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باشد زیرا ی گياهی میهای ثانویهری برای توليد متابوليتهای مویين روش موثکشت ریشه

ها در زمان های مویين از پایداری ژنتيکی و بيولوژیکی برخوردارند و قادر به توليد متابوليتریشه

جمله از   .Cichorium intybus L  علمی با نام کاسنی باشند.کوتاه و بدون نياز به هورمون می

باشد. در این تحقيق، القای همی میترکيبات دارویی مشامل بوده و گياهان دارویی ارزشمند 

انجام شد. در  ATCC11325ی سویهAgrobacterium rhizogenes های مویين توسط ریشه

های مویين بررسی کشتی بر کارایی القای ریشهآزمایش اول تاثير نوع و سن ریزنمونه و مدت هم

ها بررسی شد. در مویين بر ميزان رشد ریشه هایهای مختلف ریشهشد. در آزمایش دوم تاثيرلاین

گرم در ليتر( و ميلی 0، 5/0، 1و  5/1های مختلف نفتالين استيک اسيد )آزمایش سوم تاثير غلظت

دست آمده نشان داد ه توده بررسی شد. نتایج ب( بر ميزان تجمع زیستدرصد 3، 4، 5و  6ساکارز )

ریشه در هر  26/7درصد( و تعداد ریشه ) 55/75های مویين )که بيشترین درصد القای ریشه

گرم در ميلی 5/1روزه است. همچنين معلوم شد که  5های کوتيلدون ریزنمونه( مربوط به ریزنمونه

درصد ساکارز بيشترین تأثير را در افزایش وزن تر، خشک و شاخص  4و  3در ترکيب با  NAAليتر 

نانومتر، در  270ونوئيد در طول موج رشد داشت. بيشترین محتوای فنول کل و همچنين فلا

 4در ترکيب با  NAAگرم در ليتر ميلی 5/1های مویين رشد کرده در محيط کشت حاوی ریشه

نانومتر،  330و  300درصد ساکارز مشاهده شد در حالی که بيشترین ميزان فلاونوئيد در طول موج 

 5در ترکيب با  NAAم در ليتر گرميلی 5/1های مویين رشد کرده در محيط کشت حاوی در ریشه

 دست آمد.درصد ساکارز به

 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 

ی و از تیره .Cichorium intybus L کاسنی با نام علمی  

Asteraceae صورتبهباشد که بسته به مناطق مختلف، می 

های کند. تقریباً تمام قسمتساله رشد میساله و چندیکساله، دو

(. et al., 2019 Vahabiniaگیرد )این گیاه مورد استفاده قرار می

های های شیکورین، سولفات و فسفاتامل ترکیببرگ کاسنی ش

سدیم، منیزیم، پتاسیم و نیترات پتاسیم است. بعلاوه ریشه کاسنی 

های مختلف از قبیل گلوکز، درصد اینولین، قند11-15دارای 

فروکتوز و ساکارز، شیکورین، پکتین، لوولین، 

(، اسید تارتاریک، Cova et al., 2019لاکتون )ترپنسسکویی

(. Jayswal et al. 2011باشد )امین و ترکیبات فنولی میویت

 .Velayutam et alباشد )شیکورین می های کاسنی حاوی مادهگل

های کبدی و صفراوی (. از ریشه این گیاه در درمان بیماری2006

ه دلیل توانایی بشیکوریک اسید (. Yang, 2009شود )استفاده می

 etدارد ) HIV  ویروسالیت ضدفع integrase HIV در مهار آنزیم

al., 2019 Pengترکیب برگ و ریشه برای تقویت بنیه و تصفیه .) 

 Velayutamشود )های عفونی استفاده مییژه در بیماریوبهخون 

et al. 2006 ترکیبات فنولی موجود در کاسنی از جمله .)

هیدروکسی سینامیک اسید، شیکوریک اسید، کافئیک اسید، 

سید، کافتاریک اسید، آپیژنین، کوئرستین، بنزوییک کلروژنیک ا

 عنوانبهاسید، فلاونول، آنتوسیانین و گالیک اسید 

 ,.Carazzone et al 2009کنند )های قوی عمل میاکسیدانآنتی

2013; Heimler et al., .) 

های مؤثر برای افزایش تولید متابولیت ثانویه در یکی از روش

های گیاهی، استفاده از خته نمودن گونهسیستم کشت بافت و تراری

 ,.Nigutova et alباشد )رایزوژنژ می اگروباکتریومسیستم ناقل 

 عموماًهای گرم منفی بوده و (. این باکتری جزو باکتری2019

 Zafarکند )ای را آلوده میلپهای و گاهی گیاهان تکگیاهان دولپه

et al., 2019شود. یین میهای مو( و منجر به تشکیل ریشه

 Riپلاسمید  T-DNAی های مویین حامل قطعههای ریشهسلول

-Hakkinen and Oksmanباشند )ای خود میدر درون ژنوم هسته

Caldentey, 2018 عوامل متعددی در فرآیند تراریخت کردن .)

گیاهان با اگروباکتریوم رایزوژنز مؤثر است. این عوامل شامل 

ی گیاهی، نوع و ، نوع و سن ریزنمونهژنوتیپ گیاه، شرایط تلقیح

های مویین (. ریشهGelvin, 2000باشند )ترکیبات محیط کشت می

ای در غیاب شیشهنظیری در رشد در شرایط درونتوانایی بی

 & Ramachandraی رشد گیاهی را دارند )هاکنندهمیتنظ

Ravishancar, 2007توان برای های رشدی می(. از این ویژگی

ها استفاده کرد گیاهی و بررسی نقش ژن های ثانویهمتابولیت تولید

(Parr, 2016 در تحقیقی میزان رشد و تولید متابولیت ثانویه در .)

