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Abstract 

Objective 

Agrobacterium rhizogenes results in the formation of hairy root phenotype in plants. The 

hairy roots have high growth rate and genetic stability and able to produce plant 

metabolites. In this study, the optimum parameters for induction and growth conditions of 

radish hairy roots has been investigated. 

 

Materials and methods 

The effect of explant type (leaves, stems and cultures), co-culture medium (MS, ½MS, B5 

and ½B5) and A. rhizogenes strains (A4, ATCC15834 and LBA9402) were evaluated based 
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on factorial experiments in a CRD design with three replications. Transformation 

percentage was calculated based on the number of appearing hairy roots and was 

considered as an index for determining the optimum conditions. Transgenic nature of hairy 

roots was confirmed by PCR and specific primers for rolB and virD genes. The dry and 

fresh biomass and the amount of phenolic and flavonoid compounds of hairy roots were 

measured. 

 

Results 

ATCC15834 had the highest ability to induce hairy roots in radish under different 

conditions. The ½B5 medium was the most suitable co-culture medium and the cotyledon 

explant was the best plant material for induction of radish hair roots. The growth rate among 

hairy root clones was significantly different based on dry and fresh biomass and the highest 

amount of phenolic and flavonoid compounds in hairy root cultures was 2.9 and 3.6 times 

more than normal plant, respectively. 
 

Conclusions 

The optimum conditions for induction of hairy roots must be determined in each plant and 

the hairy root cultures of radish have a high capability to produce secondary metabolites. 
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) و بررسی .Raphanus sativus Lموئین در تربچه (القاي ریشه شرایط سازيبهینه

  هاي ریشه موئینهاي ثانویه در کشتتوانایی بیوسنتز متابولیت
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  چکیده

بالایی  ژنتیکی ثباترشد و قابلیت  موئین يهاشهری .شودیم گیاهان در موئین ریشه فنوتیپ ایجاد سبب رایزوژنز گروباکتریومآ هدف:

گیاه  موئین يهاشهیر رشد ي شرایط القا وسازنهیبه منظوربه تحقیق این درهاي ثانویه گیاهی هستند. داشته و قادر به تولید متابولیت

  عوامل مختلف مورد بررسی قرار گرفته است.  ریتأث ،تربچه

هاي مختلف و سویه) B5 ½ و MS, ½ MS, B5( کوتیلدون)، محیط همکشتیو  ساقه برگ،( نمونه زیر اثر نوعها: مواد و روش

) بر القاي ریشه موئین بر مبناي آزمایش فاکتوریل در قالب LBA9402و  A4, ATCC15834باکتري آگروباکتریوم رایزوژنز (
هاي موئین ظاهر شده در تیمارهاي مختلف محاسبه طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار بررسی شد. درصد تراریختی بر اساس تعداد ریشه
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هاي موئین با ماهیت تراریختی ریشه دیتائگرفته شد.  ر نظردموئین  هايشاخص براي تعیین شرایط بهینه القاي ریشه عنوانبهو 

فنولی و فلاونوئیدي ترکیبات  قدارمتوده تر و خشک و انجام شد. زیست virDو  rolB هايو آغازگرهاي اختصاصی ژن PCRواکنش 
  گیري شد. هاي موئین اندازهدر ریشه

شه    ATCC15834 سویه  نتایج: شترین توانایی القاي ری شت.   بی شت موئین در گیاه تربچه را دا سب  B5 ½ محیط ک  نیترمنا

شت هممحیط  شد  تربچه بود.  موئین يهاشه یر القاي رايببهترین نمونه گیاهی  وندلیکوت نمونه زیر و یک شه میزان ر هاي موئین ری

ساس   ست بر ا شک با هم تفاوت معنی زی شترین    توده تر و خ شان داد و بی شت  لیوفن ترکیبات مقدارداري ن هاي و فلاونوئیدي در ک
  برابر بیشتر از گیاه طبیعی بود.  6/3و  9/2ریشه موئین به ترتیب 

هاي ریشه موئین گیاه تربچه از توانایی بالایی گیاه باید تعیین شود و کشت هر شرایط بهینه براي القاي ریشه موئین در گیري:نتیجه

  باشند.هاي ثانویه گیاهی میبراي تولید متابولیت

  ریشه موئینتربچه، ترکیبات فلاونوئیدي، ترکیبات فنولی، گروباکتریوم رایزوژنز، آ :کلیدي کلمات

