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 کاسنی خانواده از عضوی .Silybum marianum L علمی نام با غاليتیمار ای مریمخار

(Asteraceae )می ایران جنوب و غرب شمالی، مناطق تمام در که ساله دو یا یک گياهی .است-

-نهيبه منظور به قيتحق نیا .است نماریسيلی نامترکيبی فلاونوئيدی به حاوی اهيگ نیا وهيم. روید

و بررسی تأثير عوامل مختلف )سن و نوع ریزنمونه و نوع  نیيمو هایشهیر کشت طیشرا سازی

های مویين توسط آگروباکتریوم رایزوژنز در گياه ماریتيغال سویه باکتری( بر القا و رشد ریشه

 و شده کشت جامد MS طيمح یرو بر غاليتیمار اهيگ بذور ابتدا ،صورت گرفت. برای این منظور

برگ،  یی ازهازنمونهیر ها،اهچهيگ رشد و بذور یزنجوانه از پس. ندشد ینگهدار رشد اتاقک در

 باکتری مختلف هایهیسو باروزه انتخاب شدند و  15و  10، 5در سنين مختلف   هيپوکوتيل و ریشه

سازی محيط ( تلقيح شدند. روش تلقيح و بهينهATCC15834و  R1000) زوژنزیرا ومیآگروباکتر

های مویين بررسی گردید. نتایج حاصل از بر ایجاد ریشه های مختلف ساکارزکشت و تأثير غلظت

درصد  ATCC15834 روزه تلقيح یافته با سویه 5این تحقيق نشان داد که ریز نمونه هيپوکوتيل 

و  R1000مویين مربوط به سویه  ترین درصد القای ریشههای مویين بيشتری توليد کرد، کمریشه

وری و تزریق از لحاظ آماری ين دو روش تلقيح غوطهروزه مشاهده شد. ب 15ریزنمونه برگ 

وری های مویين مربوط به روش غوطهترین درصد القای ریشهدار وجود داشته و بيشتفاوت معنی

های مویين مربوط به های مختلف ساکارز نشان داد که بيشترین درصد القایی ریشهبود. تأثير غلظت

 .گرم در ليتر ساکارز بود 30محيط حاوی 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 

تأمین ترکیبات شیمیایی با استفاده از کشت سلولی به عنوان 

آوری آنان از جایگزین کشت زراعی گیاهان دارویی و یا جمع

های طبیعت مزایای زیادی از جمله مصون بودن از آفات و بیماری

یفیت و کمیت تولید، کوتاه و پرسرعت گیاهی، کنترل نوسانات ک

 Alfermann and) باشندبودن زمان فرآیند تولید و غیره را دارا می

Petersen., 1995) .های مسئول های گیاهی ژندر بعضی از گونه

مراحل کلیدی مسیرهای بیوسنتزی در کشت سوسپانسیون، دست 

-گی سلولنخورده باقی مانده و فقط در زمان تمایز و سازمان یافت

شوند. این مشاهده علاقه به راهبرد استفاده از کشت ها فعال می

باشند را افزایش که دارای سرعت رشد سریع می های مویینریشه

 های مویین تولید شده توسط آگروباکتریومداده است. ریشه

 های ثانویه هستندمناسب جهت تولید متابولیت اندامی، رایزوژنز

.(Shen et al. 1988)  بیوسنتز شیمیایی ترکیبات با ارزش دارویی

ها مشکل بوده و به همین دلیل به دلیل پیچیدگی ساختمان آن

یافته و تغییر شکل یافته تمایزهای اندامهای مویین که ریشه

هستند، باعث تسهیل در دسترسی به عملکردهای بالاتری از 

شوند. ه میهای معمولی گیاهای ثانویه در مقایسه با ریشهمتابولیت

در شرایط کشت عاری ها اندامبه علت پایداری و تولید زیاد این 

آگروباکتریوم های دارویی زیادی، با استفاده از از هورمون، گونه

اند های ثانویه بهینه شدهجهت تولید متابولیت رایزوژنز

(Hasanloo et al. 2008).  توانایی آگروباکتریوم رایزوژنز در القای

های ن، در تعدادی از گیاهان منجر به استفاده از ریشهریشه مویی

های دارویی گردیده عنوان منبعی برای تولید فرآوردهمویین به

-های ریشه. کلون(Subroto et al. 1996; Cai et al. 1995است )

به ژنوم گیاه، تنوع  T- DNAهای مویین به علت الحاق تصادفی 

دهند فاوتی را نشان میهای مترشدی و الگوی تجمع متابولیت

(Mano et al. 1989 .) 

های های مویین، توان بالای تولید متابولیتترین مزیت ریشهبزرگ

های ثانویه با ارزش در مقایسه با گیاهان مادری است. کشت ریشه

های ثانویه با سنتز و تجمع بسیاری از متابولیتبیومویین قادر به 

شوند و ریشه سنتز می ارزش هستند که در شرایط طبیعی در

های هوایی یک ای که فقط در قسمتهای ثانویههمچنین متابولیت

 Scutellariaهای مویین برای مثال، ریشه یابندگیاه تجمع می

baicalensis  به جای مشتقات گلوکز فلاونوئیدهای گلوکوزیدی

ثبات ژنتیکی نیز از  (.Nishikawa et al. 1997را تولید نمودند )

