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Abstract 

Objective 

In this study for the first time, different strains of Agrobacterium rhizogenes, co-

cultivation times, and concentrations of acetosyringon in leaf explants of Echium 

khuzistanicum were examined to produce hairy roots. 
Materials and methods 

The leaves of 21-day-old plant, different concentrations of acetosyringone (0,100,200 

µM) and 3 strains of Agrobacterium (A4, ATCC15834 and 11325) were used for hairy 

root induction. In each explant, surficial wounds were created by a syringe contaminated 

with the bacterium and put for 10 minutes in bacterial suspension. After infection, the 

explants were transferred in the ½ MS solid medium supplemented with ascorbic acid 

(100 mg/L) to a light free growth chamber with 25 ° C temperature for 48 or 72 hours. 

PCR technique was used to confirm transformation by gene amplification with the rolB 

primers. HPLC analysis was conducted on a high performance liquid chromatography 

system for shikonin measurement. 
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Results 

The results of this study showed that, the first hairy roots emerged from wounded places 

after 14-21 days. The presence of A. rhizogenes T-DNA in the hairy root genome was 

confirmed by PCR using specific primers for rolB gene. Strain ATCC15834 had the 

highest rate of hairy root induction at 100 and 200 µM concentrations of acetosyringone 

indicating that the phenolic compound, acetosyringone, was effective in increasing hairy 

root induction. Generally, High concentrations of acetosyringone and more co-cultivation 

time together resulted in a significant increase in the hairy root induction in three strains 

of Agrobacterium rhizogenesis. Line 1 of hairy root produced 254.4±0.56 µg/g FW of 

shikonin. 

 

Conclusions 

For the first time the results of this research showed that transformation and hairy root 

induction in E.khuzistanicum is possible by Agrobacterium rhizogenes and it can be used 

in the gene transfer and hairy root culture in order to shikonin production. 
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در گياه دارويي  Agrobacterium rhizogenesهاي مويين به كمك لقاي ريشها

  )Echium khuzistanicumگاوزبان خوزستاني (گل
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  چكيده

هــاي مختلــف كشــتي و غلظتهاي مختلــف بــاكتري، زمــان هم: در پــژوهش حاضــر بــراي اولــين بــار تــاثير ســويههدف

 گاوزبان خوزستاني بررسي شد.در گياه گلهاي مويين شهبراي توليد ري استوسرينگون

 ) و ســه ســويه بــاكتري µM 200و 100، 0(ينگون استوســر روزه و ســه غلظــت مختلــف ٢١هــاي گيــاه برگ: روش

ه مــويين يشــبــراي القــا رساعت  ٧٢و  ٤٨كشتي در دو زمان هم )11325و  A4، ATCC15834( اگروباكتريوم رايزوژنز

كشــت  يطمحــبه  هانهنمويزري سطحي با سرنگ آغشته به باكتري ايجاد شد. سپس هازخمنمونه، هر ريز استفاده شدند. در

1/2 MS ي دارنگــهرشــد  ســاعت در اتــاق ٧٢يــا  ٤٨گرم بر ليتر اسيد آسكوربيك منتقل و به مدت يليم ١٠٠حاوي  جامد

اندازه شــد. اســتفاده rolBهاي اختصاصي تكثير ژن هاي مويين با آغازگرريشه اي تاييد تراريختيبر PCRاز تكنيك . شدند

 گيري شيكونين بر مبناي سيستم كروماتوگرافي مايع با توان بالا انجام شد.
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اگروبــاكتريوم  T-DNAروز ظاهر شدند. وجود  ٢١تا  ١٤ي زخمي برگ پس از هامحلهاي مويين از اولين ريشه :هايافته

در  ATCC15834يــد شــد. ســويه تائ rolBاستفاده از آغازگر اختصاصي ژن  و PCRهاي مويين با تكنيك در ژنوم ريشه

دهــد تركيبــات يمن ينگون بيشترين ميزان القاي ريشه مويين را داشت، كه نشااستوسر كرومولاريم ٢٠٠و  ١٠٠ي هاغلظت

و غلظــت  كشــتياســت. بــه طــور كلــي، افــزايش زمــان هم مــؤثرفنلي مثل استوسرينگون در افزايش القاي ريشــه مــويين 

ليــد ميــزان تو ينبيشــتر استوسرينگون با يكديگر منجر به افزايش القاي ريشه مويين توســط هــر ســه ســويه بــاكتري شــد.