  

 مقدمه

ها، فیبرهاي محلول ها، گلوکوزینولیدها، ایزوتیوسیاناتاکسیدانغنی از آنتی گیاهی ).Raphanus sativus L( تربچه
این  .)Gutierrez & Perez 2004; Hara et al. 2009; Gururaj et al. 2006( باشدمی C و B هايرژیمی و ویتامین

کنندگی هاي بیولوژیکی متعدد از جمله خواص ضد جهشی، ضد سرطانی، ضد میکروبی و همچنین تحریکترکیبات داراي فعالیت

 ;Hashem Saleh 1999 Hecht et al. 2000; Esaki & Onozaki 1982(باشند کننده اختلالات معده میهضم و برطرف
Kapoor 2000;( .هاي موئین حاصل از تلقیح سلول، بافت و ریشه هايکشت فناوري مانندهاي مختلف زیستبا استفاده از روش

در کشت  است. ریپذامکانهاي ثانویه گیاهی تولید متابولیت )Agrobacterium rhizogenes( با باکتري آگروباکتریوم رایزوژنز
ها با گیاه کامل تفاوت تبرخی از متابولی تولیدها، ممکن است میزان ها و اندامسلول و بافت، به ویژه در مراحل قبل از تمایز بافت

فعالیت یکسانی در مقایسه با گیاه  هاکشتاین کنند، در ها را در گیاه کنترل میمتابولیت بیوسنتزي مسیرهایی که داشته و آنزیم
نویه هاي ثاها و فراهم نمودن امکان تولید پیوسته متابولیتبراي غلبه بر این محدودیت .)Dechaux et al. 2005( نداشته باشند

 .Giri et alشود (استفاده میهاي موئین به دلیل توانایی رشد سریع، زمان دو برابر شدن کوتاه و سهولت نگهداري از کشت ریشه

نیز باشد با گیاه مادري برابر و در برخی موارد بیشتر  تواندمی هاي ریشه موئیندر کشت ي ثانویهها). میزان تولید متابولیت2000

)Mulabagal et al. 2004ریشه .(هاي موئین تربچه براي نخستین بار توسط Hanhong Bae et al. )2012 تولید شده و (

در تحقیقی دیگر . برابر بیش از گیاه مادري گزارش شد 26هاي ریشه موئین در یکی از کلونمیزان تولید ترکیبات آنتوسیانینی 
Beyzaei et al. )2015 (يهاشهیرنسبت به  يداریمعنبه طور  گیاه تربچه موئین يهاشهیرات فنلی در که میزان ترکیب ندنشان داد 
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عوامل  ریتأثهاي گیاهی با باکتري آگروباکتریوم رایزوژنز و القاي ریشه موئین تحت بافت زشیترارفرایند  .ابدییمعادي افزایش 

مختلفی مانند گونه، سن و نوع بافت گیاهی، نوع سویه و غلظت سوسپانسیون باکتریایی و همچنین حضور ترکیبات فنولی محرك 
هاي مختلف، نوع ریز نمونه و نوع محیط کشت ریتأث). در تحقیق حاضر Bulgakov et al. 2012( باشدباکتري در محیط القا می

فنولی و فلاونوئیدي موجود در گیاه تربچه و میزان تولید ترکیبات ي موئین گیاه تربچه و هاشهیرد سویه باکتریایی بر القا و رش

  هاي موئین مورد بررسی قرار گرفته است.ریشه
 

  هامواد و روش

 یک به مدتبذرها  از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه شدند. چري بلرقم  بذور تربچه: مواد گیاهی و تهیه ریز نمونه

 10به مدت (حجمی/ حجمی)  درصددو هیپوکلریت سدیم محلول با  سپس و ورغوطه(حجمی/ حجمی)  درصد 70الکل  دردقیقه 

 MSپایه  شده در محیط کشت یضدعفونبذور  .آبشویی شدند استریل مقطر با آببطور کامل  و در نهایت شده ضدعفونیدقیقه 
)Murashige & Skoog 1962(  درصد آگار با  8/0درصد ساکارز و  3حاويpH  درجه  25±2 دمايشده و در کشت  8/5برابر با

پس از گذشت دو  نگهداري شدند.هاي استریل براي تولید گیاهچهساعت تاریکی  8ساعت روشنایی و  16با شرایط نوري  سلسیوس

تلقیح با باکتري آگروباکتریوم  براي متراندازه یک سانتیبا  ههاي کوتیلیدون، برگ و ساقریزنمونه حاصل هاي استریلاز گیاهچههفته 
  رایزوژنز و القاي ریشه موئین استفاده شد.

