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روش موثری برای افزایش  Agrobacterium rhizogenes وسيلههای مویين بهقای ریشهال

های مویين علاوه بر ميزان رشد زیاد، از پایداری ژنتيکی و ترکيبات دارویی گياه خرفه است. ریشه

( یکی از گياهان دارویی ارزشمند Portulaca oleracea Lبيوشيميایی برخوردارند. خرفه ).

ارزشمندی از جمله دوپامين و نورآدرنالين است. در این  های ثانویهدارای متابوليت باشد ومی

القا شد.  A4ی سویه Arobacterium rhizogenesهای مویين خرفه با استفاده از پژوهش ریشه

 x5/2و  x5/0 ،x1 ،x5/1 ،x2کشت )های مختلف عناصر غذایی ماکرو محيطهمچنين تاثير غلظت

های مویين و ميزان فنول و پایه( بر درصد القای ریشه MSکشت ناصر در محيطبرابر غلظت ع

در  rolBهای مویين، وجود ژن منظور تائيد تراریختی ریشهها بررسی شد. بهفلاونوئيد کل در ریشه

دست آمده نشان داد استفاده شد. نتایج به rolBو پرایمرهای ژن  PCRهای مویين، از روش ریشه

درصد( مشاهده شد. 80پتاسيم نيترات ) x5/0های مویين در غلظت درصد القای ریشه که بيشترین

( را بر گرم وزن خشک گرمیليم 52/4پتاسيم نيترات بيشترین ميزان فنول کل ) x5/0غلظت 

ترتيب مربوط بهبر گرم وزن خشک(  گرمیليم 02/17و  2/18کل ) داشت. بيشترین ميزان فلاونوئيد

های مویين تراریخته توسط واکنش بود. تائيد مولکولی ریشه پتاسيم نيترات x1و  x5/0غلظت 

PCR .انجام شد 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 

منظور دفاع در برابر عوامل بیماریزا و گیاهان دارویی به

افشان و شکارچیان، حفاظت از آسیب نور و جذب حشرات گرده

کنند غیره منبع طیف وسیعی از متابولیت ثانویه تولید می

(Ramachandra and Ravishancar, 2002.) های اغلب متابولیت

یچیده و آرایش خاصی که دارند از گیاهان ثانویه به دلیل ساختار پ

ها شوند، زیرا تولید شیمیایی آنوحشی یا کشت شده استخراج می

 ,Rates) خیلی مشکل و از نظر اقتصادی مقرون به صرفه نیست

های گیاهان وحشی یا تولید ترکیبات دارویی از عصاره (.2001

کشت شده با مشکلات گوناگون از جمله کشت دشوار برخی 

برداری بی رویه و یاهان، خطر انقراض برای گیاهان در اثر بهرهگ

عوامل همراه  سایرمشکلات جغرافیایی و تغییرات آب و هوایی و 

ای استفاده از کشت درون شیشه (.Verporte et al. 2002است )

تواند بر این مشکلات غلبه ها میبرای تقویت تولید این متابولیت

ای گیاهی تغییر ژنتیکی داده شده و هی کشت بافتکند. توسعه

 Agrobacteriumیهای مویین تراریخته به وسیلهکشت ریشه

rhizogene  ای در گام مهمی در استفاده از کشت درون شیشه

چند ویژگی  (.Kim et al. 2002باشد )تولید متابولیت ثانویه می

را به راهکاری ارزشمند و  مویین هایریشه سیستم کشتمهم که 

 سرعت ازکند عبارتندمفید برای تولید ترکیبات دارویی تبدیل می

، تولید ترکیبات دارویی در بالا ژنتیک پایداری بازده و ،زیاد رشد

های رشد گیاهی. کنندهتنظیمنیاز به ترین زمان ممکن و بیکوتاه

به این صورت است A. rhizogenes باکتری خاکزی شیوه عملکرد 

های از طریق درج قسمتی از ژن ول گیاهی،که هنگام ورد به سل

-Tبخش   گردددر ژنوم گیاهی می  T-DNAخود موسوم به ناحیه

DNA  های های سنتز هورمونهایی است که آنزیمشامل ژن

 ,Baskaran and Jayabalan) کننداکسین و سایتوکینین را رمز می

2009.) 