 .بود µg/g FW 0.56±254.4و به ميزان با فنول كمتر  ريشه مويينشيكونين در 

اوزبــان ر گيــاه گــل گداي مــويين هــهكه تراريختي و القا ريشــ دهدنتايج اين تحقيق براي اولين بار نشان ميگيري: نتيجه

پــذير بــوده و مــي توانــد در تحقيقــات امكــان Agrobacterium rhizogenesتوسط  E.hhuzistanicumخوزستاني 

 رد.هاي مويين براي توليد متابوليت با ارزش شيكونين مورد استفاده قرار گيانتقال ژن و كشت ريشه

 .متابوليت ثانويه  شيكونين، ان دارويي،گاوزبان خوزستاني، گياه: گلكليدي هايواژه

 

  مقدمه

 گونهاين است.  بوراژيناسهاهي دوساله از خانواده گي ،)Echium khuzistanicum( گاوزبان خوزستانيگل

 Mozaffarian( است شده گياهي انحصاري ايران و نمونه تيپ از خوزستان است كه در جنوب غرب ايران پراكنده

ارچي براي اين گياه گزارش شده قو ضد )Mohammadi et al. 2019(باكتريايي د، ضاكسيدانيآنتياثرات  .)1994

نفتوكوئينون مثل  هايدانهرنگگونه از تيره گاوزبانيان  ١٥٠در ريشه حداقل . )Mohammadi & Piri 2014است (

 Gwon etمان چاقي (در در نقش موثر آن قرمز رنگي است كه دانهرنگشيكونين  ارد.مشتقات آلكانين و شيكونين وجود د

al. 2015; Lee et al. 2011(، ) زخم رودهAndujar et al. 2013(، بيماري) هاي پوستيFan et al. 2015; 

Kontogiannopoulos et al. 2011() انواع سرطان ،Deng et al. 2013; Yang et al. 2014; Zhang et 

al. 2015 () و ايدزChen et al. 2003 (پاجورجيو. پاتأييد شده است )يك  عنوانبهشيكونين و مشتقات آن را ) ١٩٩٩

فيلم، ژل و اسپري  صورتبهو  HELIXDERMعامل بهبود دهنده زخم معرفي كرد. داروي اين تركيب با نام تجاري 

هاي شيميايي براي سنتز شيكونين وجود دارد ولي منبع اصلي اين روش .)Papageorgiou et al. 1999( وجود دارد
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در  شيكونيني بوراژيناسه است. از جمله اين گياهان كه مطالعات مختلفي براي افزايش ميزان گياهان خانوادهتركيب، 

 Alkanna و Lithospermum erythrorhizon ،Arnebia euchromaتوان ها انجام شده است ميآن

tinctoria ) را نام بردKim et al. 2012.( واسطهبهن از طريق تراريختي هاي موييدر چند دهه اخير، كشت ريشه A. 

rhizogenes  مورد توجه قرار گرفته است. ريشه موييناي براي تركيبات فيتوشيميايي العادهفوق زيستيمنبع به عنوان 

 هاي مويين داراي قابليتكشت ريشه .بالايي دارد هاي گياهي و پايداري ژنتيكيسرعت رشد بالا بدون استفاده از هورمون

و در مقايسه با كشت سلول غير تمايز يافته تركيبات  استهاي طبيعي گياه بت به ريشهبالايي نس بوليت ثانويهتوليد متا

دما، محيط كشت، عوامل مختلفي مثل  ).Sevon & Oksman-Caldentey 2002كنند (فعال بيشتري را توليد مي