اگروباکتریوم  LMG 150های مویین حاصل از سویه ریشه

رایزوژنز در گیاه کاسنی بررسی شد و نتایج به دست آمده نشان 

 تراریخت برابری رشد ریشه 57/1این تیمار باعث افزایش  داد که

شود. همچنین تولید متابولیت غیرتراریخت می نسبت به ریشه

 ,.Bais et alبرابر ریشه غیرتراریخت گزارش شد ) 06/4ثانویه 

رشد را بر  یهاکنندهمیتنظتأثیر  دیگری (. همچنین در مطالعه2000

بررسی مویین کاسنی  هایریشه ثانویه متابولیت تولید و رشد روی

 5/0 غلظت در که جیبرلین کردند. نتایج بدست آمده نشان داد

 و هاریشه رشد افزایش برای کنندهتنظیم بهترین لیتر در گرممیلی

(. برای تعیین بهترین Bais et al., 2001است ) ثانویه متابولیت

منظور ایجاد ریشه مویین در گیاه رایزوژنز به اگروباکتریومی سویه

ی کوتیلدونی با سازی محیط کشت، ریزنمونهنهکاسنی و بهی

رایزوژنز  اگروباکتریوم ATCC15834و  A4 ،A13های سویه

و  MS  ،LSتلقیح شد. همچنین از سه نوع محیط کشت مختلف

B5 کشتی استفاده کردند. نتایج به دست آمده محیط هم عنوانبه

 و در بین نشان داد که اگروباکتریوم قادر به القای ریشه مویین بوده

رشد در  آیی راکار نیبالاتر MS مختلف، کشتهای طیمح

های . همچنین میزان ترکیبات فنولی در کلوننشان داد هاریشه

داری نسبت افزایش معنی 13Aو  4Aهای القاء شده توسط سویه

 های القاء شده توسط سویهاند. اما در ریشهبه شاهد داشته

ATCC15834  مشاهده شد )کاهش ترکیبات فنولیKabirnotaj et 

al., 2012است که استفاده از های اخیر نشان داده(. نتایج پژوهش

های مویین تواند نقش موثری در افزایش رشد ریشهالیسیتورها می

(. Park et al., 2017باشد )های ثانویه داشتهو تولید متبولیت

جاسمونات در و متیل NAAالیسیتورهای هورمونی از جمله 
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توده و ترکیبات حیط کشت مایع باعث افزایش تولید زیستم

(. در Linh et al., 2019اند )های مویین شدهدارویی ریشه

های مویین گیاه عنوان محرک رشد ریشهها بهپژوهشی تاثیر اکسین

کاسنی، مثبت و موثر ارزیابی شده و توانایی جذب هورمون 

های غیر ریشه بیشتر ازهای مویین تراریخت توسط ریشه

(. در آزمایشی تاثیر Fathi et al., 2018تراریخت گزارش شد )

های مویین بررسی های رشد را بر روی رشد ریشهتنظیم کننده

بیشترین  (NAA)کرده و گزارش کردند که نفتالین استیک اسید 

های مویین های ثانویه در ریشهتاثیر را در رشد و تولید متابولیت

، ایندول (3GA)نسبت به جیبرلیک اسید   indicaPlumbagoگیاه 

داشته است  (IBA)و ایندول بوتیریک اسید  (IAA)استیک اسید 

(Gangopadhyay et al., 2011)ی ماده منظور تولید بیشینه. به

های مویین گیاه ( در ریشهgentiopicrosideجنتیوپیکروساید )

Gentiana scabra و نتایج پژوهش  ها استفاده شداز انواع اکسین

گرم نشان داد بیشترین میزان این متابولیت در اثر افزودن یک میلی

 ,.Huang et alکشت مایع حاصل شد )به محیط NAAدر لیتر 

های مویین سازی کشت ریشه(. تاثیر غلظت ساکارز در بهینه2014

نیز توسط برخی پژوهشگران به اثبات رسیده است از جمله تولید 

 Talinumهای مویین گیاه تولید ساپونین در ریشهتوده و زیست

paniculatum Gaertn  5در اثر استفاده از محیط کشت حاوی 

حال به. اما تا(Manuhara et al., 2015)درصد ساکارز تایید شد 

کشتی در پژوهشی با هدف بررسی تاثیر سن ریزنمونه و مدت هم

روباکتریوم اگ ATCC11325های مویین توسط سویه القای ریشه

های مختلف رایزوژنز و بررسی تاثیر الیسیتور هورمونی و غلظت

همین خاطر ساکارز بر میزان رشد ریشه انجام نشده است، به 

های مویین با سازی القای ریشههدف از پژوهش حاضر بهینه

اگروباکتریوم رایزوژنز در گیاه  ATCC11325 ی استفاده از سویه

های مویین براساس میزان رشد تر ریشهکاسنی، انتخاب لاین بر

های و غلظت NAAها و سپس بررسی تاثیر هورمون ریشه

های ثانویه توده و متابولیتمختلف ساکارز بر میزان تولید زیست

 باشد.می

 

 

  هاروش و مواد

بذر گیاه کاسنی از شرکت پاکان : منبع گیاهی مورد استفاده

 5بذرها از هیپوکلریت سدیم  اصفهان تهیه شد. برای استریل کردن

درصد به  70یتاً الکل نهادقیقه و  10و سپس  12درصد به مدت 

ثانیه استفاده شد. بعد از هر تیمار شستشو با آب استریل  90مدت 

 & MS Murashigeانجام گرفت. سپس بذرها در محیط کشت 

Skoog, 1962))  ساعت  16کشت شده و در تناوب نوری

گراد یسانتی درجه 25اریکی و در دمای ساعت ت 8روشنایی و 

 نگهداری شدند. 