های مویین بوده که در آزمایشات مختلف های ریشهویژگیدیگر 

 .(Bagnhalian et al. 2000)به اثبات رسیده است 

ای هفاکتورهای فیزیکی و شیمیایی بر رشد و تولید ریشه      

سازی ترکیبات محیط کشت جهت مویین تأثیر گذارند. بهینه

ر دنویه ثا هاییابی به بالاترین میزان رشد و تولید متابولیتدست

نوع سویه باکتری، نوع  باشد.های مویین ضروری میریشه

ای همنبع کربن و غلظت آن، غلظت یون ریزنمونه، سن ریزنمونه،

ها و محیط کشت، نور، فیتوهورمون pHموجود در محیط کشت، 

ر های مویین مؤثدما همگی بر رشد و متابولیسم ثانویه ریشه

استفاده از (. Morgan et al. 2000; Vanhala et al. 1998هستند )

ه ازی، بسازها، تراواسهایی نظیر الیسیتاسیون، تغذیه با پیشروش

شت سیستم ک وهای آزاد شده در محیط مایع دام انداختن مولکول

 ر کشتهایی هستند که به منظور بهبود تولید دتوأم از جمله روش

 (.Wu, 2007)اندهای مویین بکار گرفته شدهریشه

در  هامواد کربنی نیز به شدت در رشد و تولید متابولیت      

ه بوکتوز باشند. برای مثال استفاده از فرهای مویین مؤثر میریشه

 دشانش جای ساکارز، باعث دو برابر شدن تولید کاتارانتین در پرو

 که برای رفع یافتدرصد کاهش  40با این وجود، رشد در حدود 

 ، ابتداشداستفاده  ایدو مرحله این مشکل از یک سیستم کشت

ید و سپس برای افزایش تول شدندها در ساکارز رشد داده ریشه

 شدندمتابولیت ثانویه به داخل محیط حاوی فروکتوز منتقل 

(Hashimoto et al. 1993 .) با افزایش غلظت ساکارز در محیط

 (.Wu, 2007)ها نیز افزایش یافت کشت میزان رشد ریشه

سویه آگروباکتریوم رایزوژنز که ژنوتیپ گیاهی نوع  ب انتخا      

آلوده نماید و انتخاب ریزنمونه  مطلوبمورد نظر را به نحو 

مناسب گیاهی جهت تلقیح با باکتری از جمله عوامل مؤثر در 

های ریشه. (Kabirnetaj et al. 2012)باشد میانتقال ژن به گیاهان 

های وری ریزنمونهیق و غوطهمویین در گیاه ماریتیغال بوسیله تزر

هیپوکوتیل، برگ و کوتیلدون با آگروباکتریوم رایزوژنز 

(AR15834)  القا شد(Rahnama et al. 2008.)  در مطاله دیگر
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های مویین با فقط از برگهای کوتیلدونی برای القا ریشه

در گیاه ماریتیغال استفاده  (AR15834)آگروباکتریوم رایزوژنز 

 (.Khalili et al 2010) گردید

-مونههای مویین در ریزناین پژوهش به منظور القای ریشه      

 هایگیاه ماریتیغال توسط سویه برگ، هیپوکوتیل و ریشههای 

سازی بهینه و (ATCC15834و  R1000) آگروباکتریوم رایزوژنز

 در آزمایشگاه جامد  MSها در محیط کشت شرایط رشد ریشه

 نشکده کشاورزی دانشگاه مراغه انجامگروه علوم باغبانی دا

 گرفت. 
 

  هاروش و مواد

 

ن بذر بذور گیاه ماریتیغال از شرکت پاکا تهیه ریز نمونه گیاهی:

ای و تهیه اصفهان تهیه و جهت کشت در شرایط درون شیشه

یاه های مویین در این گهای استریل جهت القای ریشهریزنمونه

ی اعت قبل از کشت، براس 5مورد استفاده قرار گرفتند. حدود 

 وی خواب، بذرها در محلول جیبرلین خیسانده شد شکستن دوره

دقیقه و  10مدت درصد به 5ضدعفونی بذور با هیپوکلریت سدیم 

ثانیه انجام گرفت و شستشو  90درصد بمدت  70سپس در الکل 

شت با آب مقطر استریل انجام شد. بذور استریل شده در محیط ک

MS  ها در گرم در لیتر آگار کشت شدند. کشت 8جامد شامل

عت سا 16گراد و دوره نوری درجه سانتی 25اتاق رشد با دمای 

ند. زنی نگهداری شدساعت تاریکی به منظور جوانه 8روشنایی و 

ل یتیغاهای مویین در سه ریزنمونه مختلف از گیاه مارالقای ریشه

وان  وز به عنر 15و  10، 5هایی مورد بررسی قرار گرفت. گیاهچه

 برای تلقیح با باکتری استفاده گردیدند.  ریزنمونه

به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا  آزمایش اول      

 ،(15834و  R1000) اکتور شامل سویه باکتریف سهتصادفی با 

ی هاروز( و ریزنمونه15و  10،5)سن ریزنمونه جهت تلقیح 

و ریشه( در سه تکرار  )هیپوکوتیل، برگ مختلف گیاه ماریتیغال

دیش به عنوان یک واحد آزمایشی در نظر . هر پتریشدانجام 

عدد ریزنمونه تلقیح یافته  15دیش گرفته شد و داخل هر پتری

در های کنترل نیز بدون تلقیح کشت گردید. نمونهکشت گردید. 

