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‌‌چکیده
 و ژنتیکی پایداری از مویین های ریشه زیرا باشد؛ می گیاهی هثانوی های متابولیت تولید برای یمؤثر روش مویین، های ریشه کشت

 دارویی گیاهان جمله از ،کاسنی باشند. می نهورمو به نیاز بدون و کوتاه زمان در ها، متابولیت تولید به قادر و بوده برخوردار بیولوژیکی

 A4 هیسو رایزوژنز اگروباکتریوم توسط مویین، های ریشه القای تحقیق، این در باشد. می همیم دارویی ترکیبات شامل و بوده ارزشمند

 دوم، آزمایش در شد. بررسی مویین های ریشه القای کارایی بر کشتی، هم مدت و ریزنمونه سن و نوع تأثیر اول، آزمایش در شد. انجام

 های ریشه در توده زیست تولید و رشد میزان بر مایع( غلظت 2/1 و مایع جامد، اسکوگ و موراشیک) مختلف کشت محیط نوع سه تأثیر

 تأثیر چهارم، آزمایش در همچنین گردید؛ بررسی کل فنل میزان بر ریزنمونه، سن و نوع تأثیر سوم، آزمایش در شد. بررسی مویین

 توده زیست تجمع میزان بر (،درصد 3 ،4 ،1 و 6) ساکارز و لیتر( در گرم میلی 0 ،1/0 ،1 و 1/1) اسیداستیکنفتالین مختلف های غلظت

 هر در ریشه 61/11) ریشه تعداد و درصد( 60) مویین های ریشه القای درصد بیشترین که داد نشان آمدهدستهب نتایج شد. بررسی

 های ریشه رشد برای کشت محیط بهترین غلظت، 2/1 کشت محیط همچنین آمد. دستبه روزه، 1 کوتیلدون های نهریزنمو در ریزنمونه(

 1/0 ترکیب حاوی کشت محیط همچنین شد. حاصل روزه 22 برگ از حاصل مویین های ریشه در کل، فنل میزان بیشترین و بود مویین

 دادند. نشان تودهزیست تجمع در را تأثیر بهترین ،ارزساک درصد 3 و اسیداستیکنفتالین لیتر در گرم میلی
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ABSTRACT 
Hairy root cultures are an effective method for production of secondary metabolites, because hairy roots are 
genetically and biologically stable and they are able to produce metabolite within a short time without need to use 
hormones. 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 
A4 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, the effect of three different 
media (Murashige and Skoog solid, liquid and liquid half strength) were investigated on growth rate and biomass 
accumulation hairy roots. In third experiment, effects of type and age of explant were investigated on the total 
phenolic content of hairy roots. In fourth experiment, the effect of various concentrations of NAA (0, 0.5, 1 and 1.5 
mg/l) and sucrose (3, 4, 5 and 6%) were investigated on biomass accumulation. The obtained results showed 
maximum hairy root induction (60 percent) and number of roots (11.61 roots per explant) induced from 5-days-old 
cotyledons. The half strength medium of liquid Murashige and Skoog was the best medium for growth of hairy roots. Also, 
maximum total phenolic content in hairy roots was obtained by 28-days-old leaves. Medium supplemented with 
combination of 0.5 mg/l NAA and 3% sucrose showed the best effect on biomass accumulation.  
 
Keywords: Co-culture, NAA, RolB gene, Secondary metabolites. 
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 مقدمه