 از مویین،های ریشهی منظور القابه: های مویینالقای ریشه

های و ریزنمونه ATCC11325ی سویه رایزوژنز اگروباکتریوم

روزه استفاده شد.  12و  5کوتیلدون و هیپوکوتیل در دو سن 

م شد. یک کلونی از ی سوسپانسیون باکتری به شرح زیر انجاتهیه

گرم در لیتر میلی 50مایع حاوی   LBباکتری در محیط کشت

بیوتیک ریفامپسین، کشت گردید. کشت باکتری در شیکر آنتی

به  rpm 120گراد و با چرخشی سانتیدرجه 26انکوباتور با دمای 

ساعت قرار داده شد و سپس از سوسپانسیون حاصل  24مدت 

 600ODها استفاده شد . میزان ریزنمونه طور مستقیم برای تلقیحبه

در  LB  ،6/0سوسپانسیون باکتری برای تلقیح در محیط کشت 

سطحی توسط  ها پس از ایجاد زخمنظر گرفته شد. ریزنمونه

حاوی  LBاسکالپل، در شرایط استریل در محیط کشت 

ور شده و دقیقه غوطه 15سوسپانسیون باکتری به مدت 

های تلقیح شده، در روی کاغذ صافی نمونهشدند. ریزدادهتکان

برای حذف باکتری اضافی، نسبتاً خشک گردید و سپس روی 

ساعت  72و  48، 24جامد، کشت و به مدت  MSمحیط کشت 

گراد و در شرایط تاریکی نگهداری ی سانتیدرجه 25±2در دمای 

شاهد در شرایطی  عنوانبههای تلقیح نشده نیز شدند. ریزنمونه

با تیمارها کشت گردیدند. پس از سپری شدن مدت  مشابه

گرم در میلی 250ها در آب استریل حاوی کشتی، ریز نمونههم

لیتر سفوتاکسیم شستشو داده شدند و پس از خشک شدن نسبی 

 500جامد حاوی  MSدر روی کاغذ صافی، به محیط کشت 

های کنندهفاقد تنظیم بیوتیک سفوتاکسیم وگرم در لیتر آنتیمیلی

ها هر هفته انجام رشد گیاهی انتقال داده شدند. واکشت ریزنمونه
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شد و در نصف کاهش دادهشد و هر بار غلظت سفوتاکسیم به

کشت حذف شد. پس از گذشت چهار هفته از نهایت از محیط

ها، درصد القای ریشه مویین، میانگین تعداد و طول ظهور ریشه

 لی محاسبه گردید.ها و تعداد انشعابات ریشه اصریشه

های مویین از در تشخیص ریشه: های مویینتأیید مولکولی ریشه

ها های نابجا علاوه بر استفاده از صفات مورفولوژیکی ریشهریشه

زمان القاء، محل خروج ریشه، تعداد ریشه و میزان رشد  ازجمله)

و با استفاده از آغازگرهای  ها(، از طریق تأیید مولکولیریشه

 CTABبه روش  DNAانجام شد. استخراج  rolBی ژن اختصاص

(Khan et al., 2007) های نابجای های مویین و ریشهاز ریشه

های تلقیح نیافته )به عنوان شاهد( انجام شد. حاصل از ریزنمونه

 عنوانبه ATCC11325ی سویه رایزوژنز پلاسمید اگروباکتریوم

اه ترموسایکلر، با در دستگ PCRکنترل مثبت استفاده شد. واکنش 

استخراج شده  DNAبر روی  rolB  های اختصاصی ژنآغازگر

-'5زیر بود:  صورتبهانجام شد. توالی آغازگرها 

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCCACGA-3'  آغازگر(

-TAGGCTTCTTTCTTCTGGTTTACTGCAGCA-'5مستقیم( و 

شامل یک چرخه واسرشتگی  RCRی )آغازگر معکوس(. برنامه '3

چرخه  35دقیقه،  5گراد به مدت ی سانتیدرجه 94لیه در دمای او

 2گراد به مدت ی سانتیدرجه 94شامل واسرشتگی در دمای 

گراد به مدت ی سانتیدرجه 55ها در دمای دقیقه، اتصال آغازگر

ثانیه و  90گراد به مدت ی سانتیدرجه 72ثانیه، بسط در دمای  45

 7گراد به مدت ی سانتیدرجه 72یک چرخه بسط نهایی در دمای 

 دقیقه بود. 

هترین لاین ببرای انتخاب : های مویینانتخاب لاین برتر ریشه

ها، در های مختلف حاصل از ریزنمونههای مویین، لاینریشه

گرم میلی 400مایع حاوی  MSظروف جداگانه در محیط کشت 

 در لیتر سفوتاکسیم، در ظروف شیشه مربا کشت شدند سپس در

گراد ی سانتیدرجه 26و دمای  rpm 120شیکر انکوباتور با دور 

 و در تاریکی نگهداری شدند پس از سه هفته، لاینی از ریشه

ز ده امویین که بیشترین رشد )افزایش وزن تر( را داشت با استفا

 ها انتخاب شد.توزین ریشه

 

شد رو منبع کربن بر روی  NAAهای مختلف تأثیر غلظت

ر این آزمایش د: های ثانویهویین و متابولیتهای مریشه

روزه به دلیل  5های دست آمده از کوتیلدونبه Cهای لاین ریشه

 عنوانبه، هفته پس از تلقیح 7اینکه بیشترین میزان رشد را داشتند، 

و ها به قطعاتی به طول دماده آزمایشی استفاده شدند. نوک ریشه

 تر ریشه، هوادهیات کوچکمتر برش داده شدند زیرا قطعسانتی

بهتری در شیکر داشته و رشد بیشتری خواهند داشت. در هر 

مایع  MSلیتر محیط کشت میلی 15گرم ریشه در میلی 50تکرار 

در چهار غلظت  NAAدر ظروف شیشه مربا کشت شد. هورمون 

منبع کربن  عنوانبهگرم در لیتر( و ساکارز میلی 5/1و  1، 5/0، 0)