)تلقیح در  های کشتها در محیططول مدت کشت ریزنمونه

 1/2کشتسپس همکشتی در محیط و  مایع LBمحیط کشت 

MS) ها ثبت گردید. در ریزنمونه های مویینالقای ریشه، درصد

وری و در آزمایش دوم مقایسه دو روش تلقیح )روش غوطه

در قالب طرح کاملاً  های مویینالقای ریشهتزریق( بر درصد 

مقایسه مدت زمان ظهور  تکرار انجام گردید. سهتصادفی و با 

های ین پس از تلقیح توسط باکتری در ریزنمونهموی هایریشه

دیش یک واحد . هر پتریبررسی شدمختلف گیاه ماریتیغال 

عدد  15دیش آزمایشی در نظر گرفته شد و داخل هر پتری

پس از مشخص شدن آزمایش سوم در  ریزنمونه کشت گردید.

های مویین در بهترین سویه و بهترین ریزنمونه جهت القاء ریشه

با سه تکرار  (MSو  MS 1/2)محیط کشت دو نوع ماریتیغال گیاه 

مورد بررسی قرار گرفت. پس از مشخص شدن بهترین محیط 

های مویین در مرحله قبلی، تأثیر کشت مایع جهت استقرار ریشه

گرم در لیتر( بر میزان  40و  30، 20های مختلف ساکارز )غلظت

 . قرار گرفت بررسیمورد ین یموهای تولید ریشه

 دو سویه کشت باکتری، تلقیح و هم کشتی ریزنمونه:

های ریشه یجهت القا (15834و  R1000)آگروباکتریوم رایزوژنز 

ها از محیط جهت کشت باکتری مویین مورد استفاده قرار گرفت.

جامد و جهت تهیه سوسپانسیون  LB (Bertani, 1952)کشت 

بیوتیک  حاوی آنتی مایع LBباکتری به منظور تلقیح از محیط 

استفاده گردید. تک میلی گرم در لیتر  50ریفامپسین با غلظت 

-میلی 250های های باکتری در داخل ارلنکلون هر یک از سویه

مایع و  LBلیتر از محیط کشت میلی 150لیتری که هر یک حاوی 

-میلی 500بیوتیک ریفامپسین با غلظت میکرولیتر آنتی 150حاوی 

رشد باکتری در داخل شیکر  .بودند، کشت گردیدگرم در لیتر 

دور دقیقه در شرایط  180گراد و درجه سانتی 28انکباتور با دمای 

ها غلظت بهینه باکتری ساعت انجام گردید. 48تاریکی، به مدت 

( توسط دستگاه اسپکتوفتومتر 600ODنانومتر ) 600در طول موج 

های هیپوکوتیل، برگ نهریزنمو قرائت گردید. 6/0- 7/0تقریباً بین 

روزه جهت تلقیح با باکتری آماده شدند.  15و  10، 5 یو ریشه

های مادری جدا شده و در گیاهچه ازها بدین منظور ریزنمونه

دیش استریل به صورت جداگانه قرار گرفتند. در داخل پتری

ها، در سطح مرحله بعد جهت نفوذ بهتر باکتری به درون ریزنمونه
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هایی ها به وسیله اسکالپل و به صورت تصادفی، زخمریزنمونه

ایجاد گردید. سوسپانسیون باکتری آماده شده برای هر سویه نیز به 

ها درون های جداگانه ریخته شده و ریزنمونهدیشدرون پتری

های باکتری به طور جداگانه و به سوسپانسیون هر یک از سویه

ای تلقیح شده به محیط هور شدند. ریزنمونهدقیقه غوطه 15مدت 

کشتی ریزنمونه با باکتری( منتقل جامد )محیط هم MSکشت 

نمونه شاهد نیز بدون تلقیح با باکتری در محیط کشت قرار  شدند.

-درجه سانتی 25باتور با دمای وهای کشت به انکمحیط گرفت.

  ساعت منتقل شدند. 48گراد، تحت شرایط تاریکی و به مدت 

بعد از  های مویین:هینه سازی ظهور ریشهباکتری زدایی و ب

ها پس از حذف جهت حذف باکتری، ریزنمونه ساعت 48گذشت 

ها به وسیله کاغذ صافی استریل، به محیط رطوبت اضافی آن

فاقد گرم در لیتر سفوتاکسیم میلی 500جامد حاوی  MSکشت 

ها و های گیاهی منتقل شدند. عمل واکشت ریزنمونههورمون

بیوتیک سفوتاکسیم تا چهار جدید حاوی آنتی MSتقال به محیط ان

های از ظهور ریشه پس. تا حذف کامل باکتری ادامه یافت نوبت و

ها در محیط ها، جهت افزایش رشد ریشهمویین در ریزنمونه

دار، به صورت تکی به محیط های ریشهجامد، هر یک از ریزنمونه

 500گیاهی و حاوی های جامد عاری از هورمون MSکشت 

-گرم در لیتر سفوتاکسیم منتقل شدند. عمل واکشت ریزنمونهمیلی

بار صورت گرفت و در هر بار ها در محیط جدید هر دو هفته یک

واکشت، اندکی از بافت ریزنمونه حذف گردید و در نهایت با 

های مویین بدون نیاز به بافت حذف کامل ریزنمونه، ریشه

. و با سرعت زیاد در محیط کشت تکثیر یافتندریزنمونه، به راحتی 

 MSهای مویین در محیط کشت بار عمل واکشت ریشه 4حداقل 

به و هر بار غلظت آنتی بیوتیک سفوتاکسیم  جامد انجام گردید

 . (1)شکل  کاهش یافتنصف 

جهت اثبات  :های موییناثبات مولکولی ماهیت تراریختی ریشه

های مویین تولید شده از روش واکنش تراریخت بودن ریشه

 DNAدا ( استفاده گردید. بدین منظور ابتPCRمراز )ای پلیزنجیره

 CTABروش از  با استفاده های مویینژنومی هر یک از ریشه

Khan et al. 2007) (  یدندگرداستخراج. 

