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 چكيده

ت نشان داده است. تحقيقا Scrophulariaceaeياباني يك دارويي مهم متعلق به خانواده ب يمونيگل م
. اين گونه منبع با ارزشي از است است كه عصاره اين گياه داراي خواص ضد ديابتي و ضد سرطاني

-ها است. سيستم ريشه مويين ميئيدايروئيدي و فلاونو يتركيبات فعال بيولوژيكي مخصوصا گليكوزيدها

هاي مويين ريشه ،اين تحقيق اي تركيبات با ارزش دارويي استفاده شود. درتواند براي توليد درون شيشه
توليد  A13سويه  Agrobacterium rhizogenes باكتري تلقيح با در گل ميموني بياباني بواسطهتراريخته 

هاي درون گياهچهاز چه، كوتيلدون و برگ) تهيه شده ههاي مختلف (گياهچه بدون ريش. تأثير ريزنمونهندشد
دقيقه) بر  30و  15، 5زمان مختلف تلقيح ( 3روزه) در  72 و 50، 25، 18، 10اي با سنين مختلف (شيشه

ريشه در هر  33/22هاي مويين (ريشه مويين مورد بررسي قرار گرفت. حداكثر تعداد ريشه القاءكارآيي 
دقيقه حاصل شد. تأييد  5روزه تلقيح شده با باكتري به مدت  18اي هاي گياهچهريزنمونه) در ريزنمونه

انجام  rolBو  rolAهاي با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن PCR ي مويين بوسيلههاتراريختي ريشه
در چهار محيط  Hو  Gهاي مويين، دو لاين گرفت. براي تعيين محيط كشت مناسب براي رشد بهينه ريشه

PGRoBو  MS،MS  ½ ،B5(كشت مختلف R ( .نشان داد كهنتايج كشت شدند MS  براي كشت بهترين محيط
 ليترميلي 30در  گرمميلي33/16توده (بيشترين زيست H. لاين استهاي مويين زيست توده ريشهافزايش 

تواند براي هفته كشت توليد كرد. سيستم ريشه مويين ايجاد شده در اين مطالعه مي 4محيط كشت) را بعد از 
 هاي مهم دارويي گل ميموني بياباني استفاده گردد.بررسي توليد متابوليت
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 مقدمه
گل ميموني بياباني در كشورهاي عربي 

 يشتردر بحاشيه خليج فارس و همچنين در ايران 
 يو جنوب يغرب يبخصوص در نواح ،ينواح

كرمانشاه،  يلام،چون ا ييشهرها از جمله دركشور 
از، لرستان، بوشهر، همدان، خوزستان، اهو

 ,Ghahreman( شوديم يافت يزد و هرمزگان

اص ضد وخگل ميموني بياباني داراي ). 2002
 Ahmed et(ضد سرطاني ، يابتيضد د ي،التهاب

al., 2003(، يضد قارچ يايي وضد باكتر 
)Bahmani et al., 2010(  است. از مهمترين

توان به آن ميمهم  يمياييش يباتكتر
scropolioside-D2  وharpagosside Bاز دسته ، 

 Ahmed et(اشاره نمود  گليكوزيدهاي ايروئيدي،

al., 2003 .( گياهان دارويي زيستگاه طبيعي
محدودي داشته و بسته به شرايط محيطي و 

آوري آنها با جغرافيايي محل رويش گياه، جمع
مشكلاتي همراه است. از طرفي مشكلات مربوط 

رويه افراد بومي و هاي بيبه اهلي نمودن، برداشت
آنها را در معرض خطر انقراض قرار  ،چراي مفرط

داده است كه گل ميموني بياباني هم از اين خطر 
هاي اخير كشت بافت و در امان نيست. در سال

ريزازديادي گياهان، به عنوان تكنيكي پر سرعت 
 گياهي در جهت باززايي سريع و تكثير انبوه مواد

يكنواخت ژنتيكي ان گياهيجاد اخارج از فصل و 
 et al., 2011(بسيار مورد توجه بوده است 

Maleki(ها نشان داده است كه ميزان . بررسي
موجود در گياهان كشت  ثانويه هاي متابوليت

طبيعي بافت شده خيلي بيشتر از ميزان آن در گياه 
هاي گياهان كشت بافت شده،  است و حتي سلول

كنند كه در گياه اوليه توليد هايي توليد ميمتابوليت
. با توجه به )Hasanlu et al., 2008( شودنمي

هاي ثانويه اينكه در طبيعت سرعت توليد متابوليت
آهسته بوده و مدت زمان طولاني براي توليد لازم 

هاي دارويي با است، بنابراين توليد متابوليت
استفاده از گياهان وحشي اقتصادي نبوده و به نظر 

د كه براي توليد سريع و انبوه آنها از فنون رسمي
كشت سلول و بافت گياهي به طور بهينه استفاده 

 بافت كشت در . پيشرفت)Ionkova, 2007(شود 

 تكنيك بويژه ژنتيك مهندسي هايتكنيك همراه با

 مقدار توليد براي جديدي رويه ،تراريخته كردن

ويي تركيبات دار ساير و هاي ثانويهبالاي متابوليت
 DNAفناوري از طرفي  .است كرده فراهم

 Agrobacteriumنوتركيب و انتقال ژن بواسطه 
براي مهندسي متابوليك گياهان دارويي جهت 

 شوند.توليد تركيبات دارويي استفاده مي
 Agrobacterium rhizogenesباكتري 

يك باكتري خاكزي است كه موجب توليد ريشه 
ي T-DNAقال شود. انتمويين در محل زخم مي

هاي گياهي از اين باكتري به سلول Riپلاسميد 
 Hasanlu(شود هاي مويين ميباعث توليد ريشه

et al., 2008( .A. rhizogenes  قادر است علاوه
ي T-DNAخود،  Riپلاسميد  T-DNAبر 

موجود بر روي هر ناقل دوگانه ديگري را كه در 
 اين باكتري حضور داشته باشد، به طور همزمان