درصد(  6و  5، 4، 3های مویین در چهار غلظت )شهبرای رشد ری

ر ا دوها در شیکر بمورد استفاده قرار گرفتند. پس از کشت، شیشه

rpm 100  نگهداری شدند. بعد از چهار هفته، وزن تر و خشک

گیری شد و شاخص رشد محاسبه گردید همچنین ها اندازهریشه

 گیری شد.ندازهها امیزان فنول کل و فلاونوئید موجود در ریشه

 هایهای مویین و ریشهریشه کل فنولی ترکیبات محتوای

 & Sonaldسیوکالتیو ) -از روش فولین استفاده با غیرتراریخت

Laima, 2001خشک  هایبافت از گرم 01/0شد.  گیری( اندازه

درصد  95اتانول  لیترمیلی 1 با که پودر شده، ها رای ریشهشده

در شیکر انکوباتور با دور  ساعت 24 به مدت مخلوط شد سپس

rpm 100  نگهداری گراد در تاریکیی سانتیدرجه 25و دمای 

 دور 6000 با سانتریفیوژ دقیقه در 10شد. مخلوط حاصل به مدت 

 5/0درصد به  95 لیتر اتانولمیلی 5/0در دقیقه قرار داده شد، 

آب  محلول با حجم رویی حاصل اضافه شده و محلول از لیترمیلی

 لیترمیلی 25/0حاصل  محلول لیتر رسانده شد. بهیلیم 5/2مقطر به 

 درصد 5 کربنات سدیم لیترمیلی 5/0درصد و  10فولین  معرف

 در تاریکی نگهداری شد سپس ساعت و به مدت یک شد اضافه

 نانومتر 725 موج طول در اسپکتروفتومتر دستگاه با جذب شدت

 استاندارد منحنی ستفاده ازفنول کل، با ا غلظت .شد خوانده

فنول  میزان گیری(. اندازه1-3اسید محاسبه گردید )شکل گالیک

های مویین با میزان فلاونوئید ریشه کل با سه تکرار انجام شد.

گیری شد. برای این اندازه .Krizek et al ( 1998استفاده از روش )

 3گرم بافت ریشه خشک شده، در هاون به همراه  2منظور، 
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لیتر اتانول اسیدی کوبیده شد. مخلوط حاصل از کاغذ صافی میلی

ی درجه 80و سپس در حمام آب گرم با دمای  داده شد عبور

دقیقه قرار داده شد. پس از سرد شدن  10گراد به مدت یسانت

 طول در اسپکتروفتومتر دستگاه با جذب شدت محلول حاصل،

ضریب  فرمولشد و از  خوانده نانومتر 330و  300، 270های موج

 گیریخاموشی برای تعیین میزان فلاونوئید استفاده شد. اندازه

 فلاونوئید با سه تکرار انجام شد. میزان

 فاکتوریل در صورتبهها تمام آزمایش: هاوتحلیل دادهیهتجز

ی، های آمارقالب طرح کاملاً تصادفی انجام گردید. قبل از آنالیز

وتحلیل یهتجزها انجام گردید. برای دهآزمون تست نرمال بودن دا

ی میانگین یسهاستفاده شد. مقا16نسخه   SPSS افزارنرمها از داده

ای دانکن انجام شد و آزمون چند دامنه ها با استفاده ازداده

 رسم گردید. Excelافزار ها توسط نرمنمودار

  و بحث نتایج

 

ههای  شهه القای ریکشتی بر تأثیر نوع ریزنمونه و مدت زمان هم

 مویین

ها نشان داد کهه اثهر متقابهل    ی واریانس دادهنتایج حاصل از تجزیه

ههای  کشتی بر درصد تولیهد ریشهه  نمونه و مدت زمان همنوع ریز

دار نبهوده امها   مویین و میانگین تعداد، طول و انشعاب ریشه معنهی 

کشهتی بهر درصهد تولیهد     اثرات اصلی نوع ریزنمونه و مهدت ههم  

(. 1باشد )جهدول  دار میدرصد معنی 1ای مویین در سطح هریشه

هها نشهان داد کهه در بهین     ی میهانگین داده نتایج حاصل از مقایسهه 

 55/75بها   روزه 5های کوتیلهدون  های مختلف، ریزنمونهریزنمونه

کشهتی،  سهاعت ههم   72ههای مهویین پهس از    درصد القهای ریشهه  

انهد و کمتهرین   ین داشتههای مویبیشترین توانایی را در تولید ریشه

 12درصهد( در هیپوکوتیهل    33/13های مویین )درصد القای ریشه

(. از بهین  1کشتی بدست آمهد )شهکل   ساعت هم 24روزه پس از 

 33/48کشهتی بیشهترین )  ساعت هم 72کشتی، های همزمان مدت

( را در 66/21کشههتی کمتههرین تههأثیر )سههاعت هههم 24درصههد(، و 

(. از 2انهد )شهکل   های مویین را داشهته هافزایش درصد القای ریش

بها   روزه 5های کوتیلهدون  های مویین، ریزنمونهلحاظ تعداد ریشه

کشهتی بها   سهاعت ههم   72( و 2عدد ریشه )جهدول   26/7میانگین 

عدد ریشهه در ههر ریزنمونهه بیشهترین تهأثیر را در       95/5میانگین 

که در بهین  (. نتایج نشان داد 3افزایش تعداد ریشه داشتند )جدول 

متهر( و  سانتی 66/7های مختلف، بیشترین میانگین طول )ریزنمونه

و در  روزه 5ههای کوتیلهدون   ( در ریزنمونه41/10انشعاب ریشه )

کشهتی مختلهف، بیشهترین میهانگین طهول      های همبین مدت زمان

سهاعت   72( در تیمهار  76/8متر( و انشهعاب ریشهه )  سانتی 96/7)

 کشتی مشاهده شد.هم

های مویین علاوه بر بر القای ریشه رایزوژنز ثیر اگروباکتریومتأ

نوع گیاه و ریزنمونه و نوع ریزنمونه، به  ی باکتری، سنسویه

کشتی گیاه با اگروباکتریوم نیز بستگی دارد مدت زمان هم

(Samadi et al. 2012درصد القای ریشه .) های مویین در

که در یطوربهبود تر بیشتر های با سن پایینریزنمونه

 12های درصد اما در کوتیلدون 55/75روزه  5های کوتیلدون

درصد مشاهده شد. مطابق با این نتایج، در گیاه  54/35روزه 

Gmelina arborea Roxb. های مویین در نیز درصد القای ریشه

روزه  25برابر بیشتر از کوتیلدون  10روزه تقریباً  5کوتیلدون 

دست (. از نتایج بهDhakulkar et al. 2005گزارش شده است )