باشد که می Portulacaceaeی ساله از تیرهخرفه گیاهی یک

 گوشتی به رنگ قرمز یای شکل و ساقههای ضخیم و دایرهبرگ

 این گیاهکه ارتفاع . بذرهای سیاه ریز داردو همچنین  ارغوانی

هایی به رنگ زرد که رسد و دارای گلمتر میسانتی 40اغلب به 

در (. گیاه خرفه 1-1گردند)شکل در انتهای ساقه گیاه تشکیل می

نیز   purslaneو pigweed، hogweedهای مبا نا زبان انگلیسی

های ترکیب (.Aamirul-Alam et al. 2015شود )نامیده می

 ،منگنز، فسفر ،آهن ،کلسیم ،پتاسیم، مس جملهشیمیایی متفاوتی از

های پروتئینی، ، کربوهیدرات، سازهمواد لعابیو همچنین  سلنیوم

 مانند پکتین، اسدی چرب غیراشباع و قندهایی اکسیدانآب، آنتی

این گیاه منبع وسیعی از  همچنیندر این گیاه وجود دارد. 

و  3-امگا ،دوپامین ی مفیدی چونهای ثانویهمتابولیت

 ,Pirian and Piri) است نورآدرنالینهای عصبی مانند دهندهانتقال

توجهی در تغییرات تواند نقش قابلگیاه خرفه می (.2012

های ایجاد کند. آزمایشایجادشده در هومئوستازی بدن 

ورت گرفته بر روی عصاره خرفه نشان داده است صفیتوشیمیایی 

های آلی گروهی از اسیده ،Bو  Aهای که این گیاه حاوی ویتامین

آلفا و  مالیک ،سیتریک ،اگزالیک ،کافئیک ،سینامیک ،سیتریک مانند

 ،ینتآلکالوئید کوئرس و دیگر ترکیباتی چون لینولئیک اسید

باشد می کومارینو  فلاوونوئیدها ،های قلبی آنتراکینونیزیدگلیکو

(Ahmadi-Moghadam et al. 2013 .) در کاهش دردهای خرفه

های گوارشی بخصوص معده، ناحیه سر و دردهای میگرنی، درد

احساس درد و سوزش در مجاری ادراری، بهبود اسهال و افزایش 

خرفه برای التیام  خواص درمانی. شیر مادران شیرده مؤثر است

مسائل درد گوش، جای نیش حشرات، انواع التهابات، ، سوختگی

آبسه نیز و  زخم معده پوستی از جمله جراحت، خارش و اگزما،

ها و ها و قارچمانع فعالیت باکتری این گیاه همچنین. کاربرد دارد

تواند در کاستن ناگهانی شود و میزا میدیگر عوامل بیماری

 .Mahipal et al) لا، از بین بردن یبوست مؤثر باشدهای باتب

های ریشه در کرکموجود 3-نورآدرنالین، دوپامین و امگا (.2015

ی سیستم ایمنی در زمان شوک کنندهعنوان تعدیلبه ،این گیاه

 (.Ghorbani et al. 2015شوند )استفاده می

در  ها و ترکیبات موجودبا توجه به این که محیط کشت و ویژگی

های مویین اهمیت زیادی دارد و آن برای کشت ریشه

کردن این فرآیند انجام شده های زیادی با هدف بهینهپژوهش

کشت بر ی تاثیر ترکیبات محیطاست اما مطالعات زیادی در زمینه

های مویین گیاه خرفه انجام نشده است. نتایج پژوهش القای ریشه

(2013 )Ahmadi-Moghadam et al.  هدف بررسی تأثیر با
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 هایقطعه های مویین دربرالقای ریشه ATCC15834ی سویه

متری( حاکی از این بود )در ابعاد سه میلی ساقه و کوتیلدون خرفه

را نشان دادند و  دهیمیزان ریشه ها بالاترینکوتیلدون که

سطح دوپامین را داشتند.  ها بالاترینهای حاصل از آنریشه

 اثر Pirian and Piri( 2012)همچنین طی پژوهشی 

سطح  رسیدن به برای را اسیدجازمونات و سالیسیلیکمتیل

کردند و های مویین خرفه بررسی دوپامین در ریشه یبیشینه

 250جازمونات و گرم در لیتر متیلمیلی 100میزان  دریافتند

دومین را به بالاترین متابولیت  سطح سالیسیلیک گرم در لیترمیلی

تابعی تحت  های مویینالقا و رشد ریشهرسانند. میزان حد می

 ایمطالعهدر است. کشت  ترکیبات محیط تاثیر عوامل مختلف از

ها حاکی از این بود که یافته انجام شد، زرین گیاه روی

  2CaCl و 3NO4NH ،4PO2KH، 3KNO فاقد MSکشت محیط

 اهگی ایندر  های مویینراندمان القای ریشهموجب افزایش 

تر، وقتی که به طور ویژه .(Sharafi et al. 2014) دوشمی

را در های مویین ریشه سنتز بود، 2CaClفاقد  MSکشت محیط

(. Montoro et al. 2000افزایش داد ) Hevea brasiliensisگیاه 

منظور افزایش کشت بهتأثیر مثبت حذف ترکیبات معدنی از محیط

نیز  Ginkgo bilobaسازی گیاه تهدر تراریخ A. rhizogenesکارایی 

(. با توجه به عدم بررسی Dupre et al. 2000گزارش شده است )