به سلول گياه هدف منتقل نمايد. بدين ترتيب در 
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 القاي باعث ،طي يك فرايند تراريزش مضاعف

 Tomilov et(گردد  مي تراريخته هاي مويينريشه

al., 2007; Lee at al., 2004( امروزه استفاده از .
هاي مويين تراريخته به منظور توليد كشت ريشه

دارويي  هاي ثانويه با ارزش از گياهانمتابوليت
 ,Giri & Narasu( بسيار گسترش يافته است

2000; Srivastava & Srivastava, 2007( .
هاي مويين در مقايسه با بزرگترين مزيت ريشه

هاي توان توليد بالاي متابوليت ،گياهان مادري
 ,Hasanlu(باشد ها ميثانويه و ثبات ژنتيكي آن

هاي مويين تراريخته در گياهان ). ريشه2008
 Salvia miltiorrhiza جمله دارويي مختلف از

)Yan et al., 2005،( Cichorium intybus 
)Kabirnetaj et al., 2012،( Linum 

mucronatum ssp )Samadi et al., 2012(، 
Atropa belladonna )Zarei et al., 2013 ( و در

 striataهاي هم در گونه Scrophulariaجنس 
)Avish et al., 2014و ( buergeriana )Park et 

al., 2010 .كارآيي تراريختي با ) توليد شده است
A. rhizogenes  و ميزان القاي ريشه مويين به

از فاكتور مهم و موثر عوامل مختلفي بستگي دارد. 
 مدت زمان تلقيح و سويه باكتري توان بهمي

)Cao et al. 2009; Weber et al., 2011( نوع  و
 ;Kabirnetaj et al., 2012(ريزنمونه و سن 

Reddy et al., 2012 ( .همچنين بهينه اشاره نمود
هاي مويين از نظر سازي محيط رشد ريشه

 تركيبات و نوع مواد تشيكل دهنده محيط كشت
زيست توده بهينه و توليد مناسب جهت رشد 

بر اساس  .)Shinde et al., 2010است ( ضروري

لعات منابع علمي قابل دسترس، تاكنون مطا
گياه گل ميموني بياباني انجام فناورانه روي زيست

نشده است. لذا با توجه به اهميت دارويي اين 
گياه، در اين تحقيق براي اولين بار توليد سيستم 

در اين . شودمي ريشه مويين در آن گزارش
مدت نيز ها و اثر نوع و سن ريزنمونهتحقيق، 

-راي بهينهب A. rhizogenesزمان تلقيح با باكتري 

هاي مويين تراريخته و همچنين سازي القاء ريشه
-ريشهمحيط كشت براي رشد بهينه تعيين بهترين 

 .شده استبررسي هاي مويين 
 

 هاروش و مواد

 ريزنمونه  تهيه و گياهي مواد
هاي گياه گل ميموني بياباني همراه بوته
شمال شرقي در ه مانشت كو دامنه با بذور از
هاي آوري شدند و نمونهجمعايلام شهرستان 

مركز تحقيقات كشاورزي  محققين گياهي توسط
شدند.  و تاييد شناسايي و منابع طبيعي استان ايلام

به مدت  درصد 10بذور ابتدا در اسيد سولفوريك 
دقيقه تيمار شدند و پس از شستشو با آب مقطر  5

 باساعت  72جهت حذف اثر اسيد، به مدت 
ها ، دادهppm 1000(ليك اسيد جيبرغلظت بهينة 

تن سبراي شك C° 4در دماي  نشان داده نشدند)
. سپس بذور تيمار شده، تيمار شدندخواب بذر 

 70دقيقه در اتانول  1در زير هود لامينار به مدت 
دقيقه در هيپوكلريت  5درصد و سپس به مدت 

درصد كلر  5(داراي درصد  5/1سديم تجاري 
بذور پس از  ،يتفعال) ضد عفوني شدند. در نها

سه بار آبكشي با آب مقطر استريل هر بار به 
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 MS )Murashigeدقيقه، در محيط كشت  5مدت 

& Skoog, 1962( هاي با ويتامينB5 
)Gamborg et al., 1968 درصد  3) حاوي

كننده رشد درصد آگار و بدون تنظيم 7/0ساكارز، 
درجه  ºC 2±24ها در دماي كشت شدند و كشت

 8ساعت روشنايي  16د و شرايط نوري گراسانتي
هاي ساعت تاريكي نگهداري شدند. گياهچه

به عنوان منبعي براي  توليد شده ايدرون شيشه
ريشه مويين مورد  القاءتهيه ريزنمونه جهت 

 استفاده قرار گرفتند.
 

 با هايزنمونهر يحو تلق باكتري سازيآماده

 باكتري
سويه به منظور القاء ريشه مويين، از يك 

كه  "A13"يعني  A. rhizogenesوحشي باكتري 
P1Fاز دسته ميكيموپين

1
P  است، استفاده شد. تهيه

و همكاران  Jafariسوسپانسيون باكتري به روش 
) به شرح زير انجام گرفت. يك كلوني از 2009(

 ,LB )Bertaniباكتري در محيط كشت مايع 

بيوتيك ريفامپيسين آنتي mg/l 50حاوي  )1952
)Sigma،  آمريكا) كشت گرديد و كشت باكتري

و با  ºC 28بر روي شيكر انكوباتور با دماي 
ساعت قرار گرفت،  48به مدت  rpm 180 تكانش

 rpm 3500سپس سوسپانسيون باكتري با سرعت 

دقيقه سانتريفيوژ شده و رسوب  10به مدت 
 5/5آن روي  pHكه  MSحاصل دوباره در محيط 

سوسپانسيون  ODR600Rتنظيم شده بود، حل گرديد. 
 4/0بين  LBباكتري براي تلقيح در محيط كشت 