ميزان تراريختي به كمك اگروباكتريوم  ستوسرينگون،مثل اتركيبات فنلي و  سويه باكتري ،نمونه گياهي، نوع ريزاسيديته

  ).Porter & Hector 1991; Sevón & Oksman-Caldentey 2002( دهندميقرار  تأثيرژنز را تحت رايزو

شود. اين منظور افزايش ميزان تراريختي استفاده ميزا بهصورت برونتركيبي فنلي است كه بهاستوسرينگون  

ها دارد، از همين رو كاربرد اين ماده افزايش نرخ تراريختي را به همراه قا و شيميوتاكسي باكتريتركيب نقش مهمي در ال

 Salviaجمله  از مختلف دارويي گياهان در تراريخته موئين هايريشه ).Kimura & Isobe 2018(خواهد داشت 

miltiorrhiza  ،Cichorium intybus  ،mucronatum ssp Linum )Samadi et al. 2012( ،Atropa 

belladonna )Zarei et al. 2013(  و درجنسScrophularia هايگونه در  striata  وbuergeriana )Park 

et al. 2010( .مناسب ن از طريق انتخاب سويه مويي هايريشهشرايط القاي  سازيبهينهن تحقيق در اي توليد شده است

در  مؤثراولين گام  عنوانبهخوزستاني  گاوزبانگلدر گياه  مختلف استوسرينگون هايغلظتتي و كش، زمان همباكتري

  مويين اين گياه مورد بررسي قرار گرفت. هايريشهكشت 

 

 هامواد و روش

 LBكشت جامــد  يطدر مح) 11325و  A4، ATCC15834(سه سويه باكتري اگروباكتريوم رايزوژنز : باكتري

بــا لــوپ  هــا،يشد. پس از رشد تك كلون يشبانه روز نگهدار يكبه مدت  گراديدرجه سانت ٢٨ يكشت و در انكوباتور با دما

(داروســازي حكــيم، ايــران) گرم بر ليتــر ريفامپســين ميلي ١٠٠با  LB يعكشت ما يطرا در مح هاياز تك كلون يكي يلاستر

قبــل از  شــد. يشبانه روز نگهدار يكبه مدت  يقهدور در دق ١٢٠و  گراديسانت درجه ٢٨ يانكوباتور  با دما كريو در شكشت 

 بــه مــدت ده دقيقــه رســوب داده g× 3000باكتري به كمك سانتريفيوژ با ســرعت  هايسلول، لوده كردن برگ با باكتريآ
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 µMو 100، 0(مختلــف استوســرينگون  هــايظتغلداراي  MS ½، محــيط كشــت شد. پس از دور ريختن محلول رويي

200 ) (Sigma-Aldrich،USA ( و  به رسوب باكتري اضافه شدOD  ١تــا  ٥/٠نــانومتر بــين  ٦٠٠ موجطولمحيط در 

 .)Brijwal & Tamta 2015( تنظيم گرديد

- ســتان خوزســتان جمــعاز منطقه الحايي اطراف اهــواز در ا گل گاوزبان خوزستانيبذر : القا ريشه مويينمواد گياهي و 

) قــرار داده شــدند. V/V( رقيق شده در آب درصد ٢دقيقه در هيپوكلريت سديم  ٥و  )V/V( %٧٠دقيقه در اتانول  ٢بذرها  آوري شد.

 MS ½بــذرها بــه محــيط كشــت  ،سپس سه بار با آب مقطر استريل شستشو شدند. پس از آبگيري به كمك كاغذ صــافي اســتريل

 ٢١هــاي گيــاه برگ .منتقــل شــدند ساعت تــاريكي ٨ساعت نور و  ١٦ نوري دوره و سانتيگراد درجه ٢٥±٢ يرشد با دما جامد و اتاق

 Balasubramanian et( سطحي با سرنگ آغشته بــه بــاكتري ايجــاد شــد هايزخمروزه براي القا استفاده شد. در هر ريز نمونه، 

al. 2011 .( محيط كشتبه  هانمونهريزسپس ½ MS  يــا  ٤٨بر ليتر اسيد آسكوربيك منتقل و به مدت  گرمميلي ١٠٠جامد حاوي