های خرفه، این کشت در القای ریشهاثر غلظت عناصر محیط

های مختلف عناصر غذایی پژوهش با هدف بررسی تاثیر غلظت

های ثانویه سازی القا و تولید متابولیتکشت در بهینهماکرو محیط

 گیاه خرفه انجام شد.در 

 

  هاروش و مواد

 

به  شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه شد. بذرهای گیاه خرفه از

های استریل، بذرها پس از آبکشی با آب ی گیاهچهمنظور تهیه

با  و با هیپوکلریت سدیم برده شدبه داخل هود لامینار  مقطر

چند  نی شد. سپس،دقیقه ضدعفو 10درصد به مدت  5/2 غلظت

 یرحله آبکشی انجام شد. آخرین مرحله ضدعفونی به وسیلهم

انجام شد. در نهایت، ثانیه یک دقیقه و نیم  به مدت ٪70الکل 

در محیط کشت  بذرها ،پس از چند مرحله آبکشی با آب مقطر

MS  شد. گرم در لیتر آگار کشت  7درصد ساکارز و  3حاوی

مین نور مورد تنظیم شد. برای تأ 25° ± 2روی اتاقک رشد دمای 

 ساعت 16 لوکس به مدت 3000از منبع نوری با روشنایی  نیاز

 یبا باکتر حیتلق جهت کاملاهچهیگ یهانمونهزیر ازاستفاده شد. 

 . شداستفاده 

 یزنمونهیر و A4 یهیسو از ن،ییمو یهاشهیر یالقا منظوربه

ی، اکترب ونیسوسپانس یهیته یراب. شد استفاده ی کاملگیاهچه

  LBمحیط کشتلیتر میلی 15باکتری در  این ک کلونی ازی

(Luria-Bertani)  بیوتیک گرم در لیتر آنتیمیلی 50که دارای

درون ساعت  24مدت بود کشت شد. سپس به  ریفامپسین

دور  120و با ی سانتیگراد درجه 26 دمای چرخشی درانکوباتور 

از  استفاده با یباکتر یحاو ونیسوسپانسنگهداری شد.  در دقیقه

از کاغذ . های گیاهی تزریق شدسرنگ به نقاط مختلف ریزنمونه

 جهت های تلقیح شدهنمونهریزصافی برای خشک کردن 

این  ها استفاد کرد. سپسآن های اضافه از رویجداسازی باکتر

 میتاسپ تراتین جامد حاوی MSکشت  روی محیطها ریزنمونه

(KNO3 ،)ومیآمون تراتین (NH4NO3 ،)فسفات میپتاس 

(KH2PO4 ،)سولفات ومیزیمن (MgSO4 )دیکلر میکلس و 

(CaCl2در غلظت )زانیم برابر 5/2و  2 ،5/1، 1، 5/0صفر،  یها 

 ساعت 72 به مدت انتقال داده شدند و MSکشت  طیها در محآن

های ریزنمونه قرار داده شدند.  25° ± 2ی  دما در تاریکی و

سپس . شدندهد در شرایط مشابه کشت عنوان شابه  نشدهتلقیح

اوی ح سترون کهدر آب  هاهکشتی، ریز نمونهم بعد از اتمام زمان

 استفاده ازشستشو و پس از ود بگرم در لیتر سفوتاکسیم میلی 250

، به محیط کشت جهت خشک کردن به شکل نسبی کاغذ صافی

MS کشت فاقدانتقال داده شدند. در این محیط جامد 

گرم در لیتر میلی 500بود و همچنین  های رشددهکننتنظیم

ی . درصد القاه بودبه آن اضافه شدبیوتیک سفوتاکسیم آنتی

ا لاونوئید کل رفمیزان فنول و و  هاتعداد ریشهمیانگین  ها وریشه

 گیری شد.اندازه زاییریشهاز پس چهار هفته 

های مویین علاوه بر در این پژوهش، برای تشخیص ریشه

 زمان القا، محل خروجمانند  هاریشه شناسیهای ریختگیویژ

با  نیز تایید مولکولیها، از آن ریشه از ریزنمونه، میزان رشد
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. استفاده شد. از rolBاستفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن 