ریشه ي القابراي  آگروباکتریوم رایزوژنز باکتري LBA9402 و A4، ATCC15834 يهاسویه زا: باکتري يسازآماده

 لیتر درگرم میلی 40مایع حاوي  MYB در محیط کشتهاي باکتري تربچه استفاده شد. سویهگیاه  يهانمونهزیردر  موئین
 چگالی نوري سوسپانسیون باکتري با دور در دقیقه کشت داده شدند. 160 و سلسیوسدرجه  28ریفامپسین و در دماي  بیوتیکآنتی

 مایع رویی، حذفپس از  شد.رسوب داده  دور در دقیقه 5000و  سلسیوسدرجه  4ماي در دنانومتر،  600در طول موج  6/0برابر با 
رینگون حل شد. از این سوسپانسیون یمیکرومولار استوس 100 درصد ساکارز و 3حاوي  MS½محیط کشت مایع  رسوب باکتري در

  هاي گیاه تربچه استفاده شد.ریز نمونه تلقیحبراي 

 يهانمونه زیر شدند.ور دقیقه غوطه 15مختلف در سوسپانسیون باکتري به مدت  يهانمونهزیر: موئین هايریشه يالقا

هاي فاقد هورمون منتقل شدند. محیط B5 ½و  MS ،½MS ،B5 یشتکبه چهار محیط هم پس از حذف باکتري اضافی تلقیح شده

 حاوي کشتمحیط  همان ها درنمونه زیتاریکی قرار گرفتند. واکشت ر در و درجه سلسیوس 25 يدما در ساعت 72براي  یهمکشت
تا حذف  کیوتیبیآنتي بعدي غلظت هاواکشتدر  .انجام شدحذف باکتري  منظوربه بیوتیک سفوتاکسیمگرم در لیتر آنتیمیلی 500
داري ي تلقیح شده به صورت روزانه بررسی و یادداشت برهانمونه زیرهاي موئین در آن به تدریج کاهش یافت. ظهور ریشه کامل
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دور در  120و  درجه سلسیوس 25و در دماي فاقد هورمون منتقل  عیما MS½به محیط کشت هاي موئین ظاهر شده شد. ریشه

  نگهداري شدند. دقیقه

 هاآن باکتریایی عدم آلودگیو  موئینهاي بودن ریشه ختهیرترا دیتائبراي : موئینهاي ریشه یختگیترارماهیت تائید 

براساس گیاهی ژنومی  DNAاستخراج استفاده شد.  virDو  rolB هاياي از ژنبراي تکثیر قطعه پلیمرازاي واکنش زنجیره از
-´5و  ´GCTCTTGCAGTGCTAGATTT-3-´5 با توالی يآغازگرها .نجام شدا )Porebski et al. )1997روش 

GAAGGTGCAAGCTACCTCTC-3´  ژن براي تکثیرrolB  5و´-

ATGTCGCAAGGCAGTAAGCCCA-3´  5و´-GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA-3´  براي تکثیر

دقیقه  5به مدت  سلسیوسدرجه  94شاملواکنش تکثیر براي هر دو  اي پلیمراززنجیرهشرایط دمایی واکنش  استفاده شد. virDژن 
 سلسیوسدرجه  55، سازيدقیقه براي واسرشت 1به مدت  سلسیوسدرجه  94چرخه با برنامه دمایی  35و  سازي اولیهبراي واسرشت

دقیقه براي  7به مدت  سلسیوسدرجه  72 در نهایت بسط و برايدقیقه  1به مدت  سلسیوسدرجه  72دقیقه براي اتصال،  1به مدت 
ا اتیدیوم بروماید برنگ آمیزي و پس از الکتروفورز روي ژل آگارز یک درصد  اي پلیمراززنجیرهبسط نهایی بود. محصولات واکنش 

  شدند.مشاهده 

، هاي ریشه مویین تایید شدهکلون و سرعت رشد بر اساس فنوتیپ: هاي ریشه موئینکلون توده زیستیارزیابی 