                                                
1 Mikimopine 

هاي گياهچه بذري تنظيم شد. ريزنمونه 6/0تا 
چه)، كوتيلدون و برگ از (پس از حذف ريشه

اي با سنين هاي بذري درون شيشهگياهچه
و شده روزه تهيه  72و  50، 25، 18، 10مختلف 

در  در شرايط استريل در سوسپانسيون باكتري با
 10، 5هاي مختلف تلقيح (نظر گرفتن مدت زمان

هاي تلقيح ور شدند. ريزنمونهدقيقه) غوطه 30و 
شده در روي كاغذ صافي، براي حذف باكتري 
اضافي، نسبتا خشك شدند و سپس روي محيط 

 4آگار كشت و به مدت  g/l 7حاوي  MSكشت 
و شرايط تاريكي  ºC2±24روز در دماي 

P2Fروز كشت توام 4ز نگهداري شدند. پس ا

2
P ،

 mg/l250حاوي   MS ½ها در محيط ريزنمونه
، هلند) Duchefaآنتي بيوتيك سفوتاكسيم (

و در نهايت بر روي محيط شده شستشو داده 
سفوتاكسيم و  mg/l 250جامد حاوي  MSكشت 

هفته  دوكننده رشد منتقل شدند. هر فاقد تنظيم
هر ها انجام گرفت و در يكبار واكشت ريزنمونه

 mg/lبه ميزان دوره واكشت، غلظت سفوتاكسيم 
كاهش داده شد تا در نهايت از محيط كشت  50

هاي القا شده از حذف گرديد. در نهايت ريشه
ها جدا و براي رشد بيشتر در محيط ريزنمونه
كننده رشد كشت جامد بدون تنظيم MSكشت 
در  ºC2±24و در اتاقك رشد با دماي شده 

 دند.تاريكي نگهداري ش
 

 يين مو هاييشهر يمولكول ييدتا
هاي مويين، براي تاييد مولكولي ريشه

                                                
2 Co-culture 
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 هاي مويين احتمالياز ريشه DNAاستخراج 
در محيط جامد و ريشه حاصل از  بدست آمده

ريزنمونه تلقيح نيافته (به عنوان شاهد) به روش 
CTAB )Khan et al., 2007 .انجام گرفت (

يت و كيفيت كمDNA ده با استفاده از استخراج ش
متري و همچنين الكتروفورز فتوروش اسپكترو
جهت تاييد تعيين شد.  درصد 8/0 روي ژل آگارز

هاي مويين احتمالي، از وضعيت تراريختي ريشه
هاي با آغازگرهاي اختصاصي ژن PCR روش
rolA  وrolB ها براي تكثير آغازگر .شد ستفادها

راحي هايي از هر دو ژن مذكور طهمزمان بخش
-5ʹشدند. توالي آغازگرها به صورت زير بود: 

ATGGATCCCAAATTACTAATCCCCA
CGA-ʹ5  3ʹ(آغازگر مستقيم) و-

TAAGGCTTCAGTCATACGGTCTACT
GCAGC-ʹ3  (آغازگر معكوس). برنامهPCR 

 در دماي سازي اوليهشامل يك چرخه واسرشت
C° 94  چرخه شامل  35دقيقه،  5به مدت

دقيقه،  5به مدت  C° 94 در دماي سازيواسرشت
 20و  دقيقه 1به مدت  C° 5/55اتصال آغازگرها 

دقيقه و  1به مدت  C° 72 در دماي ، بسطثانيه
 C° 72 در دماي يك چرخه بسط نهاييثانيه  30

در دستگاه  PCRدقيقه بود.  7به مدت زمان 
 Veriti® 60-well Thermalترموسايكلر مدل 

Cycler )Thermo Fisher Scientific (آمريكا ،
پس از الكتروفورز  PCRحصولات انجام شد. م

ژل داك مدل در دستگاه درصد  8/0ژل آگارز در 
Gel Logic 212 Pro )Carestream Health ،

 مورد مشاهده و عكسبرداري قرار گرفتند.) آمريكا
 

و  مويين در محيط مايع هاييشهراستقرار 

 هاانتخاب اوليه لاين
ها در محيط پس از رشد مناسب ريشه

پنج ، PCRجامد و تاييد تراريختي آنها بوسيله 
يا  )A, G, V, H, M( مستقل از همتراريخته لاين 

P3Fرخدادهاي تراريخته مستقل از هم

1
P  يعني هر)

ها از يك تك سلول تراريخته كدام از اين لاين
كه در محيط جامد  اند)مستقل حاصل شده

ده را نشان داريشه بيشترين انشعابات و رشد 
بودند انتخاب و به منظور استقرار در محيط مايع 

در محيط مايع  ،و همچنين مقايسه ميزان رشد آنها
كشت شدند. بدين منظور، قطعات حاوي مريستم 

هاي انتخابي در محيط ) از لاينcm 3-4راسي (
-ساكارز در ارلن g/l 30مايع حاوي  MSكشت 

 rpmمنتقل و بر روي شيكر با دور  ml 100هاي 
در تاريكي قرار گرفتند و  ºC2±24و دماي  100
ها انجام گرديد. واكشت ريشهيكبار هفته  دوهر 

شرايط نگهداري شدند. ميزان همين ها در كشت
P4Fتوده ترتجمع زيست

2
P ها بر حسب گرم در ريشه

يعني در هفته  4محيط كشت پس از  ليترميلي 30
P5Fفاز ايستايي

3
P .تعيين شد 

 
 مويين هاي ريشهلاينميزان رشد مقايسه 

 مختلف هايكشت محيط انتخابي در
بر اساس نتايج حاصل از مقايسه ميزان 

هاي انتخابي در مرحله اول در محيط رشد لاين
(محيط كشت استفاده شده در طي  MSكشت پايه 

                                                
Independent transgenic events 1 

2 Fresh Biomass 
3 Stationary phase   
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به عنوان  Hو  Gفرآيند تراريختي)، دو لاين 
 هاي ديگربهترين لاين انتخاب و اثر محيط كشت

 & PGRoBR )De Greefو  B5، ½ MS شامل

Jacobs, 1979هاي مويين ) بر ميزان رشد ريشه
در مقايسه با محيط كشت اوليه مورد بررسي قرار 

ريشه مويين  mg 20±300گرفت. بدين منظور، 
ليتري ميلي 100هاي و در ارلن هوزن گرديد

شدند و سپس  ، كشتمحيط كشت ml 30حاوي 
شرايط  تحت rpm 100بر روي شيكر با سرعت 

نگهداري شدند. وزن  C° 2±24تاريكي و دماي 
محيط كشت) هر ليتر ميلي 30ها (گرم در تر ريشه

-هفته متوالي پس از كشت اندازه 4طي و هفته 

 گيري و يادداشت برداري شد.
 