بــر ليتــر  گــرمميلي ٤٠٠جامد داراي  MS ½به محيط كشت  هانمونهپس از هم كشتي، ريز. ندشد دارينگهساعت در اتاق رشد  ٧٢

 هايريشــه ،بــاكتري بــراي اطمينــان از حــذف  ).Thwe et al. 2016( سفاتوكسيم براي حذف باكتري منتقــل شــدند بيوتيكآنتي

بــه  هاريشــه رشــدزماني كــه ). Kumar et al. 2006(مويين در محيط مايع بدون سفاتوكسسيم به مدت يك ماه كشت داده شدند

در  هفتــهبه مدت يــك را ها تا ميزان توليد متابوليت ثانويه شيكونين در آنها افزايش يابد. ريشهمنتقل  9Mمحيط  به حد مطلوب رسيد

   ). .1974Tabata et al( پيدا كنندها رنگي مايل به قرمز ار داده تا ريشهقر  9Mمحيط 

ينان از حذف پس از اطم: )PCR(پليمراز  ايزنجيرههاي مويين با استفاده از واكنش تراريختي ريشه تأييد

. )Cai et al. 1997( شد نجاما )١٩٩٧(روش كاي و همكاران به DNAهاي مويين توليد شده، استخراج باكتري در ريشه

واكنش ك تكني .)Sambrook & Russell 2001(شد  انجام )٢٠٠١راسل (باكتري به روش سمبروك و  از DNAاستخراج 

 تراريختي استفاده تأييدور منظ، بهrolBهاي مويين با آغازگرهاي اختصاصي تكثير ژن بر روي ريشه )PCRايي پليمراز (زنجيره

دقيقه در  ٥دت به م DNAشته هاي ايي كه ابتدا در آن رچرخه ٣٠و با برنامه ايي آمريكا اپندروف  مدلاز دستگاه ترموسيكلر شد. 

 ٦٠دماي ال پرايمر در درجه، يك دقيقه اتص ٩٤ذوب شدند و در هر چرخه يك دقيقه ذوب در دماي  سانتيگراد درجه ٩٤دماي 

ت ساخ rolBصي تكثير ژن آغازگرهاي اختصاتوالي  شد. دهبراي تكثير استفا درجه ٧٢رشته در دماي  درجه و يك دقيقه گسترش

  شركت سينا ژن به صورت زير بود.
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٥´ -TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3´  Reverse primer  

٥´ -ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3' Forward primer  

  

 ري و پاولدچاوو به روش  )Elmasonic, 30H( استخراج شيكونين با دستگاه اولتراسونيك: استخراج شيكونين

 به سپس كلروفرم ه،دمويين به كمك نيتروژن مايع در هاون پودر ش هايريشه. )Chaudhury & Pal 2010( انجام شد) ٢٠١٠(

. از سانتريفيوژ نده قرار داده شددقيق ٣٠ك به مدت ) و در دستگاه اولتراسونيليترميليدر  گرمميلي ١٠٠(پودر شده اضافه  هايريشه

در فريزر  HPLCكونين با گيري ميزان شياندازه محلول رويي تا زمانشد.  استفادهبراي رسوب ذرات بزرگ  g١٢٠٠٠ با سرعت 

  نگهداري شد.

شيكونين  گيرياندازهبراي  )HPLC )Waters, MA, USAاز دستگاه : HPLCشيكونين به كمك  گيرياندازه

د. جداسازي تركيبات شتزريق  Symmetry C-18 ستون كروماتوگرافياز محلول استخراج به درون  ليتروميكر ٢٠استفاده شد. 