مختلف ریشه مویین با  هايگرم از کلونمیلی 100 منظورشش کلون انتخاب و میزان تولید توده زیستی در آنها بررسی شد. براي این

ها با ریشه یک ماه مایع منتقل شد. پس از گذشت MS½لیتر محیط کشت میلی 50لیتري حاوي میلی 250سه تکرار به ارلن هاي 
در دماي هاي ریشه موئین گیري وزن خشک، نمونهبراي اندازه گیري شد.وزن تر آنها اندازهه شد و پس از آبگیري آب مقطر شستش

  .ها توزین شدندن نمونهقرار داده شدند و پس از آ رسیدن به وزن ثابت تاسلسیوس درجه  40

به خوبی پودر شده و با  حاصل از کشت یک ماهه موئینهاي ریشهخشک شده  يهانمونهیک گرم از : استخراج عصاره

عصاره حاصل از کاغذ صافی عبور داده  سپسشد.  تکان دادهساعت در تاریکی  24درصد مخلوط و به مدت  80متانول  تریلیلیم 10

  شد. استفاده بعدي و از آن براي انجام آزمایشات

 اسیدو بر حسب  Folin-Ciocalteauسنجی میزان ترکیبات فنولی کل بر اساس روش رنگ: سنجش ترکیبات فنلی

گیاه تربچه  موئینریشه از محلول عصاره  تریلکرویم 20، ). بطور خلاصهFolin & Ciocalteu 1927( شد يریگاندازه گالیک

دقیقه در  5ها به مدت نمونه .شدمیکرولیتر معرف فولین سیوکالتو مخلوط  100و  لیتر آب مقطرکرومی 1160 با درون لوله آزمایش
. شدزوده به محتواي لوله آزمایش اف )حجمی/یوزن 20% (میکرولیتر محلول کربنات سدیم  300دماي اتاق نگهداري شده و سپس 

جذب در طول میزان دقیقه  30و پس از گذشت  گرفته قراردماي اتاق و در شرایط تاریکی  هاي آزمایش بعد از تکان دادن، درلوله
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وزن گرم  درگرم با واحد میلی گالیکاسید معادل  صورتنتایج بهبا استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد. نانومتر  760موج 

   شد.گزارش  خشک

 شد گیريآلومینیوم اندازهکلرید سنجی به روش رنگ يفلاونوئیدکل ترکیبات میزان : لاونوئیديسنجش ترکیبات ف

)Chang et al. 2002(.  کلرید لیتر میلی 1/0درصد،  95 لیتر اتانولمیلی 5/1لیتر از محلول عصاره با یلیم 5/0در این روش
ها در دماي . بعد از نگهداري نمونهشدلیتر آب مقطر مخلوط میلی 8/2لیتر استات پتاسیم یک مولار و میلی 1/0، درصد 10آلومینیوم 

شد. از کوئرستین به منظور رسم منحنی  با استفاده از اسپکتروفتومتر قرائتنانومتر  415دقیقه، جذب مخلوط در  30اتاق به مدت 
  بیان شد. وزن خشک ئرستین در هر گرمگرم کواستاندارد استفاده شد و نتایج بر حسب میلی

در  نمونه زیر 20سه تکرار شامل  بصورت فاکتوریل و در قالب طرح کاملاً تصادفی باآزمایشات : هاداده تجزیه و تحلیل

) ظاهر شدههاي موئین ریشهآلوده شده/ تعداد  يهانمونهزیتعداد ر((بر اساس فرمول درصد  صورتبه یختیترارهر تکرار بود. فراوانی 
استفاده شد. از آزمون چند  SAS 9.4افزارها از نرم) محاسبه شد. براي تجزیه و تحلیل واریانس و مقایسه مقادیر میانگین100×

  دار بین تیمارها استفاده شد. اي دانکن براي بررسی وجود تفاوت معنیدامنه
 

  نتایج

در روز از القا  8بعد از گذشت  هاي موییناولین ریشه: نمونه بر القاي ریشه موئین زیباکتري و نوع ر اثر سویه

ریز  درهاي موئین القاشده در تعداد ریشه باکتري سویهنوع . )1(شکل  شدمشاهده  A4تلقیح شده با سویه  کوتیلدون يهانمونهریز