 هاداده آماري آناليز
آزمايشات مربوط به تاثير مدت زمان 

 در هر ريزنمونه به طور(تلقيح و سن ريزنمونه 
ريشه مويين در قالب  القاءبر ميزان  )جداگانه

 آزمايش فاكتوريل دو عاملي بر پايه طرح كاملا
آزمايشات مربوط به تاثير نوع محيط  و تصادفي

هاي مويين در قالب طرح كشت بر رشد ريشه
تكرار انجام گرديد. آزمايشات  3تصادفي در  كاملا

محيط كشت تاثير مربوط به انتخاب لاين برتر و 
دوبار تكرار شدند. آناليز آماري ها بر رشد لاين

انجام گرفت. قبل  SAS 9.1افزار ها توسط نرمداده
ها انجام از آناليزهاي آماري، آزمون نرماليتي داده

هاي القاء شده هاي تعداد ريشهگرديد و براي داده
ها تبديل جذري انجام شد. مقايسه ميانگين داده

 دار فيشرقل تفاوت معنيبا استفاده از آزمون حدا

)FLSDP6F

1
P (محاسبه گرديد و نمودارها توسط نرم-

 ترسيم شدند. Excelافزار 
 

 و بحث نتايج

تلقيح، نوع و سن ريزنمونه بر  زمان تاثير مدت

  مويين ريشه القاء
ها بر حسب سن زمان ظهور ريشه

ها متفاوت بوده بدين صورت كه در ريزنمونه
 25تا  10هاي گياهچههاي با سن پايين (ريزنمونه

روز، ولي  9ها پس از گذشت روزه) اولين ريشه
روزه)  72و  50هاي با سن بالا (در ريزنمونه

هفته ظاهر شدند و تا يك ماه  2ها بعد از ريشه
پس از تلقيح، القاء ريشه مويين احتمالي از 

). همچنين در 1ها مشاهده گرديد (شكل ريزنمونه
با باكتري (شاهد) نيز  هاي بدون تلقيحريزنمونه

بدليل القاء ريشه در  .القاء ريشه مشاهده شد
هاي تلقيح نشده، دقت لازم براي گزينش ريزنمونه

هاي هاي مويين تراريخته از ريشهريشه
غيرتراريخته انجام شد كه بدين منظور، قبل از 

ها بر مبناي سرعت ، گزينش ريشهPCRآناليز 
ها انجام يشهرشد بالا و همچنين محل ظهور ر

ها از ريشه، هاي تلقيح شدهگرفت. در ريزنمونه
هاي غيرمتعارف مانند اطراف گره كوتيلدوني مكان

)، از وسط و نزديك به انتهاي A، 1(شكل 
)، زير Fو  E، 1هيپوكوتيل گياهچه بذري (شكل 

، 1هاي حقيقي (شكل برگ و كوتيلدون گياهچه
G  وHهاي تلقيح شدند، ولي در ريزنمونه ء) القا

هاي نابجا عمدتا از انتهاي هيپوكوتيل نشده ريشه

                                                
1 Fisher’s least significant difference 
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ها، احتمالا به دليل بقاياي مريستم ريشه گياهچه
). لذا I، 1در اثر برش نادرست، القا گرديد (شكل 

هاي القا شده از وسط برگ، كوتيلدون و ريشه

هيپوكوتيل كه از رشد سريع و بيشتري هم 
د بررسي قرار مور PCR بوسيلهبرخوردار بودند، 

گرفتند.
 

 
 .Aهاي مختلف گياه گل ميموني بياباني بواسطه هاي مويين احتمالي در ريزنمونهريشه ءالقا -1شكل 

rhizogenes .A ،كوتيلدون :B  وC ،برگ :D ،E  وFپس از حذف  روزه 10-18هاي بذري : گياهچه)

 بدون تلقيح با باكتري (شاهد).  وزهر 10: گياهچه بذري Iروزه،  25هاي : گياهچهHو  Gچه)، ريشه
Figure 1- Agrobacterium rhizogenes-mediated hairy root induction from different 
explants of Scropholaria deserti. A: Cotyledon; B and C: Leaf; D, E and F: 10-18 day-old 
seedlings (after cutting off radicle); G and H: 25-day old seedlings; I: 10-day-old non-
transformed seedling (control).  

 
نتايج حاصل از تجزيه واريانس اختلاف 

 ،ها) بين سن ريزنمونهP > 01/0دار (آماري معني
 تلقيح ريزنمونه با زمان برهمكنشزمان تلقيح و 

 را نشان داد. بر القاءاز نظر تعداد ريشه مويين 

سات ميانگين، در ريزنمونه برگ اساس نتايج مقاي

) بيشترين تعداد ريشه مويين A، 2(شكل 
روزه  72هاي تلقيح شده با سن تراريخته در برگ

ريشه در هر ريزنمونه) و كمترين تعداد  22/10(
روزه  18هاي تلقيح شده با سن ريشه در برگ

ريشه در هر ريزنمونه) مشاهده گرديد و  92/4(
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اي القا نشد. در ه ريشهروز 10هاي در ريزنمونه
تعداد  يشترين)، بB، 2شكل ( يلدونكوت ريزنمونه