از  DNA استخراجبرای  CTAB  (Khan et al., 2007)روش

های مچنین ریشهافته و هی های تلقیحریزنمونه های مویینریشه

 استفاده شد. نیافته به عنوان شاهدهای تلقیحنابجای ریزنمونه

از شد.  به کار گرفتهنیز به عنوان کنترل مثبت  A4سویه  پلاسمید

مراز به ای پلیبرای واکنش زنجیره Qantarusترموسایکلر ساخت 

گرفته   NCBIکه از سایتrolB های اختصاصی ژن آغازگرکمک 

-'5: این شکل بودتوالی آغازگرها به  .فاده شدشده بود است

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3'  آغازگر(

 'TAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3-'5مستقیم( و 

 چرخه واسرشتگی یکشامل  RCR (. برنامهغیرمستقیم)آغازگر 

 2چرخه به مدت  35 و سپس دقیقه 5مدت  C 94°در دمای  اولیه

 مدت به گرادیسانت یدرجه 55 یدما در هارآغازگ اتصال ،دقیقه

 قهیدق 5/1به مدت  گرادیسانت یدرجه 72 یدما در بسط ،هیثان 45

به مدت  گرادیسانت یدرجه 72 یدما در یینها بسط چرخه کی و

. واکنش زنجیرهای پلیمراز برای هر واکنش در حجم بود قهیدق 7

 (mM زیم کلریدمنیمیکرولیتر  8/0میکرولیتر شامل:  25نهایی 

 PCRمیکرولیتر بافر  dNTPs (mM 10 ،)5/2میکرولیتر  5/0(، 50

(X 10 ،)2/0  میکرولیترDNA  ،میکرولیتر از هر  1پلیمراز تک

استریل انجام شد.  میکرولیتر آب دیونیزه 18( و mM1/0 پرایمر )

درصد  8/0الکتروفورز ژل آگارز توسط  PCRمحصولات  سپس

، ATP SN: G089301ستگاه ژل داک مدل در داز هم جدا شد و 

 .شدبرداری عکس

   .Heimler et al(2009) و Sonald and Laima  (2001) روش

ها ریشهفنل و فلاونوئید کل  گیری میزاناندازهبرای  بیتتربه

های گرم از بافت ریشه 2برای این منظور ابتدا مقدار استفاده شد. 

و فرمیک اسید به نسبت درصد  70لیتر اتانول میلی 30مویین در 

حاصل  یعصارهدر فنول و فلاونوئید میزان  سائیده شد و 99:1

 5/0فنلی و میکرولیتر عصاره پلی 500بعد از ترکیب . محاسبه شد

 10میکرولیتر معرف فولین  250درصد، میزان  95لیتر اتانول میلی

 .شد میکرولیتر کربنات سدیم به آن اضافه 500شده و برابر رقیق

نگهداری آن  وبه محلول  سترونمیلی لیتر آب  3پس از افزودن 

نانومتر  725در طول موج  جذب زانیم، دقیقه در تاریک 90مدت 

از  فنول کل برای سنجش با استفاده از اسپکتروفتومتر خوانده شد.

برای سنجش فلاونوئید استفاده شد.  منحنی استاندارد گالیک اسید

نیترات  میکرولیتر سدیم 75صاره پلی فنلی، میلی لیتر ع 25/0 ،کل

 5/0و  درصد 10میکرولیتر محلول آلومینیوم کلراید  75، درصد 5

ند. در مولار با هم مخلوط شد1لیتر سدیم هیدروکساید میلی

به حجم نهایی محلول  شدهآب دو بار تقطیرکردن نهایت با اضافه

ثبت نانومتر  510طول موج  میزان جذب در. رسیدلیتر میلی 5/2

مقدار فلاونوئید ن برای محاسبه منحنی استاندارد کوئرستیاز  شد و

 شد. استفادهکل 

رح کاملاً تصادفی این آزمایش در قالب ط: هاوتحلیل دادهیهتجز

ها دن دادهآزمون تست نرمال بو ،یآمار یهازیقبل از آنالانجام شد

 یامنهآزمون چند دا ها با استفاده ازداده نیانگیم یسهیمقا وانجام 

 .دیگردرسم  Excelافزار ها توسط نرمنمودار ودانکن محاسبه 

 

 

  و بحث نتایج

 

