 
NAAهاي موجود در اي مشاهده نشد و ریزنمونهنیز هیچ ریشه

).د- 2شکل (این محیط به تدریج سیاه شده و از بین رفتند 
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هاي برگی تلقیح شده در محیط همکشتی ، ریزنمونه)ب(معمولیMSهفته بعد از کشت در محیط 4هاي استریل پروانش ، گیاهچه)الف(بذر گیاه پروانش -1شکل 

، تشکیل کالوس )ه(NAAهاي پروانش در محیط حاوي هورمون ، نکروز شدید ریزنمونه)د(معمولیMSهاي تلقیح شده پروانش در محیط ، سیاه شدن ریزنمونه)ج(
.Fig1).و(D-2,4محیط حاوي هاي پروانش موجود در در ریزنمونه Catharanthus roseus seed and explants and callus

، القاي کالوس در )الف، ب(روز بعد از تلقیح rolC9هاي تلقیح یافته با آگروباکتریوم حامل ژن هاي برگ کامل گیاه پروانش، القاي ریشه در ریزنمونهریزنمونه-2شکل 
حاوي MSهاي موجود در محیط شدگی ریزنمونه، سیاه)ج(هفته 4بعد از BAPگرم در لیتر میلی1و D-2,4گرم در لیتر میلی2ود در محیط حاوي هاي موجریزنمونه

، )ه(ها روز بعد از ظهور ریشه16هاي برگ کامل پروانش هاي مویین القا شده از ریزنمونهریشه). د(هفته 4بعد از BAPگرم در لیتر میلی1و NAAگرم در لیتر میلی1
هاي تلقیح شده با هاي القا شده از ریزنمونههاي مویین در ریشه، وجود فنوتیپ ریشه)و(روزه 30هاي زنی بذر گیاه پروانش از گیاهچههاي حاصل از جوانهریشه

.Fig2).ن(هاي معمولی گیاه ، ریشه)م(آگروباکتریوم  Root inducing in Catharanthus roseus explants by rolC gene
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هاي تلقیح شده هاي القا شده از ریزنمونهبررسی میزان رشد ریشه
هاي حاصل از در مقایسه با ریشه) ه- 2شکل (با آگروباکتریوم 

نیز حاکی از رشد بیشتر و ) و-2شکل (زنی بذر این گیاه جوانه
زنی صل از جوانههاي حاهاي مویین نسبت به ریشهسریعتر ریشه

ها نشان داد که میزان گیري وزن این ریشهبذر این گیاه بود، اندازه
- میلی79روز بعد القا که بطور میانگین 15هاي مویین رشد ریشه

زنی هاي حاصل از جوانهگرم بود که نسبت به میزان رشد ریشه
58/6گیري شد، گرم اندازهمیلی12بذر این گیاه که بطور میانگین 

ها نیز نشان داد که بررسی فنوتیپی این ریشه. برابر بیشتر است
هاي تلقیح شده با آگروباکتریوم هاي القا شده از ریزنمونهریشه

رشد سریع، رشد بصورت مستقیم، رنگ (هاي مویین فنوتیپ ریشه
در حالیکه ) م-2شکل (را دارد ) سفید و فراوانی تارهاي کشنده

این خصوصیات را از خود ) ن-2کل ش(هاي معمولی گیاه ریشه
نشان داد که القاي تراریزشنتایج این مرحله از . نشان ندادند

هاي برگی تلقیح شده گیاه پراونش با ریشه از ریزنمونه
MSها در محیط و میزان رشد آنrolCآگروباکتریوم حامل ژن 

دار با کارایی بالایی انجام هاي هورموننسبت به محیطمعمولی
-ها با سرعت بیشتري نسبت به ریشهگیرد همچنین این ریشهمی

ها با توجه بنابراین از این ریشه. کنندهاي معمولی گیاه رشد می
کنند و هاي معمولی تولید میبه بیوماس بالایی که نسبت به ریشه

-هاي مهم دارویی نسبت به بافتکارایی بالایی در سنتز آلکالوئید

تر از نظر ژنتیکی نیز پایدار ز همه مهمهاي دیگر گیاه دارند و ا
هاي عنوان منبعی غنی براي تولید متابولیتتوان بههستند، می

صورت انبوه، از طریق کشت در راکتورهاي زیستی ثانویه به
.استفاده کرد

هاي برگی هاي القا شده از ریزنمونهآنالیز مولکولی ریشه
-ي القا شده از ریزنمونههابه منظور تایید تراریختی ریشه: پروانش

در محیط هاي القا شده لاین از ریشهدو، پروانشهاي برگی گیاه 
MSبیشترین رشد را داشتند انتخاب روز 25بعد از کهمعمولی