 تلقیح شده با باکتريکوتیلدون  يهانمونهزیر در موئین . بیشترین تعداد ریشه)2 شکل( داري داشتمعنی ریتأث ي مختلفهانمونه
ATCC15834  هاي هاي تلقیح شده با سویهفراوانی کمتر در نمونهو باA4  وLBA9402 مشاهده شد )p<0.05( . درصد

هاي هاي موئین در ریزنمونهتعداد ریشه کمترینکمتر بود. هاي کوتیلدونی ي ساقه و برگ نسبت به ریزنمونههانمونهریزتراریختی در 

. بین آنها وجود نداشت داريمعنیتفاوت  هرچندمشاهده شد،  LBA9402و  ATCC15834هاي ساقه و برگ تلقیح شده با سویه
هاي ها به سویهریزنمونهاین پاسخ  اگرچهبود، هاي کوتیلدونی هاي موئین در تربچه، ریزنمونهبهترین ریزنمونه براي تولید ریشه

با سویه  هاهاي موئین حاصل از تلقیح ریزنمونهدر تعداد ریشهمختلف آگروباکتریوم متفاوت بوده و اختلاف معنی داري 
ATCC15834 1(جدول  مشاهده شدها و سایر سویه(.  

نوع ، شودمشاهده می )3( شکلگونه که در همان: بر القاي ریشه موئینمحیط کشت باکتري و نوع  اثر سویه

دار بین تفاوت معنی داري داشت.معنی ریتأث هاي مختلفمحیط کشت بر روي هاي موئین القا شدهدر تعداد ریشه سویه باکتري
) B5 )56/9½ محیط کشتدر  ATCC15834 باکتريهاي تلقیح شده با ریزنمونهظاهر شده در  موئین هايتعداد ریشهمیانگین 

 ) مشاهده شدMS )3/3در محیط کشت  LBA9402هاي تلقیح شده با باکتري هاي موئین در ریز نمونهریشهتعداد میانگین  و
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)p<0.05( . ،محیط کشتبر اساس نتایج آزمون مقایسه میانگین ½B5 هیو سو ATCC15834 محیط کشت و عنوان بهترین به

  ).1(جدول  شد تعیینسویه 

 

هاي کوتیلدونی تلقیح شده با باکتري آگروباکتریوم رایزوژنز در ریزنمونه تربچه هاي موئینظهور ریشه. 1شکل 

  (سمت چپ) و رشد ریشه هاي موئین در محیط کشت مایع (سمت راست) A4سویه 

Figure 1. Emergence of Raphanus sativus hairy roots in cotyledon explants inoculated with 

A. rhizogenes strain A4 (left) and hairy root growth in liquid medium (right) 

  
) بر ATCC15834و  A4 ،LBA9402) و سویه باکتري (کوتیلدوننمونه (برگ، ساقه و  زیر ریتأث .2 شکل

باشد. ) میSE( استاندارد خطاي ±. هر ستون میانگین سه تکرار تربچههاي موئین گیاه میانگین تعداد ریشه

 دار ندارند.با هم تفاوت معنی %5هاي با حروف مشابه از نظر آماري در سطح ستون

Figure 2. The effect of explant (leaf, stem and cotyledon) and bacterium strain (A4, 

LBA9402 and ATCC15834) on the mean number of hairy roots in Raphanus sativus. Each 

column represents the average of three repeats ± standard error (SE). Different letters 

above columns indicate significant differences (P < 0.05) among treatments. 
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در گیاه  .  تجزیه واریانس اثر متقابل سویه باکتري، محیط کشت و ریز نمونه بر ظهور ریشه مویین1جدول

 تربچه

Table 1. Analysis of variance of the interaction among bacterial strain, culture media and 

explant on the appearance of radish hairy roots 
  منابع تغییرات

   S.O.V. 