 rolBمراز به منظور تأیید حضور ژن ای پلیواکنش زنجیره      

های مویین انجام گردید. توالی آگروباکتریوم رایزوژنز در ریشه

 -'5 به صورت زیر بود. آغازگرها

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCCACGA- 3 ' زگر ا)آغ

 ' TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC- 3-'5 و- مستقیم(

مورد  rolBژن  780bpبه منظور تکثیر قطعات معکوس(. )آغازگر 

به حجم  PCR mixسازی ترکیب استفاده قرار گرفتند. جهت آماده

میکرولیتر از هر آغازگر  1میکرولیتر برای هر واکنش، از  25

میکرومول در لیتر،  10( با غلظت مستقیم و معکوسآغازگرهای )

 Cinnaشرکت  PCR master mixمیکرولیتر از کیت آماده  5/12

Gen  10)حاوی بافرxPCR آنزیم ،Taq DNA Polymerase ،

2MgCl (4 و میلی )مول بر لیترdNTPs (10  ،))میکرومول بر لیتر

میکرولیتر آب  5/9ژنومی و  DNAنانوگرم(  25میکرولیتر ) 1

مقطر استریل دیونیزه استفاده گردید. لازم به ذکر است که تمامی 

تحت شرایط استریل زیر هود لامینار و بر  PCR mixمراحل تهیه 

سازی اولیه به واسرشتشامل  PCR برنامهروی یخ انجام گردید. 

سیکل  35گراد، سپس درجه سانتی 94دقیقه در حرارت  5مدت 

-درجه سانتی 94سازی در دمای حرارتی شامل: مرحله واسرشت

گراد به درجه سانتی 60دقیقه، اتصال در دمای  1گراد به مدت 

گراد به درجه سانتی 72ثانیه، بسط در دمای  20دقیقه و  1مدت 

 72ثانیه و در نهایت یک سیکل حرارتی  30دقیقه و  1مدت 

 Bio-RADدستگاه بود که با  دقیقه 10گراد به مدت درجه سانتی

Mj-mini .به منظور مشخص شدن اندازه قطعات  انجام شد

      استفاده گردید. Cinna Genشرکت  1kbمارکر  DNAحاصل، از 

استخراج شده در  DNAمیکرولیتر از  6جهت تعیین کیفیت، 

میکرولیتر بافر  3میکرولیتر آب دیونیزه حل شده و حدود  3داخل 

بلو به آن اضافه گردید. سپس مخلوط حاصل، آمیزی متیلنرنگ

درصد حاوی  1های ایجاد شده بر روی ژل آگارز درون چاهک

ولت  80دقیقه با ولتاژ ثابت  45ماید اضافه و به مدت اتیدیوم برو

 UVدر دستگاه الکتروفورز افقی قرار گرفت. ژل آگارز توسط نور 

( KiAGEN, Model: CCD-5) داکبا استفاده از دستگاه ژل

 آشکارسازی گردید.
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 سویه اریتیغال تلقیح شده با باکتریگیاه مهیپوکوتیل  ریزنمونه -پ  MSمحیط  های رشد یافته درچهای بذور گیاه ماریتیغال ب( گیاهالف( کشت درون شیشه -1شکل 

ATCC15834  یه روزه تلقیح شده با سو 5 های هیپوکوتیلیهای مویین از ریزنمونهظهور ریشه -ج ساعت 48جهت باکتری زدایی پس از گذشتATCC15834  گیاه

 جامد MSماریتیغال در محیط کشت 
Fig 1. A.  In vitro culture of S. marianum  seeds. B. Seedlings grown on MS medium. C. Hypocotyl explants of S. marianum inoculated with 

ATCC15834 strain for bacterial removal after 48 hrs. D. Hairy roots emergence on 5-days old hypocotyl explants inoculated with 

ATCC15834 strain on solid MS medium. 

 

 

  و بحث نتایج

 درصد تولید ریشه مویین

ی مورد فاکتورهاد که داها نشان نتایج تجزیه واریانس داده      

نه و های باکتری، سن ریزنمونه، نوع ریزنموشامل سویه استفاده

ن سهای مختلف باکتری و سویههمچنین اثر متقابل دوگانه بین 

های مختلف باکتری و نوع ریزنمونه، سن ریزنمونه، سویه

یه ن سوریزنمونه و نوع ریزنمونه و همچنین اثرمتقابل سه گانه بی

-یونه و نوع ریزنمونه در سطح یک درصد معنباکتری، سن ریزنم

 (. 1)جدول بودند دار 

( نشان داد که 2شکل ) جانبهنمودار مقایسه میانگین اثر متقابل سه 

در ریزنمونه  15834های مورد مطالعه، سویه از بین سویه

تیمارهای همین سویه در تلقیح با روزه در مقایسه  5هیپوکوتیل 

در هر سه  R1000ریزنمونه ریشه و برگ و همچنین سویه 

درصد( حاصل  67های مویین بیشتری )نه درصد ریشهریزنمو

درصد( مربوط  23زایی )ترین درصد ریشهد، در حالی که کمننمو

. در مشاهده شد هروز 15 برگدر ریزنمونه  R1000به سویه 

روز  13های برگی روز، در ریزنمونه 11های هیپوکوتیل ریزنمونه

بیوتیک یکشتی و شستشو با آنتوز بعد از همر 15و ریشه 

گرم در لیتر( و انتقال به محیط فاقد میلی 500سفوتاکسیم ) 