 سرعت داشتن با مویین، های ریشه کشت امروزه

 تولید امکان و بالا ژنتیکی پایداری زیاد، بسیار رشدی

 بازده با کم، زمان در ارزش با هثانوی های متابولیت

 گیاهی، رشد های کننده تنظیم به نیاز بدون و فراوان

 باشد. می دارویی ترکیبات تولید برای سودمند کاریراه

 درج طریق از 7رایزوژنز اگروباکتریوم کزیخا باکتری

 در T-DNA هناحی به موسوم خود های ژن از قسمتی

 نزدیکی در مویین های ریشه القای موجب گیاهی، ژنوم

  بخش شود. می گیاه داخل به خود ورود محل

T-DNA، سنتز های آنزیم که است هایی ژن شامل 

 و کنند می رمز را سایتوکینین و اکسین های هورمون

  شود. می مویین های ریشه القای باعث

 .Cichorium intybus L یعلم نام با یکاسن

 مناطق به بسته که باشد یم 2آستراسه هریت از یا گونه

 رشد ساله  چند و ساله دو ،سالهکی صورتبه مختلف،

 مورد یکاسن اهیگ یها قسمت تمام باًیتقر .کند یم

 ی،کاسن برگ اتبیترک جمله از .ردیگ یم قرار استفاده

 م،یزیمن م،یسد یها فسفات و سولفات ،اسیدیککوریش

 77-75 یدارا شهیر .است میپتاستراتین و میپتاس

 گلوکز، لیقب از مختلف یها قند ن،ینولیا درصد

 ن،یپکت ،اسید یککوریش ساکارز، و فروکتوز

 از .باشد یم یکتارتاردیاس لاکتون،  ،ترپن ییسسکو

 یصفراو و یکبد یها یماریب ماندر در اهیگ نیا هشیر

 صفرا محرک اشتهاآور، عنوانبه نیهمچن زخم، امیالت و

 استفاده بر تب و غذا هضم عمل به کننده کمک و

 در موجود اینولین (.Yang et al., 2009) شود یم

 کاهد می ها گلیسریدتری میزان از زیادی حد تا کاسنی

 ستا مؤثر خون کلسترول کاهش در درصد سه تا و

(Ewa et al., 2002) سیستم هکنندتقویت همچنین 

 مقاوم زا بیماری عوامل مقابل در را بدن و بوده ایمنی

 خواص اسید،شیکوریک (.Taper et al., 2002) کند می

 ترشح تحریک با همچنین و داشته را ایدز ضدویروس

 مفید خون، قند کاهش برای گلوکز، جذب و انسولین

 کبد تیاهم به توجه با (.Lee et al., 2010) باشد می

 در یکبد یها  دارو کمبود و ،سموم از بدن هیتصف در

                                                                               
1. Agrobacterium rhizogenes 

2. Asteraceae 

 یها یماریب درمان در یکاسن هشیر تیاهم کشور،

 است توجه مورد شیپ از شیب یصفراو و یکبد

(Emad et al., 2011). معمولاً سنتی زراعی های روش 

 خطر همچنین و طولانی رشد هدور طول علتبه

 کمی کارایی ها، بیماری و آفات و هوایی و بآ تغییرات

 دلیل، همینبه دارند؛ گیاهی های متابولیت تولید در

 های ریشه کشت ویژهبه و دارویی گیاهان بافت کشت

 تولید جهت مناسب حلراه یک عنوانبه مویین،

 Hasanlu et) باشد می ارزشبا گیاهی های بولیتاتم

al., 2009).  

 از ای گسترده هدامن هرگیرندب در فنلی، ترکیبات

 یک حامل آروماتیکی حلقه دارای که هستند موادی

 أمنش دارای آنها اغلب و بوده هیدروکسیلی گروه

 توسط گیاه های فنل پلی تمامی هستند. گیاهی

 مسیر طریق از و شیکیمات آنزیم آلانین، فنیل

 عنوان به فنولی، ترکیبات گردند. می تولید اسید شیکیمیک

 آزاد های رادیکال مهار با و بوده قوی اکسیدان آنتی

 بروز عوامل مقابل در بدن حفاظت موجب اکسیژن،

 پیری مانع ترکیبات، این همچنین شود. می سرطان

 (.Crozier et al., 2006) شود می سلولی های اندامک

 از استفاده که دهد می نشان تحقیقات نتایج

 روی بر تیمثب تأثیر گیاهی، رشد های کننده تنظیم

 تراریختغیر های ریشه به نسبت مویین های ریشه رشد

 های ریشه زیاد انشعابات علتبه امر این و دارد؛ )شاهد(

 در باشد. می ها هورمون هبهین جذب قابلیت و مویین

 رشد روی بر را رشد های کنندهتنظیم تأثیر پژوهشی،

 که کردند گزارش و کرده بررسی مویین های ریشه

 رشد در را یرتأث بیشترین ،(NAA) اسیداستیکنفتالین

 گیاه مویین های ریشه در ثانویه های متابولیت تولید و

Plumbago indica اسیدجیبرلیک به نسبت (GA3)، 

 اسیدبوتیریکایندول و (IAA) اسیداستیک ایندول

(IBA) است داشته (Gangopadhyay et al., 2011). 

 و القا شرایط سازی بهینه روی بر اندکی تحقیقات

 انجام کاسنی گیاه در مویین های ریشه کشت تثبیت

 مختلف های سویه تأثیر پژوهشی، در است. شده

 Murashige کشتی هم محیط ورایزوژنز اگروباکتریوم

& Skoog (1962)، LS (Linsmaier & Skoog, 

 القای بر را B5 (Gamborg et al., 1968) و (1965
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 هروز هشت 7کوتیلدون هنمون زری در مویین، های ریشه

 A13 هسوی که کردند گزارش و کردند بررسی کاسنی

 القای در را کارایی بیشترین ،MS کشت محیط در

 هشت کوتیلدونی های ریزنمونه در مویین، های ریشه

 در (.Kabirnetaj et al., 2012) استداشته روزه

 های متابولیت تولید و رشد میزان دیگری، پژوهش

 حاصل مویین های ریشه مختلف های دودمان در ثانویه

 ،A4 هسوی با کاسنی ای هفته چهار های برگ تلقیح از

 مختلف های دودمان که داد نشان نتایج و شد بررسی

 تراریخت سلول یک از کدام هر که مویین، های ریشه

 توانایی لحاظ از داری معنی تفاوت بود، شده حاصل

 دارند یکدیگر به بتنس ثانویه متابولیت تولید و رشد

(Azarmehr et al., 2012.)  

 مدت و  ریزنمونه سن و نوع تأثیر حاضر تحقیق در

 کاسنی گیاه در مویین های ریشه القای بر کشتیهم

 کشت، محیط نوع تأثیر همچنین گردید. بررسی

 در توده، زیست تجمع بر ساکارز و اسیداستیک نفتالین

 ادامه در شد؛ بررسی مویین های ریشه پررشد های لاین

 کل فنل محتوای میزان بر ریزنمونه سن و نوع تأثیر

 سن و نوع تأثیر همقایس حالبه تا گردید. بررسی

 مویین های ریشه القای بر کشتی هم مدت و  ریزنمونه

 این در گزارش اولین این و است نشده بررسی گیاه این

  باشد. می مورد

 