 های مویینتأثیر سطوح مختلف نیترات پتاسیم بر القای ریشه

 هازنمونهیدر رروز  7پس از گذشت  نییمو یهاشهیر نیاول

 ریغ یهازنمونهیربرخلاف  ختهیترار یهازنمونهی. رشد مشاهده

 یکردند در حال دیتول ادیبا انشعابات ز لیطو یهاشهیر ختهیترار

 داشته نییپا یدهشهیر درصد ختهیترار ریغ یهازنمونهیرکه 

مختلف  یهاغلظت ریتأث 1 شکلظاهر شدند.  ریبا تاخ هاشهیور

تعداد  نیانگیم ن،ییمو یهاشهیر یالقا زانیبر م تراتین میپتاس

کشت  طیمح. دهدیم نشان راکل  دیلاونوئفنول و ف زانیم ها،شهیر

 یهاشهیر یدرصد القا نیشتریب یدارا تراتین میپتاس x5/0 یحاو

بر گرم وزن  گرمیلیم 52/4کل ) فنول زانیدرصد( و م 80) نییمو

ی کشت حاو طیمح ن،یبراعلاوه(.  Cو  1A)شکل  بودخشک( 

x5/0 و x1 و  3/7) شهیتعداد ر نیانگیم نیشتریب تراتین میپتاس

بر گرم وزن  گرمیلیم 02/17و  2/18کل ) فلاونوئید( و 8/6

استفاده از غلظت  احتمالاً(. Dو  1B)شکل  داشت راخشک( 

در  یباکتر ییتوانا شیافزا موجب( x5/0) تراتین میپتاس پایین

 جهینت در و اهیمحل زخم گ یهاخود در سلول یهاژن انیدرج و ب

 شیبا افزا است،شده  یباکتر سطتو یختگیترار شیافزا به منجر
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. افتیکاهش  نییمو یهاشهیر یدرصد القا تراتین میپتاس زانیم

 یهاشهیر یبر القا یمهارکنندگاثر  کیکه  گرفت جهینت توانیم

 توسط اهیگ نییمو یهاشهیدر ر هیثانو یهاتیمتابول دیتول و نییمو

اهان گی (.Young-Am et al. 2000) دارد وجود میپتاس تراتین

نیاز دارند. این عنصر در طبیعت به دو نیتروژن برای رشد بهینه به 

نیترات شود که گیاه تنها از یافت مینیترات  وآمونیوم  شکل

 اهیگ شهیر یهاسلولتواند استفاده کند. جذب آن از طریق می

 گذاردیم ریتأث اهیمختلف مربوط به رشد گ یهاندیو بر فرآ است

(Shanjani, 2003 .)میپتاس تراتین در این پژوهش کاهش میزان 

 با که دیگرد نییمو یهاشهیر یالقا شیباعث افزا در محیط کشت

 گزارش هاآن. دارد مطابقت .Shirin et al( 2015) پژوهش جینتا

 ایآکاس اهیتعداد شاخساره در گ نیانگیم نیشتریبنمودند که 

(Saraca asoca) غلظت عناصر ماکرو به  یکشت حاو طیدر مح

مشاهده است.  قابل هیپا MSکشت  طیآن در مح زانیچهارم م کی

شاخه در سطوح  دیتول نیشتریب .Tabone et al( 1986) نیهمچن

همچنین . دادند گزارش Prosopis alba اهیگ در را تروژنین نییپا

Fathi et al. (2019)  گزارش کردند که در محیط کشت فقیر از

 A4از جمله  A. rhizogenesهای سویهنظر نیتروژن، بعضی از 

تری دارند جهت مهندسی ژنتیک این گیاه کاسنی عملکرد مطلوب

مانند  ییهاسویه های فقیر از نظر محتوای فسفری،و در محیط

ATCC15834 گیاه داشت. این سازی تراریختههترین عملکرد ب

های ساختاری و توان به تفاوتتفاوت در عملکرد را می

 ها نسبت داد.از سویه عملکردی هر یک

 

 

      
 

     
 های مویینهای مختلف نیترات پتاسیم بر صفات ریشهأثیر غلظتت -1شکل 

on hairy root characteristics 3ation of KNOFig 1. The effects of different concentr 
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 های مویینهای مختلف نیترات آمونیوم بر صفات ریشهتأثیر غلظت -2شکل 

on hairy root characteristics 3NO4s of different concentration of NHFig 2. The effect 
 

 های مویینتأثیر سطوح مختلف نیترات آمونیوم بر القای ریشه

برابر  5/2 و 2، 5/1، 1، 5/0) ومیآمون تراتیمختلف ن یهاغلظت

 یهاشهیر یالقا بر میمستق ریتأثکشت(  طیها در محآن زانیم

 یدارا ومیآمون تراتین x1 یکشت حاو طیمح. داشت نییمو

( و فنول درصد 66/66) نییمو یهاشهیر یالقا زانیم نیشتریب

تعداد  نیانگیمبود. بیشترین  بر گرم وزن خشک( گرمیلیم 56/4)