در این بررسی مشاهده شد  های مویین ظاهر شدند.هورمون ریشه

مویین بر اساس تعداد روز بعد از تلقیح با  زمان تشکیل ریشهکه 

رایزوژنز در هر سه نوع ریزنمونه  های متفاوت آگروباکتریومسویه

که در ریزنمونه هیپوکوتیل تلقیح شده با طوری ، بهبودمتفاوت 

های مدت زمان ظهور ریشه R1000نسبت به سویه  15834سویه 

 ریختیها کمتر بود. لذا کارایی تراکشتی ریزنمونهمویین بعد از هم

 در های مویینریشه بود. R1000 از سویه  بهتر 15834در سویه 

طور سویه تقریباً بههای برگی تلقیح یافته با هر دو ریزنمونه

ها در ریزنمونه ریشه نسبت به سایر ریزنمونه دیده شد.همزمان 

 احتمالاً های مویین را ظاهر نمود.تری ریشهمدت زمان طولانی

های ریشه به واکنش پذیری و تهییج این امر به دلیل ماهیت سلول

ها بخاطر بیوسنتز و محتوای بالای اکسین دیرتر و کمتر این اندام

 Shen)شودها میریشهزایی و نمو متعاقب یاشد که مانع ریشهیم

et al. 1988). 
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 های مویین گیاه ماریتیغالریشه القاءبر  نوع ریزنمونهو  سن،  یهسونوع  تأثیرتجزیه واریانس  -1جدول
Table 1. Analysis of variance for the effects of strain type, age and type of explant on hairy root induction of S. marianum 

 درصد القای ریشه مویین میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییرات

 A 1 **034/0))سویه باکتری

 2 **130/0 (B)سن ریزنمونه

 2 **123/0 (C)نوع ریزنمونه

 A*B 2 **015/0))سویه باکتری *سن ریزنمونه

 2 **020/0 (A*Cسویه باکتری *نوع ریزنمونه)

 4 **042/0 (B*Cن ریزنمونه *نوع ریزنمونه)س

 4 **015/0 (A*B * C)سویه باکتری* سن ریزنمونه* نوع ریزنمونه 

 /0041 36 خطا آزمایش

 71/14  ضریب تغییرات

ns 1،**: به ترتیب غیر معنی داری و معنی داری در سطح احتمال% 
ns , **: non-significant, significant at 1% probability level, respectively 

 

 

 های مویین گیاه ماریتیغال ریشه ءاثرات متقابل نوع سویه ، نوع و سن ریزنمونه بر القا میانگین مقایسه  -2 شکل
Fig 2. Mean comparison for the interaction of strain type, age and type of explant on hairy root induction of S. marianumm 

 

 

گرا( بوده، های طبیعی داری الگوی رشدی ژئوتروپیک )زمینریشه

های مویین پاسخ رشدی پلاژیوتروپیک )عدم که ریشهدرحالی

که احتمالا رشد پلاژیوتروپیک به  دهندمی گرایی( را نشانزمین

های له آمیلوپلاست در دانهدلیل فقدان پلاستیدهای مختلف از جم

وجود  ،ویژگی بارز دیگر باشد.میهای مویین ای ریشهنشاسته

که دلیل آن  باشدمیهای مویین تر ریشهانشعابات بیشتر و کوتاه

های مویین )تراریخت( احتمالا بیوسنتز بیشتر اکسین در ریشه

-ریشه ایجاد باعث هاریشه در اکسین غلظت افزایشاست چرا که 

 در اکسین. شودمی هاریشه طول شدن کوتاه و بیشتر فرعی یها

 .(Shen et al. 1988) دارد نقش به سزایی زاییریشه شروع مرحله

 5های ، درصد بالای تراریختی در ریزنمونهاین پژوهشدر       

ناشی از حساسیت بالای این ریزنمونه به باکتری  اندتومیای روزه

کار رفته باشد که این حساسیت های بهنهدر مقایسه با سایر ریزنمو

 .Pawar et al) داردها نیز بستگی به وضعیت فیزیولوژیکی بافت

نشان  را پاسخ تراریختیتر بیشترین های جوانریزنمونه(. 2003

 سن احتمالا 2شکل با توجه به روند تولید ریشه مویین در  .دادند

 شتدا مویین هایریشه تولید بر مهمی تأثیر گیاهی ریزنمونه
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(Kabiirnetaj et al. 2012 .) در تحقیقی که بر روی گیاهGmelina 

arborea روزه و  20-15روزه،  5های انجام گردید، ریزنمونه

تلقیح یافت، که  ATTCC15834روزه انتخاب و با سویه  25-30

 32) مویین روزه بیشترین میزان القای ریشه 5های ریزنمونه

 (.Dhakulkar et al. 2004درصد( را داشتند )