‌ها‌روش‌و‌مواد
 زنمونهیر هیته و یاهیگ مواد

 و شد؛ تهیه اصفهان بذرپاکان شرکت از کاسنی، بذور

 در دقیقه 33 مدتبه ل،یاستر هاهچیگ هیته منظور به

 از پس و شد داده قرار درصد 2 بنومیل محلول

 لامینار هود داخل به استریل، مقطر آب با شستشو

 درصد، 5 سدیمهیپوکلریت با ضدعفونی و داده انتقال

 دقیقه یک )و دقیقه 73 مدتبه بار هر و مرحله دو در

 از پس و شد داده شستشو مرحله( دو بین در آبکشی

 مدتبه درصد 13 الکل با نهایت در آبکشی، بار چند

 شستشو دقیقه 75 از پس و گردید ضدعفونی ثانیه 43

 درصد 3 حاوی MS کشت محیط در استریل، آب با

                                                                               
 (Coteledoneبرگ بذری ) .7

 در و گردید کشت آگار لیتر در گرم 5/5 و ساکارز

 شرایط و گراد سانتی هدرج 25±2 دمای با رشد اتاقک

 ساعت 6 و لوکس( 3333) روشنایی ساعت 76 نوری

 و کوتیلدون های نمونه ریز از شد. نگهداری تاریکی

 علتبه برگ و روزه 72 و 5 سن دو در هیپوکوتیل،

 شود، می تشکیل هیپوکوتیل و کوتیلدون از دیرتر اینکه

 باکتری با تلقیح تجه روزه، 26 و 23 سن دو در

  .شد استفاده

 

 مویین های ریشه القای اول: آزمایش

 اگروباکتریوم از مویین، های ریشه ی القا منظوربه

 سوسپانسیون هتهی شد. استفاده A4 هسوی رایزوژنز

 در باکتری از کلونی یک شد. انجام زیر شرحبه باکتری

 53 حاوی مایع LB (Luria-Bertani) کشت محیط

 کشت ریفامپسین، بیوتیک آنتی لیتر در مگر میلی

 26 دمای با انکوباتور شیکر در باکتری کشت گردید.

 29 مدتبه rpm 723 چرخش با و گراد سانتی هدرج

 سوسپانسیون OD600 میزان شد. داده قرار ساعت

 نظر در LB، 6/3 کشت محیط در تلقیح برای باکتری

 حیسط شدن زخمی از پس ها نمونه ریز شد. گرفته

 سوسپانسیون در استریل شرایط در اسکالپل، توسط

 شیک و شده ور غوطه دقیقه 75 مدتبه باکتری،

 صافی، کاغذ روی در شده، تلقیح های نمونه ریز شدند.

 و گردید خشک نسبتاً اضافی، باکتری حذف برای

 مدتبه و کشت جامد، MS کشت محیط روی سپس

 هدرج 25±2 دمای در ساعت 29 ،96 و 12

 شدند. نگهداری تاریکی شرایط در و گراد نتیسا

 در شاهد عنوانبه نیز نشدهتلقیح های ریزنمونه

 از پس گردیدند. کشت تیمار، با مشابه شرایطی

 استریلآب در ها نمونهریز کشتی، هم مدت شدنسپری

 شستشو سفوتاکسیم، لیتر در گرم میلی 253 حاوی

 کاغذ روی در نسبی شدنخشک از پس و شدند داده

 533 حاوی جامد MS کشت محیط به صافی،

 فاقد و سفوتاکسیم بیوتیک آنتی لیتر در گرم میلی

 از پس شدند. داده انتقال گیاهی رشد های کننده تنظیم

 هریش القای درصد ها، ریشه ظهور از هفته چهار گذشت

 لازم مدت و ها ریشه طول و تعداد میانگین مویین،

 گردید. محاسبه ها ریشه ظهور برای
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 مویین های ریشه مولکولی تأیید

 بر علاوه نابجا، های ریشه از مویین های ریشه تشخیص

 زمان جمله )از ها ریشه مورفولوژیکی صفات از استفاده

 ها(، ریشه رشد میزان ریشه، تعداد ریشه، خروج محل القا،

 پرایمرهای از استفاده با مولکولی، تأیید طریق از

 DNA استخراج شد. انجام نیز ،rolB ژن اختصاصی

 مویین های ریشه از CTAB (Khan et al., 2007) روش به

 های ریزنمونه از حاصل نابجای های ریشه همچنین و

  پلاسمید شد. انجام شاهد عنوانبه نیافتهتلقیح

A. rhizogenes هسوی A4 مثبت کنترل عنوان به نیز 

 ترموسایکلر دستگاه در PCR واکنش شد. استفاده

Qantarus، ژن اختصاصی های آغازگر با rolB روی بر 

DNA ژن توالی شد. انجام شدهاستخراج rolB، بانک از 

  آغازگر طراحی برای و شد گرفته NCBI سایت ژن

 بود: زیر صورتبه آغازگرها توالی گردید. استفاده
5'-ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3'  

 و مستقیم( )آغازگر

5'-TAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3' 
 چرخه یک شامل RCR هبرنام معکوس(. )آغازگر

 5 مدت به گراد سانتی هدرج 49 دمای در اولیه واسرشتگی

 هدرج 49 دمای در واسرشتگی شامل چرخه 35 دقیقه،

 55 دمای در ها آغازگر اتصال دقیقه، 2 مدتبه گراد سانتی

 12 دمای در بسط ثانیه، 95 مدتبه گراد سانتی هدرج

 یک و ثانیه 33 و دقیقه 7 مدتبه گراد سانتی هرجد

 مدتبه گراد سانتی هدرج 12 دمای در نهایی بسط چرخه

 ژل در الکتروفورز، از پس ،PCR محصولات بود. دقیقه 1

 ATP مدل داکژل دستگاه در درصد 6/3 آگارز

SN:G089301، قرار برداری عکس و مشاهده مورد 

 Williams روش طبق از،پلیمر ایزنجیره واکنش گرفتند.