و  32/14کل ) دیفلاونوئ زانیم و بودعدد(  5و  03/5) شهیر

ت  کش طیمح ماریبر گرم وزن خشک( در ت گرمیلیم 12/14

  2A ،B ،C)شکل  شد مشاهده x5/1 و x1 ومیآمون تراتین یاوح

نیترات از دیگر منابع نیتروژن مورد نیاز گیاهان برای رشد، (.  Dو

 Chen) هاآمینپلی است که نقش مثبت آن در بهبود سنتزآمونیوم 

et al. 2011) ،قابل توجه اکسیدانی های ثانویه و مواد آنتیمتابولیت

 که است شده اثبات نیهمچن .(Shehata et al. 2014) است

 یاهیگ یهابافت یمانزنده و ییزا اندام در ومیآمون یبالا سطوح

 گزارش .Fan et al( 1998)(. Alturki et al. 2010) دارد نقش

 ومیکاربرد آمون شیافزادر اثر  دیاسکیکمیش سنتزکردند که 

 ما ژوهشپ با ارتباط در یگرید متناقض جینتا اما. افتی شیافزا

 نییپا یهاغلظت مثبت ریتأثعنوان به است، شده گزارش هم

 نسنگیج اهیدر گ دینوزیجنس دیتول شیافزا در ومیآمون تراتین

 (.Zhong and Wang, 1998) است شدهگزارش 

 های مویینتأثیر سطوح مختلف منیزیم سولفات بر القای ریشه

 یالقا زانیم بر کشت طیمحسولفات  میزیمختلف من سطوح ریتأث

فنول کل و  زانیم ها،شهیتعداد ر نیانگیم ن،ییمو یهاشهیر

درصد  نیترشیب. است شده داده نشان 3 شکل درکل  دیفلاونوئ

 65/5) شهیتعداد ر نیانگیم ،درصد( 60) نییمو یهاشهیر یالقا

 زانیم و بر گرم وزن خشک( گرمیلیم 5فنول ) زانیم ،عدد(

 یحاو ماریت درر گرم وزن خشک( ب گرمیلیم 6/13) دیفلاونوئ

x1 شکل  شد دهیسولفات د میزیمن(3A ،B،C وD  .)توانیم 

 دیتول و نییمو یهاشهیر یالقا یسازنهیبه یبرا که گرفت جهینت

 میزیمن x1 یهاغلظت یحاو یهاکشت طیمح هیثانو یهاتیمتابول

ی در مورد اثر اندک یها. تا به حال پژوهشاست مناسبسولفات 

های مویین و القای ریشه سطحبر  این نمکمختلف  هایتغلظ
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 Hankانجام شده است. ) ثانویههای ها و تولید متابولیترشد ریشه

et al. (2003 در هیوسیامین و اسکوپولامین روی سطح تولید 

پژوهشی انجام دادند و گزارش های مویین گیاه شابیزک ریشه

به ترتیب در یوسیامین ه واسکوپولامین  الاترین سطحب کردند که

مشاهده شد و افزایش گرم منیزیم سولفات میلی 125و  1000

رابطه مستقیمی داشت. ها افزایش وزن تر ریشهبا  آن سطح

نشان دادند  سرخارگلهمچنین نتایج پژوهشی مرتبط روی گیاه 

تجمع بالاترین یم سولفات گرم منیزمیلی 1600در غلظت 

 Abdoli et ثانویه به دست آمدهای توده و تولید متابولیتزیست

al. 2013)بیشترین میزان ، تنباکوی هندی ای روی(. در مطالعه

گرم میلی 75 کشت در محیطبه ترتیب  بیوماسو  متابولیت لوبلین

حاوی  ( وگرم بر گرم وزن خشکمیلی 39) در لیتر کلسیم کلرید

 طیمح ها در نهایتآن.دیده شدیک گرم در لیتر منیزیم سولفات 

را بهترین سولفات  میزیمن گرمیلیم 1000همراه به هیپا B5کشت 

 .Balvanyos et al)معرفی کردند  نیلوبل دیتول یبراترکیب 

2003.) 

 

      
 

     
 های مویینهای مختلف منیزیم سولفات بر صفات ریشهأثیر غلظتت -3شکل 

on hairy root characteristics 4Fig 3. The effects of different concentration of MgSO 

 

 های مویینتأثیر سطوح مختلف کلسیم کلرید بر القای ریشه

 یقاالکشت بر  طیدر مح دیکلر میکلس مختلف یهاغلظت ریتأث

در را  ریتأث نیشتریب x1 غلظتنشان داد که  خرفه نییمو یهاشهیر

( و فلاونوئید کل 66/66های مویین )افزایش درصد القای ریشه

و  4A)شکل  گرم بر گرم وزن خشک ریشه( داشتمیلی 22/15)