  درجه آزادي
df 

  میانگین مربعات
 Mean square 

   سویه باکتریایی
Bacterial strain 

2  **79.19  

    ریزنمونه گیاهی
explant 

2  **707.11  

    محیط کشت گیاهی
culture media  

3  **39.17  

    اثر متقابل سویه و ریز نمونه
bacterial strain× explant interaction 

4  **104.47  

    اثر متقابل سویه و محیط کشت
bacterial strain× culture media interaction 

6 **11.70  

   متقابل محیط کشت و ریز نمونهاثر 
  explant × culture media interaction  

6 **23.54  

   اثر متقابل سویه باکتري، محیط کشت و ریزنمونه
  bacterial strain× culture media interaction and explant 

12 **85.62  

 error  72  2.73    خطا

      ضریب تغییرات
Coefficient of variation 

23.79 

  درصد 1** معنی داري در سطح احتمال  
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) ATCC15834و  A4 ،LBA9402) و سویه باکتري (B5½و  MS ،½MS ،B5( یکشتهممحیط  ریتأث .3 شکل

. هر ستون میانگین سه تربچهمختلف گیاه  يهانمونه زیهاي موئین ظاهر شده در ربر میانگین تعداد ریشه

با هم تفاوت  %5 هاي با حروف مشابه از نظر آماري در سطحباشد. ستونمی )SE( استاندارد خطاي ±تکرار 

 دار ندارندمعنی

Figure 3. The effect of co-culture medium (MS ،½MS ،B5 and ½B5) and bacterium strain 

(A4, LBA9402 and ATCC15834) on the mean number of hairy roots appeared on different 

Raphanus sativus explants. Each column represents the average of three repeats ± standard 

error (SE). Different letters above columns indicate significant differences (P < 0.05) among 

treatments 

 

هاي موئین القا شده تعداد ریشه بر محیط کشتنوع : نمونه بر القاي ریشه موئین زیو نوع ر نوع محیط کشتاثر 

بیشترین  B5½محیط کشت  رويتلقیح شده  ي کوتیلدونهانمونهزی. در ر)4(شکل  داري داشتمعنی ریتأث ي مختلفهانمونهریز در

). بر اساس نتایج p<0.05( مشاهده شدموئین  کمترین تعداد ریشه MSدر محیط کشت  ساقه نمونه زیدر رو موئین  تعداد ریشه
(جدول  شد تعیینریزنمونه و محیط کشت عنوان بهترین به B5½محیط کشت ریز نمونه کوتلیدون به همراه آزمون مقایسه میانگین، 

1.(  
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) بر میانگین کوتلیدوننمونه (برگ، ساقه و  زی) و رB5½و  MS ،½ MS ،B5( نوع محیط کشت ریتأث .4 شکل

باشد. ) میSE( استاندارد خطاي ±. هر ستون میانگین سه تکرار تربچههاي موئین در گیاه تعداد ریشه

 دار ندارندبا هم تفاوت معنی %5 هاي با حروف مشابه از نظر آماري در سطحستون

Figure 4. The effect of culture media (MS, ½MS, B5 and ½B5) and explant type (leaf, stem 

and cotyledon) on the mean number of hairy roots in Raphanus sativus. Each column 

represents the average of three repeats ± standard error (SE). Different letters above 

columns indicate significant differences (P < 0.05) among treatments 

  

مختلف ریشه موئین با استفاده از واکنش هاي کلونماهیت تراریختی : موئیني هاشهیرتائید ماهیت تراریختی 

PCR  با بررسی حضور ژنrolB کنترل مثبت در نظر گرفته شدند.  عنوانبهکنترل منفی و باکتري  عنوانبه. ریشه گیاه انجام شد
هم چنین عدم  .باشدیمبه ژنوم گیاه  rolBدهنده انتقال موفقیت آمیز ژن  نشانجفت باز  423 با اندازه PCRحضور محصولات 

کند (شکل را تایید می موئیني هاشهیرعدم وجود آلودگی باکتریایی در  موئیني هاشهیردر جفت باز)  438(با اندازه  virDحضور ژن 
5.(  

که  نشان داد تر و خشک از اندازه گیري وزن نتایج حاصل : هاي مختلف ریشه موئینبررسی میزان رشد کلون

هاي بررسی شده، در بین کلون ). 6هاي مختلف ریشه مویین وجود دارد (شکل بین کلون تفاوت معنی داري از نظر میزان زیست توده
رچند وزن تر روز تولید کردند. ه 40ها پس از گذشت بیشترین میزان وزن خشک را نسبت به سایر کلون 3و  2هاي شماره کلون

 ).P < 0.05( دار نشان دادبیش از کلون دیگر بود و با آن اختلاف معنی 3زیست توده کلون شماره 
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و بررسی عدم  rolBگیاه تربچه با آغازگرهاي اختصاصی ژن  موئین يهاشهیر یختیترارماهیت  دیتائ .5شکل 