-ژن میپاسخ محل زخم، فاکتور مهمی برای فرآیند انتقال       

در نزدیکی محل  متعددی، باعث تولید ترکیبات باشد چرا که زخم

. در فرآیند ندامؤثر ژن شوند که در باززایی و فرآیند انتقالزخم می

های های مختلف به زخم، پاسخایجاد پاسخ زخم، ریزنمونه

های . سلول(Potrykus et al. 1990) دهندفاوتی را نشان میمت

و توانایی تقسیم سلولی به علت بلوغ  DNAسنتز بیوریزنمونه، در 

 است کهمشخص ها، تفاوت دارند. فیزیولوژیکی متفاوت سلول

های مختلف در انتقال ژن به سلول گیاهی متفاوت توانایی سویه

 ر این آزمایش سویه های بررسی شده د. از بین سویهاست

این های مویین را داشت. بیشترین کارایی در تشکیل ریشه15834

های تفاوت در بیماریزایی به پلاسمیدهای قرار گرفته در سویه

چنین دلیل دیگر این هم(. Nin et al. 1992باکتری مرتبط است )

های تراریخته، تعداد ریشه T-DNAهای ها بیان متفاوت ژنتفاوت

 T-DNAوارد شده و اثرات محل ورود  T-DNAمتعدد ی هاکپی

  (.Akramian et al. 2011باشد )به ژنوم گیاه می

  PCR های مویین با واکنشتأیید تراریختی ریشه

-یرهدرصد محصول واکنش زنج 1ژل آگارز  نتایج الکتروفوز      

 bpهای تراریخت احتمالی، حضور قطعه مراز برای ریشهای پلی

 هایهای حاصل در ریزنمونهرا در ریشه rolBوط به ژن مرب 780

ن ، نشاوژنز به کار رفتههای آگروباکتریوم رایزمختلف توسط سویه

های طبیعی گیاه حاصل از ریشه DNA( همچنین در 3شکلداد )

مشاهده  PCR)به عنوان کنترل منفی( هیچ باند تکثیری در 

ید مؤ bp 780نطقه نگردید. به عبارت دیگر، حضور باند قوی در م

های مویین در ریشه rolBتکثیر قطعه مورد بررسی و حضور ژن 

 . (3)شکل  بود

 

 
های در ریشه rolBن مراز جهت تأیید حضور ژای پلیواکنش زنجیره -3شکل 

 :bp 00010 (cinna Gen ،)-C نشانگر M :DNA. تراریخت گیاه ماریتیغال

سویه  آگروباکتریوم : C+نترل منفی،های شاهد غیر تراریخت به عنوان کریشه

ر ریز دن القا شده ییهای مو: ریشه4تا  1لاین به عنوان کنترل مثبت، 15834

 های هیپوکوتیل گیاه ماریتیغال توسط آگروباکتریوم رایزوژنزنمونه
Fig 3. PCR for the verification of rolB gene presence on the 

transformed hary roots of S.marianum.  M: 1kb DNA ladder 

(Cinna gene), C-:non-transformed roots as negative control, C+: 

Agrobacterium rhizogenes  15834 strain as positive control,  
Lines 1-4: Hairy roots induced on the hypocotyl explants of  S. 

marianum by the inoculaion with Agrobacterium rhizogenes     
 

 

دول تجزیه واریانس تأثیر نوع سویه و نوع ریزنمونه بر مدت ج -2دول ج

 های مویین در گیاه ماریتیغالزمان ظهور ریشه
Table 2. Analysis of variance for the effects of strain and explant 

type on the time needed for hairy roots induction in S. marianum 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییرات

 5/5* 1 سویه باکتری

 7/345* 2 ریزنمونه

 05/5* 2 سویه * ریزنمونه

 88/0 12                                     آزمایش    طاخ

 74/4  ضریب تغییرات

ns 1و  %5، *، **: به ترتیب غیر معنی داری و معنی داری در سطح احتمال% 

ns, *  and **: non-significant, sinificant at 1% and 5 % 

probability levels, respectively 

 های مویینمدت زمان ظهور ریشه

ت قبلی روزه در آزمایشا 5با توجه به اینکه ریزنمونه های       

ان نتایج بهتری نشان داده است در آزمایشات مربوط به مدت زم

 روزه انتخاب و مورد بررسی قرار 5های ظهور فقط ریزنمونه

یه وع سونداد که اثرات متقابل . نتایج تجزیه واریانس نشان ندگرفت

های باکتری و نوع ریزنمونه گیاهی در مدت زمان ظهور ریشه

 (. 2دار بود )جدولدرصد معنی 5مویین در سطح احتمال 

زمان ظهور  تریننشان داد که سریع میانگین نتایج مقایسه      

و ریزنمونه هیپوکوتیل  در  15834های مویین توسط سویه ریشه

برگ های روز و دیرترین زمان ظهور، در ریزنمونه 10مدت زمان 
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 هروز 26و در مدت زمان  R1000تلقیح یافته توسط سویه 

در زمان القای ریشه  های مختلفپاسخ(. 4شکل) مشاهده شد

یزوژنز و واکنش متقابل آن با گیاه ، به سویه آگروباکتریوم رامویین

 (. Veena and Taylor, 2007میزبان و نوع بافت بستگی دارد )

وری( بر ریزنمونه های تلقیح )تزریق و غوطهبررسی اثر روش

 آگروباکتریوم 15834 روزه توسط سویه 5هیپوکوتیل 

نشان داد که بین دو روش تلقیح  ها مقایسه میانگین داده      

و  داشتهدار وجود وری و تزریق از لحاظ آماری تفاوت معنیغوطه

وری درصد( تلقیح مربوط به روش غوطه 62بیشترین درصد )