ل دوم و حلا )V/V( ٩٥:٥حلال اول شامل آب/ متانول  انجام شد.براي تفكيك بهتر مشتقات شيكونين محلول به كمك دو حلال 

ها از طول براي تجزيه نمونهد. بو ١لال با گذشت زمان مطابق با جدول جريان حتغيير و برنامه  )V/V( ٥٠:٥٠استونيتريل/ متانول 

 ٪٩٨ص (كونين خالشي ستانداردابا مقايسه زمان بازداري و سطح زير منحني نمونه با نمونه شد.  ستفادهنانومتر ا ٢٤٥ يجذبموج 

  بود. ثانيه ٣٥و  يقهدق ١٠براي استاندارد شيكونين  بازداري  زمان. شد سنجيده شيكونين مقدار ،)Sigma-Aldrich خلوص،

  

سيوكالتو سنجيده شد. به گر فولينفاده از واكنشدر اين پژوهش محتواي فنل تام با است: گيري تركيبات فنلياندازه

 ٨/٥و سپس  هاضاف نرمال ١سيوكالتو ليتر از معرف فولينليتر، يك ميليگرم بر ميليميكروليتر از عصاره با غلظت يك ميلي ٢٠٠

اكنش اضافه و به مدت درصد به محلول و ٢٠ليتر سديم كربنات ميلي ٣دقيقه،  ٣ليتر آب مقطر به آن افزوده شد. بعد از ميلي

 Singleton & Rossi( شدگيري نانومتر اندازه ٧٦٠موج ميزان جذب محلول در طولشد. ساعت در دماي اتاق به هم زده ٢

گرم عصاره خشك گياه بر گاليك بر ميليگرم اسيدبه روش فولين سيوكالتو بر حسب ميكرو، گيري شدهمقدار فنل اندازه. )1965

  محاسبه شد. 2R  =0.9877و ضريب تشخيص ) =x0.0012y‐0.0034(نحني استاندارد اساس معادله خط م
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  شيكونين سنجيكميبراي  HPLC هايبرنامه زماني تركيب حلال. ١جدول 

Table 1. The programmed flow elution of HPLC for the quantification of Shikonin 

  شماره

No 

جريان بازگشت (ميلي 

  ليتر/دقيقه)

Flow (ml/min) 

  زمان (دقيقه)

Time (min) 

درصدحلال 

  اول

A 

Solvent% 

درصد حلال 

  دوم

B Solvent 

% 

1 1 - 100 0 

2 1 6 30 70 

3 1 12 5 95 

4 1 18 95 5 

 

 

  روش آماري

 صورتبه يينالقاي ريشه مو يشآزما. هايي كه با باكتري تلقيح نشده بودند به منزلة شاهد در نظر گرفته شدندنمونهريز 

 ٧٢و  ٤٨(كشتي مه، زمان )11325و  A4، ATCC15834(با سه فاكتور سويه باكتري تصادفي طرح كاملاً  در قالبفاكتوريل 

ي ريشه مويين آناليز براي القا SPSS v21 افزارنرمبه كمك گرم) يليم ٢٠٠و  ١٠٠( استوسرينگونهاي مختلف و غلظتساعت) 

با استفاده از  ها نيزگينميان .تصادفي و در سه تكرار انجام شد شيكونين به صورت طرح كاملاًمقايسه ميزان توليد فنل و  .ندشد

   .درصد مقايسه شدند ١اي دانكن در سطح احتمال آزمون چنددامنه

  

 و بحث نتايج

اولين : مختلف باكتري، زمان هم كشتي و غلظت استوسرينگون روي القاي ريشه مويين هايسويهاثر 

از غير تراريخت  هايريشه كهدرحالي )a١-(شكل روز ظاهر شدند  ٢١تا  ١٤پس از  ،زخمي برگ هايمحلاز  ،ويينم هايريشه

روز شروع به رشد كردند. پس از كشت ريشه مويين در محيط مايع بدون سفاتوكسيم، هيچ آلودگي  ٥نمونه و پس از انتهاي ريز
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 كردمويين نسبت به ريشه طبيعي بيشتر بود و انشعابات بيشتري توليد  هايهريشباكتريايي ديده نشد. در محيط مايع سرعت رشد 

  .)C١-(شكل  شيكونين توليد شد دانهرنگ M9. پس از انتقال ريشه مويين به محيط كشت )b١-(شكل 