et al. (1990) 25 نهایی حجم در واکنش هر برای 

 (،MgCL2 mM) 53 میکرولیتر 6/3 شامل: میکرولیتر

 بافر میکرولیتر dNTPs (mM73،) 5/2 میکرولیتر 5/3

PCR (X 73،) 2/3 میکرولیتر DNA 7 تک، پلیمراز 

 آب میکرولیتر 76 و (mM7/3) پرایمر هر از میکرولیتر

  شد. انجام استریل هدیونیز

 

 محیط و ریزنمونه نوع تأثیر همقایس دوم: آزمایش

  مویین های ریشه برتر لاین خشک و تر وزن بر کشت،

 مویین، های ریشه لاین بهترین انتخاب برای ابتدا

  در ریزنمونه، یک از حاصل مختلف های لاین

  حاوی مایع MS کشت محیط در جداگانه ظروف

 شیشه ظروف در سفوتاکسیم، ترلی در گرم میلی 933

  دور با انکوباتور شیکر در سپس شدند کشت مربا

rpm 723 تاریکی در و گراد سانتی هدرج 26 دمای و 

 هریش از لاینی هفته، سه از پس شدند؛ نگهداری

 با داشت، را وزن( )افزایش رشد بیشترین که مویین

 آورده ها )داده شد انتخاب ها ریشه توزین از استفاده

 نوع تأثیر بررسی منظوربه بعد، همرحل در است(. نشده

 نوک از گرم میلی 733 ها، ریشه رشد در کشت محیط

  های کشت محیط در و جدا برتر، لاین های ریشه

MS ،جامد MS و مایع MS 2/7 ،ظروف در مایع 

 لیتر میلی 75 شامل تکرار هر گردید؛ کشت مرباشیشه

 لیتر در گرم میلی 533 حاوی کشت محیط

 مایع محیط در شدهکشت های ریشه بود. سفوتاکسیم

  قرار تاریکی در rpm 733 دور با شیکر روی بر

 جامد، کشت محیط در شدهکشت های ریشه و گرفتند

 در گراد سانتی هدرج 25±2 دمای و ثابت جای در

 و تر وزن هفته، پنج از پس شدند. نگهداری تاریکی

 فلاسک در گرم حسب بر ها ریشه خشک وزن

  شد. گیری اندازه

 
 فنلی ترکیبات گیری اندازه و استخراج سوم: آزمایش

 کل

 و مویین  های ریشه کل فنلی ترکیبات محتوای

 روش از استفاده با غیرتراریخت، شاهد های ریشه

Folin-Ciocalteau (Sonald & Laima, 2001) 

 هشدخشک های بافت از گرم 37/3 شد. گیری اندازه

 45 اتانول لیتر میلی 7 با بود شده پودر هک را ها ریشه

 شیکر در ساعت 29 مدت به سپس شد؛ مخلوط درصد

 گراد سانتی هدرج 25 دمای و rpm733 دور با انکوباتور

 73 مدت به حاصل مخلوط شد نگهداری تاریکی در

 داده قرار دقیقه در دور 6333 با سانتریفیوژ در دقیقه،

 لیتر میلی 5/3 به صددر 45 اتانول لیترمیلی 5/3 شد،

 با محلول، حجم و شده اضافه حاصل روییمحلول از

 محلول به شد. رسانده لیترمیلی 5/2 به مقطر، آب

 5/3 و درصد 73 فولین معرف لیتر میلی 25/3 حاصل،

 مدتبه و شد اضافه درصد 5 سدیمکربنات لیتر میلی
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 شدت سپس شد؛ نگهداری تاریکی در ساعت یک

 125 موج  طول در اسپکتروفتومتر دستگاه با جذب

 از استفاده با فنلی، ترکیبات غلظت .شد خوانده نانومتر

 گردید. محاسبه اسید گالیک استاندارد منحنی

 انجام تکرار 3 با کل فنلی ترکیبات میزان گیری اندازه

 شد.

 

 و NAA مختلف های غلظت تأثیر چهارم: آزمایش

 مویین های ریشه کشت بر و کربن منبع

 از آمدهدست به های ریشه آزمایش، این در

 درصد بیشترین اینکه دلیلبه روزه، 5 های کوتیلدون

 داشتند؛ را ریشه رشد و مویین های ریشه القای

 به ها ریشه نوک شدند. استفاده آزمایشی هماد عنوان به

 زیرا شدند؛ داده برش متر سانتی دو طولبه قطعاتی

 شیکر در ریبهت هوادهی ریشه، تر کوچک قطعات

 53 تکرار، هر در داشت. خواهند بیشتری رشد و داشته

 MS کشت محیط لیتر میلی 75 در ریشه گرم میلی

 هورمون گردید. کشت مرباشیشه ظروف در مایع

NAA در گرم میلی 3 ،5/3 ،7 و 5/7) غلظت چهار در 

 رشد برای کربن منبع عنوانبه ساکارز و لیتر(

 درصد(، 3 ،9 ،5 و 6) ظتغل چهار در مویین های ریشه

 گرفتند. قرار استفاده مورد ترکیب صورت به یا تنهاییبه

 rpm 733 دور با شیکر در ها شیشه کشت، از پس

 ها ریشه تر وزن هفته، چهار از بعد شدند. نگهداری

 آون، در ها ریشه کردنخشک از پس شد. گیری اندازه

 وزن ساعت، 96 مدتبه گراد سانتی  هدرج 93 دمای در

  شد. گیری اندازه ها ریشه خشک

 