 يحتلق هايكوتيلدوندر  تراريخته يينمو يشهر
و ريشه در هر ريزنمونه)  16/7(روزه  18شده 
 روز 10با سن  ريزنمونهدر  يشهتعداد ر ينكمتر

و  يدمشاهده گردريشه در هر ريزنمونه)  03/4(
 القا نشد. اييشهروزه ر 72و  50 هاييزنمونهدر ر

)، C، 2اي (شكل هاي گياهچهدر ريزنمونه
هاي بيشترين تعداد ريشه مويين در ريزنمونه

ريشه در  33/16روزه ( 18تلقيح شده داراي سن 
-هر ريزنمونه) و كمترين تعداد ريشه در ريزنمونه

ريشه در هر ريزنمونه) مشاهده  8روزه ( 25هاي 
اي روزه ريشه 72و  50هاي شد و در ريزنمونه

القا نگرديد. به طور كلي با مقايسه نوع ريزنمونه، 
بيشترين تعداد ريشه مويين تراريخته در 

) هروز 18اي با سن پايين (هاي گياهچهريزنمونه
) و از نظر سن C، 2مشاهده گرديد (شكل 

هاي برگي، ريزنمونه، با افزايش سن ريزنمونه
ن داد ولي در افزايش نشا القاءتعداد ريشه 

اي و كوتيلدوني اين روند ريزنمونه گياهچه
گياهچه هاي برعكس بود. اگرچه در ريزنمونه

هاي نابجا القا هم ريشه تلقيح نشدهچه بدون ريشه
هايي بسيار شدند با اينحال فراواني چنين ريشه

هاي تلقيح هاي القا شده از ريزنمونهكمتر از ريشه
انگر فراواني بالاي ) كه بيD، 2شده بود (شكل 

هاي تلقيح شده ريشه مويين تراريخته در ريزنمونه

خود بخودي ريشه نابجا در  القاءدر مقابل 
 هاي تلقيح نشده است. ريزنمونه

نوع و سن ريزنمونه گياهي تاثير بسيار 
مهمي بر توانايي توليد ريشه مويين دارد، زيرا سن 

هاي سلول گياهي تعيين كننده ويژگي
 ,.Kabirnetaj et al(وژيكي آن است فيزيول

هاي . در تحقيق حاضر زمان القاء ريشه)2012
ها متفاوت بود، در مويين بسته به سن ريزنمونه

روزه در كوتاهترين  18تا  10هاي با سن ريزنمونه
ها ظاهر شدند ولي در روز) ريشه 9زمان (پس از 

هاي مويين روزه ريشه 72و  50هاي ريزنمونه
هفته ماه بعد از تلقيح)  4الي  2ديرتر ( احتمالي

القا شدند. هر چه تعداد روزهاي لازم جهت 
-هاي مويين كمتر باشد از نظر صرفهظهور ريشه

 Cao et(باشد جويي در وقت بسيار مطلوب مي

al., 2009; Weber et al., 2011( . پاسخ وابسته
ريشه مويين در  القاءبه ريزنمونه از نظر زمان 

ارويي ديگر نيز گزارش شده است، به گياهان د
هاي برگي درمنه خزري عنوان مثال در ريزنمونه

Soleimani et al., 2012) خرفه ،()Pirian & 

Piri, 2012(  وColeus forskohlii Briq 
)Reddy et al., 2012 روز 10تا  7) به ترتيب ،

-هفته پس از تلقيح و در ريزنمونه 1-4روز و  10

روز پس از تلقيح  8اسني، هاي كوتيلدوني ك
 Kabirnetajهاي مويين ظاهر شدند (اولين ريشه

et al., 2012.( 
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: B، يبرگ يزنمونه: رA. يختهترار يينمو هاي¬يشهالقاء ر يزانبر م يزنمونهنوع و سن ر يرتاث -2شكل 

 يينمو ايهيشهتعداد ر يانگين: مD. يشچهبدون ر ايياهچهگ يزنمونه: رC يلدوني،كوت يزنمونهر

) حاصل يختهترايرغ هاييشهنابجا (ر يينمو هاييشهبا ر يسه) در مقاهايزنمونهتمام ر يانگين(م يختهترار

 يهر ستون نشان دهنده اختلاف آمار يدر بالا يريكسان. حروف غيافتهن يحتلق هاييزنمونهاز ر

 است. FLSD) بر اساس آزمون P > 01/0( دار¬يمعن
Figure 2- The effects of type of explant and age on induction of transgenic hairy roots. 
A: Leaf explant; B: Cotyledon explant; C: Seedling explant without radicle; D: Mean 
number of transgenic hairy root versus adventitious hairy root (non-transgenic roots) 
raised from nontransformed explants. Bars followed by the different letters are 
significantly different (P < 0.01) according to FLSD test. 

 
 ريشه مويين القاءتاثير مدت زمان تلقيح بر 

) A-C، 3نتايج مقايسات ميانگين (شكل 
هاي نشان داد كه در هر سن ريزنمونه بين زمان

اختلاف  القاءتلقيح از نظر تعداد ريشه مويين 
وجود دارد. اگر چه ) P > 01/0(دار آماري معني

ريشه مويين مشاهده  القاءهاي تلقيج در همه زمان
هاي برگ و در ريزنمونه ءبا اينحال ميزان القا ،شد

اي دقيقه 30كوتيلدون در مدت زمان تلقيح 
بود، ولي در ريزنمونه گياهچه  مقدار بيشترين

بيشترين  القاءاي باعث دقيقه 5مدت زمان تلقيح 
تعداد ريشه مويين شد. نتايج اين آزمايش نشان 
داد كه مدت زمان تلقيح بهينه براي موفقيت در 
تراريختي كارآمد به نوع و سن ريزنمونه بستگي 

دارد. 
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هاي بر القاء ريشه مويين در ريزنمونه rhizogenes Agrobacteriumتاثير مدت زمان تلقيح با  -3شكل 

 يزنمونه: رB، يبرگ يزنمونه: رAاي. هاي درون شيشهگياهچه، برگ و كوتيلدون جدا شده از گياهچه