 

  

هاي مويين در : توسعه انشعابات ريشهbهاي مويين از محل زخمي بافت برگ؛ توسعه ريشه a. ١شكل 

 M9در ريشه مويين پس از انتقال به محيط كشت  : توليد شيكونينCمايع؛ محيط كشت 

Figure 1. a: Development of the hairy root from the wounded site of the leaf b: Branching 

growth of the hairy root on the liquid medium c: Shikonin production in hairy root after 

transferring to M9 medium 
  

هيچ ريشه موييني  ،ساعت و بدون استوسرينگون ٤٨در زمان هم كشتي  4A و ١١٣٢٥ هايبا گروه كنترل، سويهمشابه 

ي و نبود ات جانبزخمي شده برگ بر اساس سرعت رشد و ميزان انشعاب هايمحلريشه مويين از  هايلاينتوليد نكردند. 

ل اثر متقاب) ٢اريانس (جدول وبا توجه به نتايج تجزيه شد.  تأييد PCRريشه مويين به كمك  تراريختيانتخاب شدند.  گراييزمين

در  ATCC15834يه سود كه دار بود. نتايج مقايسه ميانگين نشان داسويه باكتري با غلظت استوسرينگون بسيار معنيدوگانه 

و  ٨٦±١٦/٠ا رتيب برابر بكه به ت ي ريشه مويين را داشتبيشترين ميزان القا استوسرينگون مولارميكرو ٢٠٠و  ١٠٠ هايغلظت

و  ATCC15834يه زايي سوقدرت بيماريدر افزايش  ،فنلي استوسرينگون بتركي دهدميكه نشان باشد درصد مي ٠±٠٨/٩٦

 بوددرصد  ٦٠±١٧/٠بر با و براكم  ATCC15834براي سويه القا ريشه مويين در نبود اين تركيب  است. مؤثرالقاي ريشه مويين 

  ).٢شكل (د تاثير دارنالقاي ريشه مويين  در ميزانبا هم و نوع سويه باكتري غلظت استوسرينگون  .)٢(شكل 
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بر القاي ريشه كشتي و غلظت استوسرينگون جدول تجزيه واريانس سويه باكتري و زمان هم. ٢جدول 

  مويين 

Table 2. ANOVA analysis of different strains of agrobacterium and co-cultivation times 

and concentrations of acetosyringone on hairy root induction  

  ميانگين مربعات

(MS) 

  درجه آزادي

(df ) 

   منابع تغييرات

 (Source of Variation) 
  )Bacterium( سويه باكتري 3 2.202**

  )Co-cultivation time( كشتيزمان هم 1 0.29**
**0.48 

 

2 

 

  )Acetosyrongone( غلظت استوسرينگون

 اثر متقابل سويه باكتري و غلظت استوسرينگون 6 0.66**

Acetosyrongone * Bacterium  
  نكشتي و غلظت استوسرينگواثر متقابل زمان هم 2 0.002

Acetosyrongone *Co-cultivation time  
  كشتياثر متقابل سويه باكتري و زمان هم  0.046

Bacterium *Co-cultivation time  
و  اثر متقابل سويه باكتري و غلظت استوسرينگون 6 0.013

  كشتيزمان هم

Bacterium*Acetosyrongone*Co-

cultivation time  
  )Errorخطا( 48 0.012

  )Totalكل ( 71 -

  دار در سطح يك درصد** معني
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 هاي مويينبر القا ريشهي مختلف باكتري هاو سويههاي مختلف استوسرينگون . اثر غلظت٢شكل 

Figure 2. Effect of acetosyringone concentrations and different strains of agrobacterium 

on hairy root induction 

 

 ٧٥٠ با طول هاييقطعه PCRدر آزمون  ،رفتميكه انتظار  طورهمان: PCRمويين با  هايريشهتراريختي  تأييد

  ).٣ت مطابقت داشت (شكل با نمونه كنترل مثب كهتكثير شد  ريختترا هايلاينبود در  rolBاز كه مطابق با اندازه ژن جفت ب