 ها داده آماری آنالیز

 و ریزنمونه سن و نوع تأثیر بررسی به مربوط آزمایش

 مویین های ریشه القای میزان بر کشتی هم مدت

 و تصادفی  کاملاً طرح قالب در فاکتوریل صورت به

 محیط نوع و ریزنمونه نوع تأثیر به مربوط آزمایش

 مویین، های ریشه خشک و تر وزن میزان بر کشت

  کاملاً طرح قالب در فاکتوریل آزمایش صورت به

 سن و نوع تأثیر به مربوط آزمایش شد. انجام تصادفی

 مویین، های ریشه کل فنل محتوای میزان بر ریزنمونه

 آزمایش و شد انجام تصادفی کاملاً طرح صورتبه

 و NAA هورمون مختلف سطوح تأثیر به مربوط

 مویین، های ریشه خشک و تر وزن میزان بر ساکارز

 کاملاً طرح قالب در فاکتوریل آزمایش صورت به

 آزمون آماری، های آنالیز از قبل گردید. انجام تصادفی

  همقایس گردید. انجام ها داده بودننرمال تست

 ای دامنهچند آزمون از استفاده با ها داده میانگین

 افزار نرم طتوس ها نمودار و گردید محاسبه دانکن

Excel گردید. رسم 
 

‌‌بحث‌و‌نتایج

 MS محیط به انتقال از پس روز 4 ها، ریشه اولین

 ظاهر سفوتاکسیم لیتر در گرم میلی 533 حاوی جامد

 های ریزنمونه در که بود حالی در این شدند.

 در فقط و ندرتبه ها ریشه ظهور )شاهد(، غیرتراریخت

 اتفاق مویین های ریشه از دیرتر و برگ های ریزنمونه

 (.7 )شکل افتاد

ها نشان داد که  نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده

کشتی، بر  نمونه و مدت هم اثر متقابل نوع و سن ریز

دار نبوده است؛ اما  های مویین معنی درصد تولید ریشه

دار  درصد معنی 7ها در سطح احتمال  اثرات اصلی آن

نمونه و  و سن ریزباشد. همچنین اثر متقابل نوع  می

های مویین و  کشتی بر میانگین طول ریشه مدت هم

 7ها در سطح احتمال  مدت لازم برای القای ریشه

های مویین در هر  دار بوده و بر تعداد ریشه درصد معنی

باشد. نتایج  دار می درصد، معنی 5ریزنمونه، درسطح 

ها نشان داد که  حاصل از مقایسه میانگین داده

درصد تراریختی،  63با   روزه 5ی کوتیلدون  ها نمونه ریز

اند های مویین داشته بیشترین توانایی را در القای ریشه

 ها بودن کوتیلدون( که دلیل این امر، جوان2)شکل 

 67/77باشد. بیشترین میانگین تعداد ریشه نیز  می

روزه  5کشتی کوتیلدون  ساعت هم 12عدد در اثر 

( 54/73یانگین طول ریشه )دست آمد؛ و بیشترین م به

 23های برگی  کشتی ریزنمونه ساعت هم 12در اثر 

(. سن ریزنمونه، عاملی 7روزه حاصل شد )جدول 

 باشد؛ و  های مویین می گذار در القای ریشه تأثیر

تر تهیه شود درصد  هرچه ریزنمونه از گیاهچه جوان

 & Zhi-Biواهد بود )های مویین بیشترخ القای ریشه

Min, 2006.)  
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 تلقیح، از پس هفته یک مویین های ریشه ظهور :A کاسنی. گیاه در :رایزوژنز اگروباکتریوم توسط مویین های ریشه القای .7 شکل

B: تلقیح، از پس هفته سه مویین های ریشه تعداد افزایش C: تلقیح از پس هفته پنج مویین های ریشه رشد، D: کم القای 

 کشت.( از پس هفته پنج (شاهد عنوان به برگ های ریزنمونه در تغیرتراریخ های ریشه
Figure 1. Hairy roots induction by A. rhizogenes in Chicory, A: Hairy root induction one week after infection, B: 

Increase in hairy roots number three weeks 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). 

 

 
 مویین های ریشه القای درصد روی بر (B) کشتی هم مدت و (A) ریزنمونه سن و نوع تأثیر میانگین همقایس. 2 شکل

Figure 2. Mean comparisons of the effects of type and age of explant (A) and co-culture time (B) on hairy roots 

induction percentages 

 
 مویین های ریشه صفات برخی روی بر کشتی هم مدت و ریزنمونه سن و نوع تأثیر میانگین همقایس. 7 جدول