درصدی داشته  52که روش تزریق فقط کارایی در حالی هبود

است که این برتری روش غوطه وری تایید کننده بررسی های 

Rahnama احتمالا است.  در گیاه ماریتیغال (2008) و همکاران

دلیل کارایی بهتر روش غوطه وری زخم نمودن ریزنمونه و تماس 

های ریزنمونه با سویه باکتری است که در این صورت سلول بیشتر

 Akbarian et) . را دارد به بافتباکتری دسترسی کامل برای نفوذ 

al. 2011)   

بر ریزنمونه  (1/2MS،MS)محیط کشت نوع بررسی اثر 

 آگروباکتریوم 15834 روزه توسط سویه 5 هیپوکوتیل

محیط  نوعکه اثر  دادها نشان نتایج تجزیه واریانس داده      

نمودار  بود.معنی دار زایی بر درصد ریشه (1/2MS،MS )کشت 

بیشترین درصد   MSها نشان داد که محیط مقایسه میانگین داده

ط در حالی که محی درصد( را حاصل نمود 60ه مویین )ریش

1/2MS ( تولید 53درصد ریشه مویین کمتری )کرده است  درصد

 میزان در  MS در مطالعات پیشین نیز برتری محیط  (.5)شکل 

 Cichorium intybus گیاه در شده القاء های مویینریشه رشد

 دستبه نتایج طبق  (Kabirnotaj et al. 1391).ه استگزارش شد

 مویین هایالقای ریشه ورمنظ به را MSکشت  توان محیطآمده می

تحقیقات بسیاری اثر محیط در  نمود. معرفی هاآن کشت تثبیت و

اند. های مویین را مورد بررسی قرار دادهکشت بر رشد ریشه

ریشه ای ممکن است بر تعداد و طول انشعابات عوامل تغذیه

(. رشد سلول گیاهی و تولید Hilton et al. 1990) تأثیرگذار باشند

های کشت شده وابسته به غلظت و در سلولهای ثانویه متابولیت

(. Wu, 2007)باشد ل مواد غذایی موجود در محیط کشت میدتعا

های تواند نرخ رشد ریشهاجزای محیط کشت، گاهی اوقات می

های د. محیطنهای تجمع یافته را تغییر دهمتابولیت میزانمویین و 

ند استاندارد هست کشت سه نوع محیط، B5و  1/2MS ،MSکشت 

های مویین بسیاری از صورت گسترده جهت کشت ریشهکه به

گردند. استنباط شده است که تفاوت در میزان گیاهان استفاده می

های های محیط کشت، اولین فاکتور مؤثر بر میزان رشد ریشهیون

و  1/2MS ،MSدر هر سه محیط (. Wu, 2007)باشد مویین می

B5که مقدار ابه است در حالی، مقدار فسفر و کلسیم تقریباً مش

تواند به عنوان بنابراین مقدار نیتروژن می باشدنیتروژن متفاوت می

های مویین را تحت تأثیر ، رشد ریشهمهم و کلیدی یک فاکتور

، MSهای کشت مختلف )تأثیر محیط(. Wu, 2007قرار دهد )

1/2MS ،B5 ،1/2B5 ،WP  1/2وWP) های مویین بر القای ریشه

و نتایج  همورد مطالعه قرار گرفت Pueraria candolleiه در گیا

بیشترین وزن خشک ریشه مویین  MS 1/2نشان داد که، محیط 

گرم( را تولید نمود و کمترین وزن خشک ریشه  13/0 ± 03/0)

های . ریشه(Udomsuk et al. 2009حاصل شد ) 1/2B5در محیط 

، WPمحیط در مقایسه با  NBدر محیط کشت  بیانشیرینمویین 

MS و B5  داد نشانبهترین رشد )بیشترین وزن تر( را 

(Mehrotra et al. 2008 .) 

 های مویینهای مختلف ساکارز بر میزان رشد ریشهتأثیر غلظت

ن داد که ( نشا6شکل ها )نتایج حاصل از مقایسه میانگین داده      

ط حاوی های مویین مربوط محیدرصد( ریشه 60بیشترین درصد )

 ها ازیمارکه این تیمار نسبت به سایر ت گرم در لیتر ساکارز بود 30

 همشاب. نتایج این مطالعه داری داشتنظر آماری اختلاف معنی

ر های مویین بنتایج بررسی شریفی و همکاران جهت بررسی ریشه

 (.Sharafi et al. 2013) است Papaver bracteatumروی گیاه 

 ز نظرگرم درلیتر ساکارز ا 40های تولید شده در غلظت ریشه

-شتهای داهو رنگ متمایل به قهو مورفولوژی خیلی مناسب نبودند

ب اند که احتمالا علت آن غلظت بیش از نیاز ساکارز برای جذ

 لیل ازهای بالاتر ساکارز به دطور کلی غلظتتوسط گیاه است. به

 هایریشه یبین بردن توازن عناصر محیط اثرات سوئی در القا

 . (Gritothe et al. 2002) دنمویین دار
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 های مویین گیاه ماریتیغالل نوع سویه باکتری و نوع ریزنمونه گیاهی در مدت زمان ظهور ریشهمقایسه میانگین اثرات متقاب -4 شکل

Fig 4. Mean comparison for the interaction of bacterial strain and explant type on the time needed for hairy roots emergance of S.marianum 