صورت طرح كاملا  بههاي غير تراريخت ريشه مويين با ريشه ريختلاين ترا ٣توليد شيكونين در : توليد شيكونين

يين تنها پس ريشه مور ونين دشيكيد شيكونين را نداشتند و همچنين توليد هاي غير تراريخت قابليت تولمقايسه شد. ريشهتصادفي 

 µg/ g FW 0.56±254.4بيشترين ميزان شيكونين را كه معادل  ريشه مويين ١آغاز شد. لاين  M9از انتقال به محيط كشت 

رين ميزان توليد بيشت µg/ g FW 0.42±23.60و  0.22±134.07به ترتيب با  ٣و  ٢ هايبود توليد كرد و پس از آن لاين

هاي نين در ريشهبراي محتواي شيكو HPLCهاي حاصل از كروماتوگرافي طيف ٤شكل  شيكونين را به خود اختصاص دادند.

  دهد.مويين و استاندارد شيكونين را نشان مي
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 ١٠٠٠٠ دازه: نشانگر مولكولي با ان١. چاهك rolBحاصل از تكثير ژن  آگارز الكتروفورز صوير ژل. ت٣شكل 

هاي ترانسژنيك؛ استخراج شده از ريشه مويين نمونه DNA: ٨تا  ٣: كنترل منفي؛ چاهك ٢جفت باز؛ چاهك 

  استخراج شده از ريشه DNA: ١٠استخراج شده از باكتري؛ چاهك  DNA: ٩چاهك 

Figure 3. Agarose gel electrophoresis analysis of rolB gene. Lane 1: 10000 bp ladder, Lane 

2: Negative control , Lane 3- 8: Hairy root DNA, Lane 9: Bacterial DNA, Lane 10: Root 

DNA 
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  ن: استاندارد شيكونيbريشه مويين؛  ١: لاين aبراي محتواي شيكونين.  HPLCكروماتوگرافي  .٤شكل 

Figure 4. HPLC chromatogram of shikonin in the line 1 of the hairy root (a) and the 

standard shikonin (b) 

 

اب و در غي شوندميرنگ مويين مقدار بالايي از فنل توليد كرده و سياه هايريشهنتايج نشان داد كه : محتواي فنل

 كروگرممي ٣٣/٢٣٠±٩/٧رابر با و بريشه مويين  ٣. بيشترين ميزان توليد اين ماده مربوط به لاين روندمياز بين  آسكوربيك اسيد

و  ٧٩/١١٧±٦/٥رابر با ريشه مويين به ترتيب ب ٢و  ١. ميزان فنل در لاين باشدمي گرم عصاره استخراجيگاليك اسيد/ميلي

  بود. گرم عصاره استخراجيگاليك اسيد/ميليميكروگرم  ١/١٢٥±٥٥

 زاييبيماريو خاصيت يه سونوع  هاآن ترينمهمعوامل مختلفي در افزايش القا ريشه مويين دخيل هستند كه يكي از 

ارتباطي با اين موضوع و  رودميبه شمار  هاباكتري زاييبيماري قدرتاختلاف  منشأ، هاباكتريتفاوت در پلاسميد  است. يباكتر

 باكتري هايسويه زاييميزان بيماري. ) et al.Young 2015وضعيت تاكسنوميكي بين ميزبان گياهي و سويه باكتريايي ندارد (

hizogenesA. r  هايسويهبراي  زاييقدرت بيماريكه  طوريبهپيشين با نتايج مطالعه ما تطابق دارد،  هايپژوهشبرخي از در 

TR2655>  1855>  4> A 15834>  105=HRI > TR 599= K 47K <101  <8196  <232  <باكتريايي: 

11325 > 43057 >TR7 > TR107 = 13332 = 13333 در قابليت تراريختي  داريمعنيت . تفاوگزارش شده است

اين  اما مورد استفاده قرار گرفته است مختلف هايآزمايشدر  ATCC11325 سويه. وجود داردمختلف باكتريايي  هايسويه