Table 1. Mean comparisons of the effects of type and age of explant and co-culture time on some characteristic of 

hairy roots 
Time to root induction 

(days) 
Length of root  

(cm) 
Nunber  

of root 
Co-culture time  

(hours) 
Explant age  

(day) 
Explant type 

20.24c 2.2c 2.5ghi 24 

48 
72 

5 

Cotyledon  

16.18b 5.9b 7.7cd 

12.13a 10.4a 11.61a 

20.31c 2.06c 2.66gh 24 
48 
72 

12 16.08b 6.23b 7.53cd 

12.10a 9.5a 10.8ab 

12.39a 0.49c 0.51hi 24 

48 

72 

5 

Hypocotyl  

11.95a 2.1c 1.8hi 

9.97a 2.5c 6.5de 

12.84a 0.48c 0.33i 24 
48 
72 

12 12.46a 2.3c 2.5ghi 

10.59a 2.86c 4.2fg 

20.96c 2.7c 2.16ghi 24 
48 
72 

20 

Leaf 

16.42b 6.2b 5.23ef 

12.81a 10.59a 9.56abc 

21.12c 2.8c 2.03ghi 24 
48 
72 

28 16.21b 6b 4.94ef 

12.64a 9.67a 9.2bc 

 .باشند نمی (>35/3P) دار معنی اختلاف دارای ستون هر در مشترک حروف با اعداد

Numbers followed by the same letter are not significantly differentns (P<0.05). 
 

 

(B) (A) 
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 به مویین، های ریشه القای بر A. rhizogenes تأثیر

  سن گیاه، نوع  باکتری، هسوی جمله از مختلفی عوامل

 محیط نوع و کشتی هم مدت ریزنمونه، نوع ریزنمونه،

 برخی (.Samadi et al., 2012) دارد بستگی کشت

 مویین های ریشه القای مستعد گیاهی های گونه

 توانند می سختیبه ها، گونه از دیگر برخی و هستند

 القای درصد همچنین کنند. تولید مویین های ریشه

 تر، پایین سن با های ریزنمونه در مویین های ریشه

 63 روزه، 5 های کوتیلدون در که طوریبه بود بیشتر

 درصد، 22/92 روزه، 72 های دونکوتیل در اما درصد،

 Gmelina گیاه در نتایج، این با مطابق شد. مشاهده

arborea Roxb. مویین های ریشه القای درصد نیز 

 از بیشتر برابر 73 تقریباً روزه، 5 درکوتیلدون

 Dhakulkar et) است شده گزارش روزه 25 کوتیلدون

al, 2005.) چنین توان می آمده دست به نتایج از 

 به نسبت کوتیلدون هریزنمون که کرد ستنباطا

 مویین های ریشه تولید توان از برگ، و هیپوکوتیل

 به بسته گفت توان می لذا است؛ برخوردار بیشتری

 های ریشه القای در ریزنمونه نوع گیاهی، های گونه

 است. گذار تأثیر مویین

 از ،رایزوژنز اگروباکتریوم توسط سازی تراریخت

 باکتری پلاسمید T-DNA هناحی درج و انتقال طریق

 مدت بنابراین باشد؛ می میزبان گیاه داخل در

 در مهم عوامل از باکتری، با ها ریزنمونه کشتی هم

 بین از تحقیق، این در باشد. می تراریختی درصد تعیین

 القای درصد بیشترین مختلف، کشتی هم مدت سه

 حاصل کشتی هم ساعت 12 اثر در مویین، های ریشه

 گزارش نیز دیگری های پژوهش که طورهمان شد؛

 را تأثیر بیشترین کشتی، هم ساعت 12 مدت که کردند

 روز 6 تا 7به نسبت مویین های ریشه القای در

 در همچنین (Kodjo et al., 2013) داشت کشتی هم

 ساعت 96 نیز .Berberis aristata DC گیاه

 ساعت 29 به نسبت بهتری کارایی کشتی، هم

 از (.Brijwal & Tamta, 2015) است داشته کشتی هم

 A4 هسوی ،A. rhizogenes مختلف های سویه بین

 استفاده مویین های ریشه القای برای وسیعی طور به

 بیشتری کارایی گیاهان، از بسیاری در و شود می

 مویین های ریشه القای در دیگر های سویه به نسبت

 .(Sujatha et al., 2013) است داشته

 گیاه هایسلول در T-DNA هناحی درج و انتقال

 رشدی تنوع لذا افتد؛ می اتفاق تصادفی صورتبه میزبان،

 که مویین، های ریشه لاین هر بین زیادی مورفولوژی و

 مشاهده اند، شده حاصل تراریخت سلول یک از کدام هر

 از شدهدرج های نسخه تعداد در تنوع واقع، در شود. می

T-DNA جمله از آن، در موجود های ژن بیان میزان و 

 مختلف های لاین رشدی تنوع در بسزایی نقش ،rol ژن

 (.Cho et al., 1998) دارد مویین های ریشه

 

 مویین های ریشه مولکولی تأیید

 bp 163 نوار حضور الکتروفورز، و PCR از حاصل نتایج

 حاصل نوار با که داد نشان را rolB ژن تکثیر به مربوط

 اما بود؛ اندازه هم باکتری( )پلاسمید مثبت دشاه از

 نشده،تلقیح های ریزنمونه از حاصل های ریشه برای

 (.3 )شکل نشد تکثیر نواری

 

 
 مویین. های ریشه DNA روی بر rolB ژن اختصاصی های آغازگر با PCR واکنش در bp 163 هاندازبه DNA هقطع تکثیر .3 شکل

 مویین، های ریشه :8-3 مثبت، کنترل عنوانبه A4 هسوی A. rhizogenes باکتری پلاسمید :2 بازی، جفت DNA 733 هانداز نشانگر :1