استخراج  DNA، منفی کنترل: NC ؛ سایز مارکر: virD )Mتکثیر ژن هاي موئین با آلودگی باکتریایی ریشه

استخراج شده از  HR :DNA ؛باکترياز استخراج شده  DNA : کنترل مثبت،PC ؛شده از ریشه گیاه تربچه

 )گیاه تربچه موئینمختلف ریشه  يهاکلون

Figure 5. confirmation of transgenic status of the Raphanus sativus (L.) hairy roots by rolB 

gene specific primers and evaluation of hairy roots bacterial contamination by VirD gene 

specific primers. (M: DNA size Marker; NC: negative control, DNA extracted from Radish 

plant; PC: positive control, DNA extracted from bacteria; HR: DNA extracted from 

different hairy root clones) 

  
هر ستون میانگین  .گیاه تربچه مختلف ریشه مویین هايوزن تر و خشک زیست توده کلون مقایسه .6شکل 

با هم  %5هاي با حروف مشابه از نظر آماري در سطح باشد. ستون) میSE( استاندارد خطاي ±سه تکرار 

 ندارنددار معنیتفاوت 

Figure 6. Comparison of dry and fresh weight of biomass of different hairy root clones of 

radish. Each column represents the average of three repeats ± standard error (SE). 

Different letters above columns indicate significant differences (P < 0.05) among treatments. 
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که  مختلف ریشه موئین شش کلوندر ترکیبات فنولی کل میزان  يریگحاصل از اندازهمقایسه میانگین نتایج : ترکیبات فنلی

و ریشه  مختلف ریشه موئین هايمقدار این ترکیبات در کلون يداریتفاوت معن براساس مورفولوژي و سرعت رشد انتخاب شده بودند،

گرم معادل اسید گالیک میلی 98/1و  96/1به ترتیب با   6و  1 هايبیشترین مقدار ترکیبات فنولی در کلونرا نشان داد.  گیاه تربچه
علاوه بر این تفاوت معنی داري بین گیري شد. اندازهبرابر مقدار ترکیبات فنولی ریشه گیاه تربچه  سه تقریباًو وزن خشک گرم در 

  .)7(شکل  اي مختلف ریشه موئین مشاهده شدهمقدار این ترکیبات در کلون

  

  
هر ستون میانگین سه ). C( گیاه تربچهبا  تربچه موئینهاي ریشهمقایسه مقدار ترکیبات فنولی در  .7 شکل

با هم تفاوت  %5هاي با حروف مشابه از نظر آماري در سطح باشد. ستون) میSE( استاندارد خطاي ±تکرار 

 دار ندارندمعنی

Figure 7. Phenolic compounds content in hairy root clones of Raphanus sativus (L.) and 

normal plant. Each column represents the average of three repeats ± standard error (SE). 

Different letters above columns indicate significant differences (P < 0.05) among treatments 

 

هاي منتخب ریشه موئین ترکیبات فلاونوئیدي در کلونمیزان  يریگاندازهمقایسه میانگین نتایج : ترکیبات فلاونوئیدي

را نشان داد. بیشترین مقدار  و ریشه گیاه تربچه مختلف ریشه موئین هايمقدار این ترکیبات در کلون يداریتفاوت معنتربچه، 

و تقریباً سه برابر مقدار ترکیبات فلاونوئیدي گرم در گرم وزن خشک میلی 99/1به مقدار  1کلون شماره ترکیبات فلاونوئیدي در 
(شکل  داري نشان دادهاي مختلف ریشه موئین نیز تفاوت معنیکلونگیري شد. مقدار ترکیبات فلاونوئیدي در ریشه گیاه تربچه اندازه

8.(  
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هر ستون میانگین . )C( گیاه تربچهبا  تربچه موئینهاي ریشهمقایسه مقدار ترکیبات فلاونوئیدي در  .8 شکل

با هم  %5 هاي با حروف مشابه از نظر آماري در سطحباشد. ستون) میSE( استاندارد خطاي ±سه تکرار 

 دار ندارندتفاوت معنی

Figure 8. Flavonoid compounds content in hairy roots of Raphanus sativus (L.) and normal 

plant. Each column represents the average of three repeats ± standard error (SE). Different 

letters above columns indicate significant differences (P < 0.05) among treatments 
  