را  زاييبيماريبيشترين ميزان  15834ATCCو  4A هايسويهمتوسطي دارد. اين در حالي است كه  زاييتوانايي بيماريباكتري 
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در  تفاوت . با مقايسه پلاسميدهاي سه سويه باكتري استفاده شده در مطالعه حاضر،) 1991Hector  &Porter( اندادهدنشان 

اطلاعات كافي براي اثبات اين موضوع در  متأسفانهمنتسب نمود، اما  هاآنبه تفاوت در ژنوم  توانميرا  اين سه زاييبيماري

در ژنوم  ،باكتريحمله ي كه در هنگام هايژنكه  دهدميمطالعات پيشين نشان بررسي  راستا، در همينداده، وجود ندارد.  هايپايگاه

  ).2002Caldentey -Sevón & Oksman(پلاسميدها بر عهده دارند  زاييبيمارينقش مهمي در نيز ، شوندنميگياه درج 

 ي در مرحله هم كشتي رخي به ژنوم گياهو درج محتواي ژنتيكي خارج T-DNAبا توجه به اينكه اتصال باكتري، انتقال 

ي هم اكافي بران. زمان رودميي توسط رايزوژنز به شمار عوامل در تراريخت ترينمهمزمان هم كشتي يكي از  رواين، از دهدمي

 سازدميه مواج كشتي، انتقال ماده ژنتيكي به گياه و تكميل فرآيند تراريختي، توسط باكتري را با محدوديت جدي

)Balasubramanian et al. 2018 .( ياه گ، اما در دهندميو متعددي درصد تراريختي را دستخوش تغيير قرار  مختلفعوامل

، بيشترين مولارميكرو ٠٢٠و  ١٠٠با غلظت  استوسرينگوناعمال تيمار ، 15834ATCCمورد مطالعه ما استفاده از سويه باكتري 

و نقش تركيب  ATCC15834زايي بالاي سويه ر مطالعات پيشين نيز قدرت بيماريد ميزان درصد تراريختي را به همراه داشت.

  ).Kimura & Isobe 2018( خواني دارداست كه با نتايج اين تحقيق هماستوسرينگون در افزايش ميزان ترايختي گزارش شده

 تأثيرا تحت رثانويه  هايليتمتابو ، سرعت رشد و همچنين توليدتركيبات توليد تركيبات فنلي و اكسيداسيون اين احتمالاً

فنلي از  كاهش تركيبات وجود با اين، باشندميمستقل از هم  كاملاً مسير بيوسنتز تركيبات فنلي و شيكونين  هرچند. دهدميقرار 

از سوي  .دشومي شيكونين منجر به افزايش توليد احتمالاًمويين  هايريشهماني و افزايش زنده هاريشهطريق كاهش سياه شدن 

 گرددميثانويه  هايمتابوليتمنجر به افزايش ميزان  rolBو  rolAاثر ژن  افزاييهم ديگر بررسي منابع نشان داد كه

)2008Bulgakov et al. .(  

شيكونين معرفي  منبع جديد توليد عنوانبه  stanicumihhuzEchium ،در تحقيق حاضر براي اولين بار: گيرينتيجه

ه نتايج اين مطالعه نشان داد ك طور كليبهقرار گرفت.  تأييدمورد  HPLCبه روش  كروماتوگرافينيز با آناليز شد كه صحت آن 

با غلظت  نگون، اعمال تيمار استوسري15834ATCCاستفاده از سويه باكتري با  stanicumkhuzichium Eمويين  هايريشه

انويه شيكونين تابوليت ثت فنلي و مميزان توليد تركيبا. را به همراه داشت ترين ميزان درصد تراريختيش، بيمولارميكرو ٢٠٠و  ١٠٠

و محيط كشت  سازيهبهينشكي، با توجه به اهميت تركيب شيكونين در پز روايناز هاي طبيعي بود بيشتر از ريشهدر ريشه مويين 

 باشد. رمؤثهر چه بيشتر اين محصول  وريبهرهدر  تواندميمويين  هايريشهشرايط رشد 
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