هر ستون نشان  يدر بالا يريكسان. حروف غچه حذف شده)اي (ريشهياهچهگ يزنمونه: رC يلدوني،كوت

 است. FLSD) بر اساس آزمون P > 05/0يا  P > 01/0( داريمعن يدهنده اختلاف آمار
Figure 3- Effect of Agrobacterium rhizogenes inoculation time on hairy root induction in 
different explants isolated from in vitro-raised seedlings. A: Leaf explant; B: Cotyledon 
explant; C: Seedling explant without radicle; D: Bars followed by the different letters 
are significantly different (P < 0.01 or P < 0.05) according to FLSD test. 
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 مويين هاييشهروضعيت تراريختي  تاييد

P7Fاگر چه رشد پلاژيوتروپيك

1
P گرا، (ورين

سريع با سوگرائي به صورت انشعابات افقي) 
توليد انشعابات فراوان در محيط كشت فاقد 

ها بود، معرف مويين بودن ريشه ،كننده رشدتنظيم
حال ماهيت تراريختي آنها بوسيله با اينولي 
PCR  .مورد بررسي قرار گرفتPCR  براي
تراريخته احتمالي حضور نوار مورد هاي ريشه

-مربوط به تكثير همزمان بخش bp 1105انتظار 

را نشان داد كه با  rolBو  rolAهاي هايي از ژن
نوار حاصل از شاهد مثبت (باكتري مورد استفاده 

 هايدر تلقيح) هم اندازه بود، در مقابل براي ريشه
حاصل از ريزنمونه تلقيح نيافته (شاهد منفي) 

). با توجه به 4ي در تكثير نگرديد (شكل نوار
هاي مختلف در هاي مويين در واكشتريشه اينكه

محيط كشت جامد و همچنين در محيط كشت 
بيوتيك سفوتاكسيم فاقد هر گونه مايع بدون آنتي

آلودگي آگروباكتريوم بودند، لذا احتمال حضور 
باكتري در فضاهاي بين سلولي تقريبا صفر بود و 

 DNAهاي براي نمونه PCRير شده در نوار تكث
-نشان دهنده تلفيق ژن ،هاي مويين احتماليريشه

در ژنوم آنها است و بدين ترتيب  rolهاي 
 تاييد شد.  PCRها بوسيله تراريخته بودن ريشه

 

هاي توده تر در لاينبررسي ميزان تجمع زيست

 ريشه مويين مختلف
-هاي مويين از ريزنمونهاز آنجا كه ريشه

                                                
1 Plagiotropic growth 

هاي مختلف يك هاي مختلف و يا از بخش
توان هر شده بودند، بنابراين مي ءريزنمونه القا

ريشه مويين را يك لاين يا رخداد تراريخته 
مستقل در نظر گرفت. لذا براي بررسي فنوتيپ 

لاين تراريخته  5هاي ريشه مويين، رشدي لاين
مستقل از هم انتخاب شدند. بر اساس نتايج 

ها نشان داده ه واريانس (دادهحاصل از تجزي
هاي مختلف از نظر توليد نشدند)، بين لاين

) P > 01/0دار (زيست توده اختلاف آماري معني
هاي ريشه مويين، وجود داشت. در بين لاين

 Hهاي بيشترين و كمترين وزن تر متعلق به لاين
 mlدر هر  gr 86/15و  gr 17/16(به ترتيب  Vو 
 ml 30در هر  gr 27/9( A محيط كشت) و 30

محيط كشت) در انتهاي هفته سوم بود، در حاليكه 
هفته كمترين  3ريشه غيرتراريخته (شاهد) پس از 

 mlدر هر  gr 97/5رشد و تجمع زيست توده (
). بالا بودن 5محيط كشت) را نشان داد (شكل  30

-برابر) زيست توده توليد شده در ريشه 3(تقريبا 

هاي تلقيح شده نسبت به هاي حاصل از ريزنمونه
كننده رشد ريشه شاهد در يك محيط فاقد تنظيم

ها از تأييدي دوباره بر مويين بودن اين ريشه
 ). 6لحاظ سريع الرشد بودن آنها است (شكل 
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-rolAهاي هاي مويين تراريخته گل ميموني بياباني با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژنريشه PCRالگوي  -4شكل 

B .:M 1Kb DNA Ladder (Fermentas)هاي مختلف هاي ريشه مويين حاصل از ريزنمونه: لاين1-6هاي ، چاهك

CPتراريخته، چاهك 

+
P :A. rhizogenes  سويهA13  به عنوان شاهد مثبت، چاهكCP

‒
P ريشه نابجاي حاصل از ريزنمونه :

 به عنوان شاهد منفي دوم. DNAبدون  PCR: واكنش 7غيرتراريخته به عنوان شاهد منفي اول، چاهك 
Figure 4- PCR pattern of hairy roots of Scrophularia deserti using the rolA-B genes specific primers. M: 1 
Kb DNA Ladder (Fermantas); Lane CP

+
P: A. rhizogenes strain A13 as positive control; Lane CP

¯
P: 

Adventitious root raised form non-transformed explant as first negative control; Lanes 1-6: Transgenic 
hairy root lines raised from different transformed explants; Lane 7: Non-DNA template PCR reaction as 
second negative control. 

 
) A, G, H, M, Vهاي مويين (هاي مختلف ريشهنمقايسه ميزان رشد بر اساس تجمع زيست توده تر در لاي -5شكل 

: ريشه Controlاي. مايع بدون تنظيم كننده رشد در يك دوره كشت سه هفته MSكشت شده در محيط كشت پايه 

 حاصل از ريزنمونه تلقيح نشده.
Figure 5- Comparison of growth rate on a fresh biomass accumulation basis in hairy root lines (A, G, H, 
M and V) cultured on liquid growth regulator-free MS basal medium over a 3-week growth period. 
Control: root raised from the non-transformed explant. 
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ست هاي مويين تراريخته در محيط كشت مايع بدون تنظيم كننده رشد و توليد زياستقرار ريشه -6شكل 

 10جامد بدون تنظيم كننده رشد به ترتيب پس از  MS: رشد ريشه مويين در محيط كشت Bو  Aتوده. 