براي تائید وجود . از آنها صورت گرفتDNAشده و استخراج 
T-DNA پلاسمیدTiهاي القا آگروباکتریوم در داخل ژنوم ریشه
) ها القا شدهتائید تراریختی ریشه(در آنها rolCضور ژن شده و ح

هاي اختصاصی طراحی شده براي ژن آغازگربا PCRاز واکنش 

rolCبدین منظور . استفاده شدPCR ذکر شده در مواد برنامهطبق
2راج شده و میکرولیتر از محصول استخ10. ها انجام شدو روش

شده و بر روي ژل آگارز اري باهم مخلوطمیکرولیتر بافر بارگذ
PCRنتیجه الکتروفورز محصول . درصد بارگذاري شدند5/1

هاي مویین استریشههاي انتخاب شدهلاینبیانگر تراریختی 
).3شکل (

- در یکی از تحقیقاتی که در این زمینه انجام شده است ریز نمونه
هفته 8هاي هیپوکوتیل گیاه پروانش بعد از قرار گرفتن به مدت 

میکرومولار 4/5و BAمیکرومولار 1/31حاوي MSر محیط د
NAAها توسط این کالوس. تشکیل کالوس دادندA. rhizogenes

. هاي مویین از آنها خارج شدروز ریشه10آلوده شده و بعد از 
هاي ثانویه از طریق ها، تولید متابولیتاي ریشههفته8بعد از رشد 

HPLCهاي متابولیت.سی قرار گرفتها مورد برراز این ریشه
کریستین که در تحقیقات ضد میکروبی بلاستین و وینثانویه وین

ها جداسازي شدند شوند از این ریشهو ضد سرطان استفاده می
)Zargar et al. 2010(.

، rolCبا آغازگرهاي اختصاصی ژن PCRالکتروفورز محصول -3شکل 
، 1(هاي مویین استخراج شده از ریشهDNA، )+(pBI121-rolCپلاسمید 

).-(استخراج شده از ریشه معمولی DNAو ) 2

Fig3. PCR results of rolC gene on roots' DNA
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ه پروانش در مطالعه دیگري به منظور القاي ریشه مویین در گیا
روزه این گیاه تهیه و بعد از 20هاي هاي برگی از گیاهچهریزنمونه

در محیط A4A. rhizogenesدقیقه همکشتی با استرین 10
2/1B5ها بعد از دو روز به محیط این ریزنمونه. کشت داده شدند

B5هاي هفته بعد از تلقیح اولین ریشه3تا 2. جامد منتقل شدند
هاي ها خارج شده و پنج هفته بعد لاینیزنمونهمویین از این ر

.Zhou et al(تراریخت از آنها بدست آمد  در این تحقیق .)2012
تراریزش پروانش و بدست روشعلاوه بر بررسی و بهینه سازي 

ترکیب هورمونی مناسب براي کالزایی و باززایی این گیاه، آوردن 

رشدبدست آمد که داراي باکتريrolCتراریخت با ژن لاین دو
. به سرعت منشعب شدندهاریشهها بوده و در آنریشهبسیار سریع 

از پروانشهاي برگی از ریزنمونهحاصلهاي تراریختی ریشه
تایید rolCاي اختصاصی ژن از آغازگرههو با استفادPCRطریق 
توان از ژن میعلاوه بر اینکه نشان دادنتیجه این تحقیق . شدند
rolC شه در گیاهان دارویی القاي ریبهبود ریشه دهی و براي

هاي نسبت به ترکیبrolCاستفاده کرد همچنین نشان داد که ژن 
.باشدتر میمختلف هورمونی در القاي ریشه مویین موفق
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atharanthus roseus is a medicinal plant containing very important alkaloids such
as Vincristine and Vinblastin that are used to treat a variety of cancers. Due to
the importance of the plasticity genes such as rolC in the biosynthesis of
alkaloids, this study we investigated possible improvement of rooting and root

induction in C. roseus using the rolC gene. To this end, the seeds of this plant were
superficially sterilized and cultured in in vitro conditions. The leaf explants of these in
vitro plants were inoculated by Agrobacterium tumefaciens carrying pBI121-rolC
plasmid (rolC under control of the CaMV 35S promoter). The inoculated explants were
cultured in five different media with or without hormones for rooting. After nine days,
the first roots appeared in leaf explants on the MS medium without hormones and
containing cefotaxime antibiotic. Two lines had very rapid rooting and the roots
branched quickly. Molecular analysis by PCR using rolC specific primers confirmed the
presence of the rolC gene in the transgenic plants. Results showed that the rolC gene
could be used to induce rooting in the medicinal plants and that the rolC gene is also
more successful in induction of hairy roots than various different combinations of plant
hormones.

Catharanthus, Root, Transformation, rolC
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