 .منفی شاهد عنوانبه غیرتراریخت های ریزنمونه از حاصل نابجای های ریشه :9
Figure 3. 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 A4 strain as positive control, 3-8: hairy roots, 9: Adventitious roots 

raised from non-transformed explant as negative control. 
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 و تر وزن بر کشت محیط و ریزنمونه نوع تأثیر همقایس

  مویین یها ریشه خشک

 اثر که داد نشان ها، داده واریانس هتجزی از حاصل نتایج

 و تر وزن بر کشت محیط نوع و ریزنمونه سن متقابل

 7 سطح در مویین، های ریشه رشد شاخص و خشک

 نشان ها داده میانگین همقایس باشد. می دار معنی درصد،

 و 26/2 ترتیب)به خشک و تر وزن بیشترین که داد

 در (9/27) رشد شاخص و فلاسک( در گرم 71/3

 MS کشت محیط در که  کوتیلدون، از حاصل های ریشه

 نوع رسد می نظربه (.5 )شکل شد حاصل شد، کشت 2/7

 های ریشه رشد بر بسزایی تأثیر کشت، محیط غلظت و

 کشت، محیط سازی بهینه دلیل همینبه دارد؛ مویین

 حائز نویه،ثا های متابولیت تولید و مطلوب رشد منظور به

 شاخص تعیین برای (.Shinde et al., 2012) است اهمیت

 :شد استفاده 7 هرابط از رشد

(7) 
 وزن خشک اولیه

 = شاخص رشد
 وزن خشک نهایی –وزن خشک اولیه 

 در ریشه خشک وزن همان اولیه، خشک وزن

 طریق از نهایی، خشک وزن و بوده تیمار انجام ابتدای

 انتهای در شدهبرداشت ینموی های ریشه کردنخشک

 .آمد دستهب رشد هدور

 گذارتأثیر عوامل از مناسب، کشت محیط از استفاده

 ,.Yu et al) باشد می مویین های ریشه رشد و استقرار در

1996; Lourenco et al., 2002; Sivakumar et al., 

 و مطلوب رشد برای کشت، محیط سازی بهینه و (2005

 Shinde et) است اهمیت حائز انویه،ث های متابولیت تولید

al., 2010). کشت محیط که داد نشان تحقیق این نتایج 

MS 2/7، های ریشه رشد برای کشت محیط ترین مناسب 

 تعدادی در حاضر، تحقیق نتایج با مشابه باشد. می مویین

 بهترین ،MS 2/7 کشت محیط نیز، دیگر گیاهان از

 شده گزارش نمویی های ریشه رشد برای کشت  محیط

 دیگری، پژوهش در اما ،(Sujatha et al., 2013) است

 در 7الطیب سنبل گیاه از حاصل مویین های ریشه رشد

 N6 و MS، MS 2/7، B5، B5 2/7 های کشت محیط

 بیشترین هفته، سه از بعد که گرفت قرار مطالعه مورد

 شدهکشت مویین های ریشه در توده زیست تجمع

 ،B5 2/7 در ترتیببه آن از دبع و B5 کشت درمحیط

                                                                               
1. Valeriana officinalis L. 

MS2/7 و MS کشت محیط و شد مشاهده N6، 

 ,.Pakdin Parizi et al) داد نشان را تأثیر کمترین

 نوع اثر همقایس طی آزمایشی در همچنین (.،2014

 های ریشه رشد بر B5و MS2/7، MS کشت محیط

 MS کشت محیط ،2آبی خنازیر علف گیاه در  مویین

 ها ریشه رشد برای کشت حیطم ترین‌مناسب ،2/7

  (.Park et al., 2010) شد معرفی

 

 کل فنلی ترکیبات

 نسبت مویین، های ریشه در کل فنلی ترکیبات میزان

نوع و سن ریزنمونه استفاده  براساس نمونه شاهد، به

داری  تفاوت معنی های مویین، القای ریشه جهت شده

ی ها محتوای فنل کل، در ریشه. (5نشان داد )شکل 

های  های شاهد بوده و در ریشه مویین بیشتر از ریشه

های  روزه، بیشتر از ریشه 26های  مویین حاصل از برگ

 . ها مشاهده شد مویین حاصل از سایر ریزنمونه

 

و منبع کربن  NAA های مختلف بررسی تأثیر غلظت

 های مویین بر کشت ریشه

اثر ها نشان داد که  نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده

های مختلف ساکارز بر وزن تر و  و غلظت NAAمتقابل 

های مویین، در سطح  خشک و شاخص رشدی ریشه

دار شد. نتایج حاصل از مقایسه  درصد، معنی 7احتمال 

ها نشان داد که بیشترین وزن تر و  میانگین داده

گرم در فلاسک( در  73/3و  43/7خشک )به ترتیب 

 NAAدر لیتر  گرم میلی 5/3حاوی  MSمحیط کشت 

دست آمد و بعد از آن، بیشترین  درصد ساکارز به 3و 

گرم در  31/3و  32/7ترتیب وزن تر و خشک )به

 5/3حاوی  MSفلاسک( متعلق به محیط کشت 

(. 3درصد ساکارز بود )جدول 5و  NAAگرم در لیتر  میلی

، NAAگرم  میلی 5/3مطابق با نتایج حاصل، غلظت 

توده و تولید  مع زیستبیشترین تأثیر را در تج

نسبت  Plumbago indicaهای ثانویه را در گیاه  متابولیت

 Gangopadhyay etداشته است ) های دیگر به اکسین

al., 2011 ،همچنین استفاده از منبع مناسب برای کربن .)