دهي، روز كشت و ايجاد وضعيت توري مانند به دليل رشد پلاژيوتروپيك و درجه بالاي انشعاب 21و 

C  وDهاي مويين در محيط كشت : رشد نمايي ريشهMS تيب پس از مايع بدون تنظيم كننده رشد به تر

: رشد بسيار كم ريشه نابجا القا شده از ريزنمونه تلقيح نيافته در محيط كشت Eروز كشت.  28و  14

: رشد كم با انشعاب بسيار كم و تشكيل ساختار شبه كالوس در ريشه Fجامد بدون تنظيم كننده رشد، 

 روز كشت. 28مايع بدون تنظيم كننده رشد پس از  MSنابجاي غيرتراريخته در محيط كشت 
Figure 5- Establishment of hairy roots in growth regulator-free liquid medium and 
biomass production. A and B: Growth of hairy root on solid growth regulator-free MS 
medium after 10 and 21 days of culture, respectively and making a mesh-like structure 
due to its plagiotropic growth and high degree lateral of branching. C and D: 
Exponential growth of transgenic hairy roots in liquid growth regulator-free MS 
medium after 14 and 28 days of culture, respectively; E: Lowest growth rate in 
adventitious root, raised from non-transformed explant cultured on solid growth 
regulator-free MS medium; F: low growth with lower branching of the non-transformed 
root and formation of callus-like structure on liquid growth regulator-free MS medium 
after 28 days of culture. 
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هاي مورد بررسي در مطالعه حاضر، لاين
داري توده تنوع معنياز نظر رشد و تجمع زيست

نشان دادند. تنوع در مورفولوژي و فنوتيپ رشدي 
هاي هاي مويين ممكن است به دليل بيان ژنريشه

T-DNA هاي مويين، تعداد در داخل ريشه
شوند و كه منتقل مي T-DNAهاي متفاوت كپي

 Cho(در ژنوم ميزبان باشد  T-DNAات ادغام اثر
et al., 1998( . علاوه بر عوامل فوق الذكر، چنين

نيز نسبت داده  rolهاي تنوعي به ميزان بيان ژن
ها، سطوح تنظيم شود، چرا كه بيان اين ژنمي

هاي اكسيني و سيتوكينيني دروني و يا ميزان كننده
ا هاي گياهي به سطوح آنها رحساسيت سلول

و  Mano (Shen et al., 1988).دهد تغيير مي
اي در ) نيز تنوع قابل ملاحظه1989همكارن (

هاي ثانويه و بازدهي سرعت رشد، تجمع متابوليت
 Duboisiaلاين ريشه مويين گياه  45

leichhardtii  .گزارش نمودندSoleimani  و
هاي ريشه ) در مقايسه لاين2012همكاران (

خزري، آنها را از نظر ويژگي مويين گياه درمنه 
هايي با انشعابات فراوان، سرعت رشدي به گروه

هاي توليد زا و لاينرشد خوب و غير كالوس
بندي كننده كالوس با سرعت رشد متفاوت تقسيم

 . )Soleimani et al., 2012( كردند
 

-زيست روي بر مختلف هايكشت محيط تأثير

 مويين هايريشه تر توده
از نظر ميزان رشد در بين  Hو  Gدو لاين 

هاي مختلف متمايز بودند. لذا اين دو لاين لاين

-در محيط كشت MSعلاوه بر محيط كشت پايه 

هفته مورد مقايسه قرار  4هاي مختلف طي 
گرفتند. نتايج تجزيه واريانس نشان داد كه نوع 

 01/0داري (تاثير معني تلقيح محيط كشت و زمان
< Pهاي مويين ده تر ريشهتو) بر تجمع زيست

ها نشان داده نشدند). نتايج مقايسه دارد (داده
-ها نشان داد كه بيشترين وزن تر در لاينميانگين

به  gr 33/16و  gr 12(به ترتيب  Hو  Gهاي 
محيط كشت) در محيط كشت  ml 30ازاي هر 

MS ) و كمترين زيست تودهgr 14/2  براي لاين
G  وgr 80/2  براي لاينHاستفاده از محيط  ) با

PGRoBكشت  R  در انتهاي هفته چهارم مشاهده
هاي كشت بر ). محيطBو  A، 7گرديد (شكل 

ها توده در لايناساس ميزان رشد و توليد زيست
MS < B5 < ½ MS < PGRoBبه صورت  R  رتبه

رسد تغيير مقادير مواد بندي شدند. به نظر مي
 اي بر رشدمغذي محيط كشت، تأثير قابل ملاحظه

هاي مويين دارد و غلظت و نوع مواد ريشه
تشكيل دهنده محيط كشت در ميزان رشد يك 
 ،لاين ريشه مويين تاثير به سزايي دارد. بنابراين

بهينه سازي محيط كشت به منظور رشد مطلوب 
هاي ها در كشت ريشهو افزايش تجمع متابوليت

 Condori(مويين است بسيار حائز اهميت است 

et al., 2010; Shinde et al., 2010( در اين .
نوع محيط كشت  4در  Hو  Gدو لاين  ،تحقيق

 MSمختلف مورد بررسي قرار گرفت كه محيط 
-ترين محيط كشت براي افزايش زيستمناسب

هاي ريشه مويين بود. تحقيقات توده در لاين
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گذشته حاكي از تأثير بسيار مهم نسبت كربن به 
هاي وليد متابوليتدر گياهان و ت (C/N)نيتروژن 

 .(Wink, 1999)ثانويه به ويژه آلكالوييدها است 
نوع قند موجود در محيط كشت و نسبت آن در 

اي بر مقايسه با تركيبات نيتروژنه، اثر تعيين كننده
در كشت ئيد ها به ويژه تاكسوميزان آلكالوييد