ی کوتیلدون نسبت به توان استنباط کرد که ریزنمونهآمده می

های مویین بیشتری برخوردار است. هیپوکوتیل از توان تولید ریشه

ی گیاهی، نوع ریزنمونه در القای توان گفت بسته به گونهلذا می

بسیار  تاًثیر گیاهی نهریزنمو گذار است. سنهای مویین تأثیرریشه

 گیاهی سن سلول زیرا دارد، مویین ریشه تولید توانایی بر مهمی

 Kabirnotaj etاست ) آن های فیزیولوژیکیی ویژگیکننده تعیین

al. 2012به بسته های مویینریشه القای زمان حاضر تحقیق (. در 

 در روزه 5 سن با هایدر ریزنمونه بود، متفاوت هاریزنمونه سن

در هر دو نوع ریزنمونه  هاریشه روز( 7 از )پس ین زمانترکوتاه

 مویین هایریشه بالاتر با سنین هایدر ریزنمونه ولی شدند ظاهر

 روزهای شدند. هرچه تعداد تلقیح( القاء از روز بعد 10-15دیرتر )

 جوییصرفه نظر از باشد کمتر مویین هایریشه جهت ظهور لازم

(. تاثیر نوع (Weber et al, 2011باشد می مطلوب بسیار وقت در

ریزنمونه در زمان القای ریشه مویین در گیاهان دارویی دیگر نیز 

های برگی مثال در ریزنمونه عنوانبهگزارش شده است، 

 Coleus( و گیاه کولئوس ) (Pirian and Piri, 2012خرفه
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forskohlii Briqمویین  هایها القای ریشه( بهتر از سایر ریزنمونه

( تأثیر 2003(. شی و کنتزیوس )Reddy et al. 2012اتفاق افتاد )

های مویین های مختلف را در القای ریشهدار نوع ریزنمونهمعنی

ی گزارش کرده و ریزنمونه Pueraria phaseoloidesدر گیاه 

کوتیلدون را بهترین نوع ریزنمونه برای تولید ریشه مویین 

از طریق  رایزوژنز وسط اگروباکتریومسازی تدانستند. تراریخت

پلاسمید باکتری در داخل گیاه  T- DNAی انتقال و درج ناحیه

ها با باکتری، کشتی ریزنمونهباشد بنابراین مدت زمان هممیزبان می

باشد. در این تحقیق از عوامل مهم در تعیین درصد تراریختی می

صد القای کشتی مختلف، بیشترین دراز بین سه مدت زمان هم

کشتی حاصل شد که مطابق با ساعت هم 72های مویین در ریشه

 .Moradi et al(. Kodjo et al. 2013کار پژوهشگران قبلی بود )

ساعت(،  72و  48، 24کشتی )نیز از بین سه زمان هم (2019)

کشتی مشاهده ساعت هم 72بیشترین میزان تراریختی را در اثر 

، 9/0، 6/0های مختلف باکتری )غلظت ها همچنین تاثیرکردند. آن

درصد( را در  6و  3، 0های مختلف ساکارز )( و غلظت5/1و  2/1

( Allium sativumهای مویین در سیر )سازی القای ریشهبهینه

 9/0و  6/0بررسی کرده و بیشترین تاثیر را متعلق به غلظت 

 Faizal( 2019درصد ساکارز دانستند. نتایج پژوهش ) 6باکتری و 

and Sari 20و  10، 5های مختلفی )دادند که از بین مدتنشان 

های متیل جاسمونات و ها در معرض هورمونروز( که ریشه

روز در  15سالیسیلیک اسید قرار گرفتند، متیل جاسمونات و 

های ها در ریشهبرابری ساپونین 5/1گذاری باعث افزایش معرض

  شدند. Talinum paniculatum Gaertnمویین گیاه 

 

 های مویینکشتی مختلف بر القای ریشههمهای زماننوع ریزنمونه و مدت  یرتأثتجزیه واریانس  -1جدول
Table 1- Analysis of variance for the effect of explant type and co-culture time on hairy roots induction 

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

رصد القای ریشهد میانگین تعداد  

 ریشه

میانگین طول 

متر()سانتی ریشه  

 ریشهانشعابات 

 اصلی

ریزنمونه نوع  3 7229/63** 69/02** 33/71** 109/42** 

کشتیمدت هم  2 2144/44** 56/37** 73/61** 65/56** 

ریزنمونه  نوع × کشتیمدت هم   6 ns63/129 ns50/2 ns 49/1 ns 98/0 

یشیاشتباه آزما  24 55/155  51/1  95/3  96/6  

63/8  ضریب تغییرات  28/13  86/22  36/16  

ns 1در سطح  داریمعنداری و و ** به ترتیب عدم معنی    % ns and **: non-significant and significant at 1 probability levels, respectively  

 

a

b

c
c

0

10

20

30

40

50

60

70

80

روزه 5کوتیلدون  روزه 12کوتیلدون  روزه 5هیپوکوتیل  روزه 12هیپوکوتیل 

ن
ویی
 م
ی
ها
ه 
ش
ری
ی 
قا
 ال
 د
در

ریزنمونه

 
 های موییندرصد القای ریشه بر ریزنمونهنوع  تأثیر ینمیانگ مقایسه -1شکل 

Figure 1- Mean comparisons of the effects of explants type on hairy root induction 
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 های موییندرصد القای ریشه بر کشتیهمزمان مدت  تأثیر میانگین مقایسه -2شکل 

Figure 2- Mean comparisons of the effects of co-culture time on hairy root induction 

 