های ثانویه در گیاه، حائز اهمیت  در رشد و تولید متابولیت

                                                                               
2. Scrophularia buergeriana 
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عنوان منبع کربن، ه(. ساکارز بWu et al., 2006است )

نقش بسزایی در رشد و افزایش انشعابات ریشه و تولید 

(. Malamy & Ryan, 2001های ثانویه دارد ) متابولیت

البته در برخی از موارد، افزایش غلظت ساکارز موجب 

علت بازدارندگی از رشد ریشه شده است که احتمالاً به

 (.Nguyen et al., 1992)باشد  تنش اسمزی می
 

 ی مویینها روی وزن تر و خشک ریشه برنوع ریزنمونه و نوع محیط کشت تأثیر .2جدول 
Table 2. The effects of explant and medium types on fresh and dry weight of hairy roots 

Grow index Dry weight (g) Fresh weight (g) Medium type Explant 
2.73f 0.03f 0.5e Solidified MS 

Cotyledon 10.24de 0.09de 1.3bc Liquid MS 
21.4a 0.179a 2.26a Liquid 1/2 MS 
3.97f 0.04f 0.45e Solidified MS 

Hypocotyl 7.74e 0.07e 0.9d Liquid MS 
13.99bc 0.12bc 1.39b Liquid 1/2 MS 

4.2f 0.042f 0.48e Solidified MS 
Leaf 11.37cd 0.099cd 1.01cd Liquid MS 

14.74b 0.126b 1.41b Liquid 1/2 MS 

 باشند. ( نمی>35/3Pدار ) اختلاف معنیاعداد با حروف مشترک در هر ستون دارای 

Numbers followed by the same letter are not significantly different (P<0.05). 

 

 
 های ریشه کشت :B مایع، کشت محیط در مویین های یشهر کشت :A. مختلف های کشت محیط در مویین های ریشه رشد .9 شکل

 مایع. کشت محیط در غیرتراریخت های ریشه کشت :C جامد، کشت محیط در مویین

Figure 4. Hairy roots growth on different media, A: Hairy root cultures established in liquid medium, B: Hairy root 
cultures established in solid medium, c: non-transformed root cultures established in liquid medium. 

 

 
 .شاهد های مویین و روی محتوای فنول کل در ریشه نوع و سن ریزنمونه بر تأثیر مقایسه میانگین .5 شکل

Figure 5. Means comparison of effects of type and age of explants on total phenolic contents in hairy roots and controls. 

 
 مویین های ریشه رشدی شاخص و خشک و تر وزن روی بر ساکارز و NAA مختلف سطوح تأثیر میانگین همقایس .3 جدول

Table 3. Means comparison of effects of different level of NAA and sucrose on fresh and dry weight and growth 
index of hairy roots 

Grow index Dry weight (g/flask) Fresh weight (g/flask) Sucrose (g/l) NAA (mg/l) 
14.65b 0.066b 0.98b 30 0 
7.09cde 0.034de 0.51cde 40 0 
9.68bcde 0.044bcde 0.67bcde 50 0 
13.65b 0.063bc 0.92b 60 0 
29.73a 0.133a 1.93a 30 0.5 
5.13e 0.023e 0.38e 40 0.5 

15.29b 0.07b 1.02b 50 0.5 
10.85bcde 0.05bcde 0.74bcde 60 0.5 
7.83cde 0.036cde 0.55cde 30 1 
6.4de 0.026e 0.46de 40 1 
6.35de 0.026e 0.46de 50 1 
5.87de 0.026e 0.43de 60 1 
5.92de 0.026e 0.43de 30 1.5 

11.32bcd 0.05bcde 0.77bcd 40 1.5 
12.54bc 0.056bcd 0.85bc 50 1.5 
12.27bc 0.056bcd 0.83bc 60 1.5 

 .باشند نمی (>35/3P) دار معنی اختلاف دارای ستون هر در مشترک حروف با اعداد

Numbers followed by the same letter are not significantly different (P<0.05). 



 ... و نیاکس ریتأث و یکاسن در نییمو یها شهیر یالقا یساز نهیبهفتحی و همکاران:  666

 
 

 

 کلی گیری نتیجه

 کوتیلدون هریزنمون که داد نشان ها آزمایش کلی نتایج

 A. rhizogenes با تلقیح اثر در کاسنی، گیاه هروز 5

 های ریشه تولید در را کارایی بیشترین ،A4 هسوی

 محیط همچنین دارد. ها ریشه طول و تعداد و مویین

 جامد، MS و مایع MS به نسبت مایع، MS 2/7 کشت

 داشت. تودهزیست تجمع و رشد در را تأثیر بیشترین

 از بیشتر مویین های ریشه در کل فنل وایمحت

 از حاصل مویین های ریشه در و بوده شاهد های ریشه

 از حاصل مویین های ریشه از بیشتر روزه، 26 های برگ

 آزمایش نتایج همچنین شد. مشاهده ها ریزنمونه سایر

 ساکارز مختلف سطوح و NAA تأثیر بررسی به مربوط

 محیط که داد شانن ها ریشه هتودزیست افزایش بر

 3 و NAA لیتر در گرم میلی 5/3 حاوی MS کشت

 توده زیست افزایش در را تأثیر بیشترین ساکارز درصد

  است. داشته
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