D 26/4و فنول کل )عدد(  42/5) شهیتعداد ر نیانگیم نیشتری(. ب 

مشاهده شد  x5/1ریشه( در تیمار گرم بر گرم وزن خشک میلی

، x5/0) دیکلر میکلس ترنییبا غلظت پا ماریت سه(.  Cو 4B)شکل 

x1  وx5/1 )های مویین و میانگین تعداد القای ریشه زانیم یدارا

 و x2) دیکلر میکلس یبالا یهاغلظت نسبت به یشتریبریشه 

x5/2 )( تی)سم یمنف اثرات دهندهنشان تواندیامر م نیا که  بودند

 زانیمکلر باشد.  یهاونینمک و احتمالاً  نیا یبالا یهاغلظت

 یبالا سطوح یحاو کشت طیمح در هیثانو یهاتیمتابول دیتول

اثر  در دازیپراکس میآنز شیافزا احتمالاً بود؛ کم زین دیکلر میکلس

A B 

C D 
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 موجب اهیگ درکشت  طیدر مح دیکلر میغلظت کلس شیافزا

 ،(Ajungla et al. 2009) گرددیم هیثانو یهاتیمتابول یهیتجز

 یهاشهیرشد ر در .Abdoli et al( 2013) توسط زین یمشابه جینتا

 است شده گزارش نیچنهم. شد مشاهدهسرخارگل  اهیگ نییمو

 یاشهیشکشت درون طیشرا در دیکلر میکلس یبالا ریمقادکه 

 است دهیگردپروانش  اهیکاهش رشد و زرد شدن بافت گ موجب

(Siddiqui and Mujib, 2012 .)100 کاربرد با زین یمشابه جهینت 

 Brugmansia اهیگکشت  طیدر مح دیکلر میکلس تریدر ل گرمیلیم

candida است هشد گزارش (Pitta Alvarez et al. 2000.) 

 

      
 

      
 های مویینهای مختلف کلسیم کلرید بر صفات ریشهأثیر غلظتت -4شکل 

on hairy root characteristics 2Fig 4. The effects of different concentration of CaCl 

 

 های مویینتأثیر سطوح مختلف پتاسیم فسفات بر القای ریشه

 طیمح در (درصد 66/66) نییمو یهاشهیر یالقا زانیم نیترشیب

بیشترین ، شد مشاهدهفسفات  میپتاس x1و  x5/0 یکشت حاو

 32/16) کل فلاونوئید زانیم(، عدد 7) شهیر تعداد نیانگیم

 میپتاس x1 یکشت حاو طیمح در( خشک وزن گرم بر گرمیلیم

 02/4) کل فنول همچنین بیشترین میزان. شد مشاهدهفسفات 

 میپتاس x5/1 یکشت حاو طیمح در( خشک وزن گرم بر گرمیلیم

 نییمو یهاشهیر یدرصد القا نیکمتر .شد مشاهدهفسفات 

فنول کل و  زانیمعدد(،  1/5) شهیتعداد ر نیانگی(، م66/26)

بر گرم وزن خشک(  گرمیلیم 3/11و  65/2 بی)به ترت دیفلاونوئ

 شد مشاهدهت فسفا میپتاس x5/2 یکشت حاو طیمح در زین

 تیسم جادیا دهندهنشان زیامر ن نیا ،( Dو  5A ،B ،C)شکل 

. فسفر باشدیعناصر در کاربرد با غلظت بالا م ریهمانند سا فسفات

 جمله از یاهیگ یندیفرآ از یاریبس در یمؤثر نقش یدارا

 باشدیم یاهیگ یهاسلول میتقس و یانرژ یرهیذخ فتوسنتز،

(Azadi et al. 2010 .)کاهش که  استشده گزارش  پژوهشی در

 .A ییتوانا شیکشت موجب افزا طیفسفات از مح میزان

rhizogenes موسوم به  یهیو انتقال ناح زبانیم اهیدر اتصال به گ

T-DNA شودیم اهیبه ژنوم گ یاز باکتر (Danhorn et al. 2004). 