 های مویینروی صفات ریشه بر ریزنمونه تأثیر میانگین سهمقای -2جدول
Table 2- Mean comparisons of the effects of explant on hairy root characteristics 

 انشعاب ریشه
طول ریشه 

متر()سانتی  
ریشه تعداد  

درصد القای ریشه 

 مویین
 ریزنمونه

a41/10 a66/7 a26/7 a55/75  روزه 5کوتیلدون  

a59/9 ab12/6 b75/4 b55/35  روزه 12کوتیلدون  

b42/3 c25/3 c66/1 c67/17  روزه 5هیپوکوتیل  

b68/4 bc40/4 c44/1 c33/13  روزه 12هیپوکوتیل  

 معنی داری با هم ندارند، اختلاف دارندکه حداقل یک حرف مشترک  اعدادی

.Numbers that have at least one common letter are not significantly different from each other 

 

 های مویینروی صفات ریشه کشتی برهمزمان مدت  تأثیر میانگین سهمقای -3جدول
Table 3- Mean comparisons of the effects of co-culture time on hairy root characteristics 

 انشعاب ریشه
طول ریشه 

متر()سانتی  
 تعداد ریشه

زمان مدت 

کشتی هم

 )ساعت(
b37/4 c02/3 b26/3 24 

a94/7 b09/5 ab75/3 48 

a76/8 a96/7 a95/5 72 

، اختلاف معنی داری با هم ندارنددارندکه حداقل یک حرف مشترک  اعدادی  

Numbers that have at least one common letter are not significantly different from each other 

 

 نمونهحا ل از انواع ریز مویینهای خاب لاین برتر ریشهانت

با استفاده از توزین  مویینهای های ریشهانتخاب بهترین لاین

ها ی واریانس دادهها انتخاب شد. نتایج حاصل از تجزیهریشه

ی ریشه و انوع ی تولید کنندهل نوع ریزنمونهنشان داد که اثر متقاب

دار درصد معنی 1در سطح  مویینهای لاین بر وزن تر ریشه

ها نشان داد که ی میانگین داده(. مقایسه4باشد )جدول می

های حاصل از گرم در فلاسک( در ریشه 42/0بیشترین وزن تر )

گرم در  05/0بوده و کمترین وزن تر ) Cروزه و لاین  5کوتیلدون 

بدست آمد  Bهای حاصل از کوتیلدون و لاین فلاسک( در ریشه

های گیاه در سلول T-DNAی (. انتقال و درج ناحیه3)شکل 
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افتد لذا تنوع رشدی و تصادفی اتفاق می صورتبهمیزبان 

که هر کدام از  مویینهای مورفولوژی زیادی بین هر لاین ریشه

تنوع  درواقعشود. اهده میاند مشیک سلول تراریخت حاصل شده

های و میزان بیان ژن T-DNAهای درج شده از در تعداد نسخه

نقش بسزایی در تنوع رشدی  rolBژن  ازجملهموجود در آن 

(. در Fang et al., 2016دارد ) مویینهای های مختلف ریشهلاین

 طوربههای تراریخت که این پژوهش، فنوتیپ رشدی لاین

 mg/l 250مایع حاوی  MSلیتر محیط کشت لیمی 15جداگانه در 

سفوتاکسیم کشت شده بودند تنوع مشهودی را در میزان رشد 

ها رشد طولی زیادی از خود نشان دادند نشان دادند. برخی از لاین

دهی زیادی ها رشد طولی کمتر اما انشعاباما برخی دیگر از لاین

الوسی پیدا داشتند برخی دیگر نیز رشد کمتر داشته و پوشش ک

های کردند. همچنین در تحقیقی برای بررسی توان رشدی لاین

 Gentiana scabra ،24حاصل از گیاه  مویینهای مختلف ریشه

 8لاین مختلف در محیط کشت مایع کشت شده بود و پس از 

گیری با های مختلف تفاوت چشمهفته میزان وزن خشک لاین

برابر  44ین پنج به میزان وزن خشک لا کهیطوربهیکدیگر داشتند 

فقط به میزان تقریباً دو برابر  18لاین  کهیدرحالافزایش یافت 

 .(Huang et al. 2014افزایش نشان داده بود )

 

 هابر وزن تر ریشه مویینهای های ریشهنوع ریزنمونه و لاین ریتأثتجزیه واریانس  -4جدول
Table 4- Analysis of variance for the effect of different explant type and hairy root lines on fresh weight of roots 

 درجه آزادی منابع تغییرات
 میانگین مربعات

 میانگین وزن تر

 004/0** 3 ریزنمونه نوع

 008/0** 4 های مختلفلاین

 048/0 ** 12 های مختلفلاین ×ریزنمونه  نوع

 0002/0 40 اشتباه آزمایشی

 07/7  تغییرات ضریب

  Significant at 1% probability levels :**   %1داری در سطح احتمال **: معنی
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 های مویینهای ریشهروی وزن تر لاین نوع ریزنمونه بر تأثیر میانگین مقایسه -3شکل 
Figure 3- Mean comparisons of the effects of explant on fresh weight of hairy roots lines 
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ر رشد و و منبع کربن ب NAAهای مختلف بررسی تأثیر غلظت

 مویین هایی ریشههای ثانویهمتابولیتمقدار 

های مختلف و غلظت NAAاثر متقابل  دست آمده،برطبق نتایج به

ساکارز بر وزن تر و خشک، شاخص رشدی، فنول کل و 

(. نتایج حاصل 5دار شد )جدول معنی مویینهای فلاونوئید ریشه

شک بیشترین وزن تر و خکه ها نشان داد ی میانگین دادهاز مقایسه

گرم در فلاسک( و بیشترین شاخص  107/0و  4/1)به ترتیب 

گرم در لیتر میلی 5/1حاوی  MS( در محیط کشت 42/21رشد )

NAA  (. نتایج 4، شکل 6دست آمد )جدول درصد ساکارز به 3و

درصد  4یب با در ترک NAAگرم در لیتر میلی 5/1که ن داد نشا

 76/6ساکارز بیشترین تأثیر را در افزایش محتوای فنول کل )