 

 
 های مویین گیاه ماریتیغالگین اثرات نوع محیط کشت بر تشکیل ریشهمقایسه میان -5شکل 

Fig 5. Mean comparison for the effects of growing media type on the formation of hairy roots in S. marianum in vitro culture 

  

  
  مویین گیاه ماریتیغالهای ریشه القایدرصد بر های مختلف ساکارز غلظت مقایسه میانگین -6شکل

Fig 5. Mean comparison for the diverse sucrose concentration effects on hairy root formation of S. marianum 
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بسیاری از اجزای محیط کشت از عوامل مهم در رشد و تولید 

باشند. قندها علاوه بر منبع کربن، به عنوان های ثانویه میمتابولیت

های ثانویه در کشت ترکیبات ایجاد سیگنال در تولید متابولیت

-. بهینه(Gritothe et al. 2002)کنند های مویین عمل میریشه

های ت محیط کشت، سبب افزایش میزان رشد ریشهسازی ترکیبا

گردد. این تغییرات شامل های ثانویه میمویین و تجمع متابولیت

 .Bensaddek et al) باشدتغییر در منابع قند، نیتروژن و فسفر می

گلوکز و ساکارز منابع ترجیحی برای کشت بافت هستند.  (.2008

رات منتخب در تعداد د که ساکارز کربوهیدندهمطالعات نشان می

رود کار میزیادی از گیاهان بوده و به عنوان منبع کربن و انرژی به

(murashing and Skoog, 1962 .) منبع مهم کربن جهت ساکارز

 باشدمی های ثانویهسنتز متابولیتبیوکشت سلول گیاهی و 

(Shinde et al. 2010) .های بالای ها در غلظتکاهش رشد ریشه

 .Nguyen et al) باشدتمالاً ناشی از تنش اسمزی میساکارز اح

های بالای ساکارز به شدت سبب کاهش رشد . غلظت(1992

گردید  Psoraleaهای مختلف گیاه های مویین گونهریشه

(Nguyen et al. 1992به .)های مویین طور کلی سرعت رشد ریشه

د تغییر در باشد، اما برخی عوامل نیز قادر به ایجاعموماً زیاد می

سازی ترکیبات محیط های مویین هستند، بهینهمیزان رشد ریشه

های ها و تجمع متابولیترشد ریشه میزانکشت بیشتر اوقات 

 (. Bensaddek et al. 2008)دهد ثانویه را افزایش می

. باشندموثر میهای مویین تولید ریشه مختلفی برفاکتورهای       

یابی به بالاترین سازی ترکیبات محیط کشت جهت دستبهینه

های مویین های ثانویه در ریشهمیزان رشد و تولید متابولیت

باشد. نوع سویه باکتری، نوع ریزنمونه، سن ریزنمونه، ضروری می

. های مویین مؤثر هستندریشهبر القا و تولید منبع کربن و غلظت 

های با سویهین یموی هانتایج حاصل از آزمایش القاء ریشه

مختلف آگروباکتریوم رایزوژنز و سنین مختلف و نوع ریزنمونه 

روزه هیپوکوتیل  5ها با سن و ریز نمونه 15834نشان داد که سویه 

در گیاه ین یموهای بهترین سویه و ریز نمونه جهت القاء ریشه

های وری کارایی بیشتری در القاء ریشهماریتیغال بود. روش غوطه

ین یموهای این گیاه داشت. بیشترین درصد تشکیل ریشهین یمو

گرم در لیتر مشاهده  30با ساکارز  MSمارتیغال در محیط کشت 

 ها کاهش یافت.و با افزایش ساکارز درصد تشکیل ریشه شد

 متابولیتها تولید برای مویین هایریشه سیستم بالای پتانسیل

 از فناوری زیست محققان نزدیک آینده در تا است مهمی شاخص

 منابع به دستیابی برای ابزاری قدرتمند عنوان به مویین های ریشه

 .نمایند استفاده گیاهی نهفته
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Abstract 

Silybum marianum L. from the Asteraceae is an annual or biennial plant widely distributed in the north, west 

and south of Iran. The fruits are containing medicinal flavonoids such as silymarin. This study was conducted 

to optimize the growing conditions for hairy roots and to assay the diverse factors affecting the induction and 

growth of hairy roots induced by Agrobacterium rhizogenes. The seeds were cultured on MS medium and 

were kept in the growth chamber. After germination and seedling growth; explants from the leaves, hypocotyl 

and roots were taken behind growth and after 5, 10 and 15 days. The explants were inoculated (treated) with 

two (R1000 and 15834) Agrobacterium rhizogenes strains. Furthermore, the effects of two inoculation 

methods (floating and injection) were assayed on the hairy roots emergence percentage. MS and 1/2 MS 

growing media were compared regarding the establishment of the hairy roots in the liquid medium. In a 

separate experiment, the effect of sucrose amount (20, 30 and 40 gl-1) were evaluated on hairy root induction 

and the roots emergence percentage was recorded. To verify the transgenic identity, PCR test with specific 

marker genes was carried out. The results revealed that 15834 strain was the strain of choice in 5 days old 

hypocotyl explants and produced more hairy roots than other strain. The best rooting percentage belonged to 

leaf explants at 15 days-old, treated with R1000. Floating was the method of choice for inoculation. 30 gL-1 

sucrose was the best treatment for the root induction as well. 

 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Explant, Hairy root, Silybum marianum L., Secondary Metabolite  
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