 شیافزاکردند  گزارش زین .Khahrizi et al( 2017همچنین )
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 یبالا سطوح کاربرد علت به تواندیم ایاستو اهیدر گ دیوزیرباد

 یارهی. واکنش زنجباشد اهیگ نیاکشت  طیفسفات در مح میپتاس

 یختیترار دییتأ یبرا rolB ژن یآغازگرها از استفاده با مرازیپل

 ریباشد، تکثیکه م نیاستفاده شد. با توجه به ا نییمو یهاشهیر

 نیادر bp 760با طول  آغازگر با رشوندهیتکث یتوال یاقطعه

 دییها تأآن در را ژن از نسخه کی حداقل حضور ختیترار اهانیگ

 شد، ریعنوان کنترل مثبت تکثبه یکند. قطعه مورد نظر در باکتریم

 عدم نید. همچنشن یریتکث یعنوان کنترل منفبه شاهد یشهیاما ر

 لیدل به هاشهیدر سطح ر A. rhizogenes یسطح یوجود آلودگ

 .(6شد )شکل  مشاهده virD مریپرانشدن  ریتکث

 

      
 

     
 های مویینهای مختلف پتاسیم فسفات بر صفات ریشهأثیر غلظتت -5شکل 

Fig 5. The effects of different concentration of KH2PO4 on hairy root characteristics 

 

 
 DNA 100ی : نشانگر اندازه1های مویین.: ریشه DNAی بر رو rolBهای اختصاصی ژن با آغازگر PCRدر واکنش  bp 760ی به اندازه DNA یتکثیر قطعه -6شکل 

 شاهد عنوان به های غیرتراریختریزنمونه از حاصل های شاهد: ریشه6های مویین، : ریشه5-3عنوان شاهد مثبت، به  A. rhizogenes: پلاسمید باکتری 2جفت بازی، 

 منفی
Fig 6. PCR amplified DNA fragments (760 bp) using specific primers for rolB gene of A. rhizogenes on hairy root DNA. 1: 100 bp DNA 

Ladder, 2: A. rhizogenes plasmid as positive control 3-5: hairy roots, 6: Adventitious root raised form non-transformed explant as negative 

control. 
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 گیرینتیجه

 یالقا درصد نیترشیبتوان دریافت که از نتایج این پژوهش می

 80) شد همشاهد تراتین میپتاس x5/0در غلظت  نییمو یهاشهیر

توان دلیل آن را اثر بازدارندگی این عناصر در انتقال که می درصد(

دانست و کاهش مقدار پتاسیم نیترات  A. rhizogenesو درج ژنوم 

شد. در  یباکتر توسط یختگیترار شیافزا به منجرکشت در محیط

های بیشترین درصد القای ریشه x1ها نیز غلظت مورد سایر نمک

 یالقاگرفت که  جهینت توانیم ن،یبنابرا. داد مویین را نشان

 ریتأث تحت خرفه در هیثانو یهاتیمتابول دیتول و نییمو یهاشهیر

فنول کل در هر  زانیم نیترشی. بدارد قرار کشت طیمح باتیترک

 x1 وم،یآمون تراتین x1 ترات،ین میپتاس x5/0در غلظت  مار،یت

فسفات  میپتاس x5/1و  دیکلر میکلس x5/1سولفات،  میزیمن

 تراتین x1 ترات،ین میپتاس x5/0 هایلظتهمچنین غ. شد مشاهده

 میپتاس x1و  دیکلر میکلس x1سولفات،  میزیمن x1 وم،یآمون

 جیبا توجه به نتارا نشان دادند.  دیفلاونوئ زانیم بیشترین فسفات

 کشت ستمیس که نمود انیب توانیمپژوهش  نیآمده از ا دستبه

 یسازنهیبه یو کارآمد برا دیمف افتیره کی نییمو یهاشهیر

استفاده از  و باشدیم عیدر سطح وس اهانیگ ییدارو باتیترک دیتول

 یترشیب توجه مورد دیباو سلامت  یداروساز عیها در صناآن

 .ردیگ قرار
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Abstract 

 

Hairy root induction by Agrobacterium rhizogenes is a reliable method to increase P. oleracea medicinal 

compounds. The hairy roots in addition to high growth rates are genetically and biochemically stable. 

Purslane (Portulaca oleracea L.) is one of the valuable medicinal plants and has important secondary 

metabolites such as dopamine and noradrenaline. In this study, hairy roots of Purslane were produced by 

using Agrobacterium rhizogenes strain A4 and different concentrations of macro elements (0.5x, 1x, 1.5x, 2x 

and 2.5x concentrations of MS base medium) were investigated. For confirming hairy roots transformation, 

the presence of the rolB gene in the hairy roots was performed by PCR and using rolB gene's specific primers. 

The results show that maximum hairy root induction was observed by using 0.5x KNO3 (80 percentage). The 

highest phenolic content was obtained by using 0.5x KNO3 (4.52 mg/g DW) and also maximum flavonoid 

content, (18.2 and 17.02 mg/g DW respectively) was belonged to 0.5x and 1x KNO3. Molecular confirmation 

of transgenic hairy roots was done with PCR reaction. 

 

Keywords: Co-culture, KNO3, RolB gene, Medium. 
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