 08/75گرم برگرم وزن خشک ریشه( و فلاونوئید )میلی

 نانومتر 270مایکروگرم بر گرم وزن خشک ریشه( در طول موج 

 5در ترکیب با  NAAگرم در لیتر میلی 5/1داشت. همچنین تیمار 

 ترتیبدرصد ساکارز بیشترین تأثیر را در افزایش فلاونوئید )به

مایکروگرم بر گرم وزن خشک ریشه( در طول  62/111و  92/97

 (.7نانومتر نشان داد )جدول  330و  300موج 

بیشترین  NAA بر لیتر گرممیلی 5/0مطابق با نتایج حاصل، غلظت 

تولید متابولیت ثانویه را در گیاه توده و تأثیر را در تجمع زیست

Plumbago indica های دیگر داشته است نسبت به اکسین

(Gangopadhyay et al., 2010.) ،انواعی از  همچنین در پژوهشی

های زیستی و غیر زیستی از جمله اکسین، سالیسیلیک الیسیتور

ی مخمر در میزان اسید، متیل جاسمونات، نیترات نقره و عصاره

( .Papaver somniferum Lهای مویین گیاه خشخاش )ریشهرشد 

ی مخمر و اکسین بررسی شده و بیشترین تاثیر را در تیمار عصاره

کربن استفاده از منبع (. Siahmansour et al., 2018مشاهده شد )

در رشد و تولید متابولیت ثانویه در گیاه حائز اهمیت  مناسب

نقش بسزایی در رشد و افزایش است. ساکارز به عنوان منبع کربن 

 ,Malamy & Ryanانشعابات ریشه و تولید متابولیت ثانویه دارد )

 تولید به منظور مویین هایریشه کشت اخیر هایسال در (.2001

 در دارویی های گیاهانگونه از تعدادی در ارزش با هایمتابولیت

 ,Srivastava & Srivastavaاست ) گرفته صورت تجاری مقیاس

 از بالاتر مویین هایریشه در ثانویه تولید ترکیبات (. میزان2007

های  بنابراین ریشه باشد می هابافت سایر یا طبیعی های ریشه

 بردن بالا منظور تحقیقات به انجام جهت قدرتمند ابزار یک مویین

 اکسیدانی آنتی هایحتی آنزیم و ثانویه هایمتابولیت تولید میزان

 (.Bulgakov et al. 2012) شوند می محسوب

 

 

 

 های مویینروی صفات ریشه بر و ساکارز NAA تأثیر تجزیه واریانس -5جدول
Table 5- Analysis of variance for the effects of NAA and sucrose on hairy root characteristics 

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

میانگین 

 وزن تر

وزن میانگین 

 خشک

شاخص 

 رشدی
 فنول

فلاونوئید 

270 

 نانومتر

فلاونوئید 

 نانومتر 300

فلاونوئید 

 نانومتر 330

NAA 3 **256/0 **001/0 **51/45 **63/14 **67/720 **58/1890 **56/1889 

 01/1861* 04/1982** 26/1115* 51/3** 92/83** 002/0** 322/0** 3 ساکارز

NAA × 85/519* 76/405* 16/322* 81/0** 81/241** 006/0** 699/0** 9 ساکارز 

 26/376 66/216 07/110 25/0 88/5 0001/0 011/0 32 اشتباه آزمایشی

 %1و  5داری در سطح احتمال *، **: معنی
*,**: Significant at 5 and 1% probability levels  
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 ی مویینهاروی رشد ریشه بر و ساکارز NAA تأثیر میانگین سهمقای -6جدول
Table 6- Mean comparisons of the effects of NAA and sucrose on hairy roots growth 

ساکارز  + )mgl-1(هورمون

 )درصد(

 شاخص رشد وزن خشک )گرم( وزن تر )گرم(

NAA 0 +3 hi 1/0 fg 008/0 fg 74/0 

NAA 0  +4 ef 58/0 bc 049/0 bc 27/9 

NAA 0  +5 gh 25/0 efg 023/0 efg 16/3 

NAA 0  +6 cd 1 a 099/0 a 69/19 

NAA 5/0  +3 d 93/0 a 091/0 a 95/17 

NAA 5/0  +4 e 7/0 b 063/0 b 26/12 

NAA 5/0  +5  fg 43/0 cde 040/0 cde 40/7 

NAA 5/0  +6 ef 55/0 bc 054/0 bc 38/10 

NAA 1  +3 i 067/0 g 0057/0 g 19/0 

NAA 1  +4 cd 04/1 a 090/0 a 18/17 

NAA 1  +5 bc 14/1 a 104/0 a66/20 

NAA 1  +6 ef 55/0 bcd 047/0 bcd 79/8 

NAA 5/1  +3 a 4/1 a 107/0 a 42/21 

NAA 5/1  +4 ab 3/1  a 100/0 a 96/19 

NAA 5/1  +5 g 3/0 efg 021/0 efg 37/3 

NAA 5/1  +6 g 35/0 def 028/0 def 83/4 

، اختلاف معنی داری با هم ندارنددارندکه حداقل یک حرف مشترک  اعدادی  

Numbers that have at least one common letter are not significantly different from each other 

 

 های مویینریشه یمتابولیت ثانویهروی  بر و ساکارز NAA تأثیر میانگین سهمقای -7جدول
Table 7- Mean comparisons of the effects of NAA and sucrose on hairy roots secondary metabolites 