. (Hirasuna et al., 1996)سلولي سرخدار داشت 
ين كننده تركيبات نيتروژنه به طور كلي نقش تعي

ها به حضور نيتروژن به عنوان در افزايش متابوليت
مولكول اصلي در تركيب اسيدهاي آمينه و بعضي 

شود هاي حاصل از آنها نسبت داده مياز متابوليت
)Facchini et al., 2001 در تحقيق حاضر هم .(

-وجود ارتباط مستقيم ميان مقدار تجمع زيست

ت نيتروژنه محيط كشت مشهود توده و تركيبا
هاي استفاده شده، است و در بين محيط كشت

داراي بيشترين ميزان  B5و  MSهاي محيط كشت
 )مولارميلي 8/26و  5/32به ترتيب (نيتروژن 

-ها بر ميزان زيستهستند و تأثير قابل توجه آن

ها مويد اين موضوع است. مشابه با توده ريشه
مقايسه اثر طي زمايشي نتايج تحقيق حاضر، در آ

بر ميزان  LSو  MS ،B5سه نوع محيط كشت 
كاسني، محيط  در گياهئين هاي مورشد ريشه

ترين محيط كشت به عنوان مناسب MSكشت 
. در )Kabirnetaj et al., 2012(معرفي گرديد 

 4از  Scrophularia buergeriana Miquelگياه 
 ,MS, 1/2 MS(نوع محيط كشت مورد بررسي 

SH, 1/2 SH( محيط ،½ MS ترين محيط مناسب
 Park(هاي مويين گزارش شد براي كشت ريشه

et al, 2010( مطالعات انجام شده در كشت ريشه .

نشان داد كه از  Glycrrhiza glabraمويين گياه 
، B5و  MS, NB, WPتيمار محيطي  4ميان 

بيشترين تاثير را بر سرعت رشد  NBمحيط كشت 
خشك آن داشته است و در نتيجه وزن 

(Mehrotra et al., 2008) اين تفاوت در نتايج .
توان به تفاوت در نوع ژنوتيپ گياهي و را مي

تفاوت در نيازهاي فيزيولوژيكي و رشدي گياه و 
همچنين نوع سويه باكتري مورد استفاده نسبت 

تحقيق حاضر براي  ).Shakti et al., 2008(داد 
مويين در گياه گل  بهينه ريشه القاءاولين بار 

ميموني بياباني را گزارش نمود. بر اساس نتايج 
و  بسته به سن يينمو يشهر القاءحاصل، ميزان 

متفاوت بود.  يحزمان تلقمدت و  يزنمونهر نوع
هاي يزنمونهدر ربيشترين ميزان ريشه مويين 

 5و مدت زمان تلقيح روزه  18با سن  ايگياهچه
 ترايخته هايينلا اي حاصل شد. در بيندقيقه

 ينبهتربه عنوان  G و H يندو لا يين،مو يشهر
توده در محيط از نظر ميران تجمع زيست هاينلا

در مطالعات بعدي اين  انتخاب شدند. MSكشت 
هاي توانند براي بررسي توليد متابوليتها ميلاين

-زيستهاي ثانويه مهم اين گياه از طريق روش

P8Fعوامل محرك مانند استفاده ازفناورانه 

1
P يا  و

  هاي ژنتيكي مورد استفاده قرار گيرند.دستكاري
 

 

                                                
1 Elicitors 
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 Hو  Gهاي ريشه مويين تراريخته هاي كشت مختلف بر تجمع زيست توده تر لايناثر محيط -7شكل 

. Aاي. هفته 4ميلي ليتر محيط كشت مايع بدون تنظيم كننده رشد در يك دوره كشت  30كشت شده در 
-ليتر هر هفته طي يك دورهميلي 30. ميزان تجمع زيست توده به صورت وزن تر در هر Hين : لاG ،Bلاين 

 گيري شد.اي اندازههفته 4اي 
Figure 7- Effect of different culture media (B5, PGRoB R, ½ MS and MS) on accumulation 
of fresh biomass in transgenic hairy root lines G and H cultured on 30 ml liquid growth 
regulator-free medium over a 4-week growth period. Control: root raised from the non-
transformed explant.  A: Line A; B: Line H. Biomass accumulation was measured as 
free weight per 30 ml culture medium. 
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Optimization of induction and culture conditions of transgenic hairy roots in the 
medicinal plant Scrophularia deserti 
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Abstract 

Scrophularia deserti is an important medicinal plant belonging to the Scrophulariaceae 
family. Research has demonstrated that extracts of the plant have antidiabetic and anticancer 
effects. This species is a valuable source of biologically active compounds, specially iridoid 
glycosides and flavonoids. Hairy root system can be used for the in vitro production of 
pharmaceutically valuable compounds. In this research, transgenic hairy root induction was 
established through the mediation of the A13 strain of Agrobacterium rhizogenes. The effects 
of various explants (seedling without radicle, cotyledon and leaf) prepared from in vitro 
grown plants at different ages (10, 18, 25, 50 and 72-day old) and three different inoculation 
times (5, 15 and 30 min) on the efficiency of hairy root induction were investigated. The 
maximum hairy roots (22.33 roots per explant) induced from 18-day-old seedlings explants 
inoculated with bacterial suspension for 5 min. The transgenic status of hairy roots was 
confirmed by PCR using rolA and rolB genes-specific primers. Four different culture media 
(MS, half strength MS, B5 and PGRoB R) were used to determine the best suitable media 
composition for the optimum cell growth of two hairy root lines (G and H). The results 
revealed that MS medium was superior for growth and high biomass production of hairy roots 
. Hairy root line H showed maximum biomass production (16.33 mg/30 ml culture medium, 
in terms of fresh weight) after 4 weeks of culture. Hairy root lines developed in this study can 
be used to investigate the production of pharmaceutically important metabolites of S. deserti. 
Keywords: Scrophularia deserti, transgenic hairy root, explant, culture medium. 
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