ساکارز  + )mgl-1(هورمون

 )درصد(

 نانومتر 330فلاونوئید  نانومتر 300فلاونوئید  نانومتر 270فلاونوئید  فنول

NAA 0 +3 g 18/2 cde 90/28 d 48/37 cd 17/45 

NAA 0  +4 def 24/3 e-b 06/32 bcd 84/54 cd 76/57 

NAA 0 + 5 fg 61/2 e 89/25 d 03/36 d 43/44 

NAA 0  +6 fg 54/2 e 94/23 d 61/32 d 96/43 

NAA 5/0  +3 def 36/3 e-b 52/36 bcd 88/55 bc 75/70 

NAA 5/0  +4 cde 61/3 bc 79/47 bc 91/69 bc 44/77 

NAA 5/0  +5 def 45/3 e-b 76/35 bcd 35/56 cd 40/63 

NAA 5/0  +6 def 16/3 e-b 31/32 cd 64/47 cd 62/49 

NAA 1  +3 cde 79/3 e 51/24 d 32/39 cd 43/46 

NAA 1  +4 cd 02/4 bcd 22/47 bc 52/71 a 81/17 

NAA 1  +5 efg 96/2 b 16/51 bcd46/59 bc94/76 

NAA 1  +6 efg 89/2 de 44/27 bc 21/43 cd 79/52 

NAA 5/1  +3 b 58/5 b 57/49 bc 6/68 bc 69/70 

NAA 5/1  +4 a 76/6 a 08/75 ab 62/79  bc 01/75 

NAA 5/1  +5 c 51/4 e-b 82/35 a 92/97 a 62/111 

NAA 5/1  +6 c 10/4 e 14/26 d 72/36 cd 27/48 

، اختلاف معنی داری با هم ندارنددارندکه حداقل یک حرف مشترک  اعدادی  

Numbers that have at least one common letter are not significantly different from each other 
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ک تا کوتیلدون و هیپوکوتیل، طی یهای مویین در ریزنمونه هایریشه : ظهورA: در گیاه کاسنی. ATCC11325 A. rhizogenesسویه  های مویین توسطالقای ریشه -4شکل 

های : رشد کم ریشهDدر محیط کشت مایع،  نهای مویی ریشه رشد افزایش C:، های تلقیح نشدهر ریزنمونههای غیر تراریخت د: القای کم ریشهBتلقیح، دو هفته پس از 

های مویین در محیط : کشت ریشهFدرصد ساکارز،  3و  NAAگرم در لیتر یلیم 5/1های مویین در محیط کشت حاوی : کشت ریشهEغیرتراریخت در محیط کشت مایع، 

 درصد ساکارز 3و  NAAر لیتر گرم دکشت حاوی صفر میلی
Figure 4- Hairy roots induction by A. rhizogenes in Chicory, A: Hairy root induction one week after infection, B: Increase in hairy roots number three week 

after infection, C: Hairy root growth five weeks after infection D: Low non-transformed root induction on leaf explants as control (5 weeks after culture), E: 
Hairy root culture in 1.5 mg l-1 NAA and 3% sucrose, F: Hairy root culture in 0 mg l-1 NAA and 3% sucrose 

نقش مهمی در  rolBهای ژنمویین: های تأیید مولکولی ریشه

دارد و درصورت غیر فعال شدن  مویین هاییپ ریشهبروز فنوت

(. در El-Esawi et al., 2017تولید نخواهد شد ) مویین ریشه ،آن

با استفاده از  مویینهای این تحقیق بررسی ماهیت تراریختی ریشه

و الکتروفورز،  PCRانجام شد. نتایج حاصل از  rolBردیابی ژن 

را نشان داد که با  rolBمربوط به تکثیر ژن  bp 760حضور نوار 

اندازه بود اما برای نوار حاصل از شاهد مثبت )باکتری( هم

های تلقیح نشده نواری تکثیر نشد های حاصل از ریزنمونهریشه

 (.5)شکل 

 
 DNA 100ی : نشانگر اندازه1یین.: های موریشه DNAبر روی  rolBهای اختصاصی ژن با آغازگر PCRدر واکنش  bp 760ی به اندازه DNA یتکثیر قطعه -5شکل 

های ریزنمونه زا حاصل های نابجای: ریشه9های مویین، ریشه :8-3به عنوان کنترل مثبت، ATCC11325 ی سویه  A. rhizogenes: پلاسمید باکتری 2جفت بازی، 

 .منفی شاهد عنوان به غیرتراریخت
Figure 5- PCR amplified DNA fragments in size (760 bp) using specific primers for rolB gene on hairy roots DNA. 1: 100 bp DNA Ladder, 2: A. rhizogenes 

plasmid ATCC11325 strain as positive control, 3-8: hairy roots, 9: Adventitious roots raised from non-transformed explant as negative control. 
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Abstract 

Hairy root cultures are an effective method for production of secondary metabolites, 

because the hairy roots are genetically and biologically stable and they are able to produce 

metabolite within a short time without needs to hormone. Chicory (Cichorium intybus L.) is 

one of the important medicinal plants that contains a number of important medicinal 

compounds. In this research, hairy root induction was established through the mediation of 

the ATCC11325 strain of Agrobacterium rhizogenes. In first experiment, the effects of type 

and age of explant and co-culture times on the efficiency of hairy root induction were 

investigated. In the second experiment, we studied the effect of different hairy root lines on 

growth rate. In third experiment, the effects of various concentration of NAA (0, 0.5, 1 and 

1.5 mg/l) and sucrose (3, 4, 5 and 6%) on biomass accumulation were investigated. Results 

showed that maximum hairy root induction (75.55 percent) and number of roots (7.26 roots 

per explant) obtained from 5-day-old cotyledons. The results revealed that 1.5 mg l-1 NAA 

in combination with 3 and 4% sucrose were superior for highest fresh (1.4 and 1.3 g) and 

dry weight (0.107 and 0.100 g) productivity and growth index (21.42 and 19.96). The 

highest total phenolic content (6.76 mg g-1 DW) and flavonoid content in 270 nm 

wavelengths was observed in hairy roots that were grown in medium supplemented with 

1.5 mg l-1 NAA and 4% sucrose while the maximum flavonoid content in 300 and 330 

wavelengths was achieved in 1.5 mg l-1 NAA and 5% sucrose. 

 

Keywords: Explant age, NAA, RolB gene, Secondary metabolites, Hairy root 
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