  بحث

گیاهان با استفاده از ناقل طبیعی آگروباکتریوم رایزوژنز و  یزشهاي ثانویه، ترارافزایش تولید متابولیت يیکی از راهکارها

هاي مختلف، نوع ریز محیط کشت ریتأثدر تحقیق حاضر  ).Guillon et al. 2006( باشدیم موئینهاي سیستم کشت ریشه تولید
فنولی و فلاونوئیدي موجود در گیاه میزان تولید ترکیبات ي موئین در گیاه تربچه و هاشهیرنمونه و نوع سویه باکتریایی بر القا و رشد 

،  ATCC15834 سویه باکتري ،نتایج حاصل از این پژوهشبر اساس . ه استهاي موئین آن مورد بررسی قرار گرفتتربچه و ریشه
ثانویه در گیاه تربچه بودند.  هايبهترین شرایط براي القاي ریشه موئین و تولید متابولیت B5½محیط کشت ریز نمونه کوتیلدن و 

گیاهی، سویه باکتري و عوامل فیزیکی و  نمونه زیرو نوع  پیژنوتبه عوامل مختلفی مانند  از طریق آگروباکتریوم T – DNAانتقال 
گیاه و و برهمکنش . به دلیل اثر متقابل )Bulgakov  et al. 2012( ی بستگی داردهم کشتشیمیایی مانند دما و مدت زمان 

تحقیق حاضر از سه سویه مختلف  درباشد. باکتري، نوع سویه باکتریایی یکی از عوامل تعیین کننده موفقیت تراریزش گیاه می

ATCC15834، A4  وLBA9402  استفاده شد که سویهATCC15834 اثر ، به عنوان بهترین سویه معرفی گردید. در بررسی
به  AR15834سویه  بر القاء ریشه موئین در گیاه سرخارگل، MSU440و  AR15834 ،A4 ،K599نوع سویه باکتریایی  چهار

ي مختلف هاهیسو تواناییدر مطالعه دیگر در زمینه بررسی . )Khalili et al. 2014( شده استعنوان بهترین سویه معرفی 
از  ).Pakdin et al. 2013بیشترین توانایی را نشان داده است ( A4 ، سویهبیالطسنبلآگروباکتریوم بر القاي ریشه موئین در گیاه 
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حداکثر فراوانی ترنسفورماسیون را در  SA79سویه  MTCC2364و  A4 ،R1000 ،SA79 ،MTCC532هاي سویه میان

Bacopa monnieri ) نشان داده استBansal et al. 2014 .(هاي سویه و القا ریشه هاي موئین سازيتفاوت در توانایی آلوده
یا اختصاصیت میزبان  و باکتريمختلف  هايزایی سویهبیماري میزان در به دلیل تفاوت ممکن استمختلف آگروباکتریوم رایزوژنز 

از نظر نوع و  )B5½و  MS، ½MS ،B5(هاي مختلف ). محیط کشتZehra et al. 1999; Porter & Flores 1991باشد (

ها هاي موئین و همچنین میزان رشد آنالقاي ریشه برد نتوانمی هستند و بر این اساسمقدار ترکیبات تشکیل دهنده با هم متفاوت 
هاي بود. تعداد ریشهتربچه  در براي القاي ریشه موئین محیط کشت بهترین ترکیب B5½محیط  در این مطالعه، د.نداشته باش ریتأث

نیز  B5نشان داد. همین روند در محیط کشت  معنی داري کاهشدر مقایسه با سایر محیط هاي کشت  MSموئین در محیط کشت 
در ) C/N(نسبت کربن به نیتروژن زیاد تأثیر  .بود از نظر آماري معنی دار نیز B5و  MS هر چند تفاوت بین دو محیط ،مشاهده شد

نقش تعیین کننده ترکیبات نیتروژنه در  ) نشان داده شده است.Wink et al. )1999 توسط هاي ثانویهگیاهان و تولید متابولیت
 آنهاهاي حاصل از ها به حضور نیتروژن به عنوان مولکول اصلی در ترکیب اسیدهاي آمینه و بعضی از متابولیتافزایش متابولیت

اي طی مقایسه اثر ) در مطالعه2014( .PARIZI et al ،حاضر تحقیقمطابق با نتایج ). Facchini 2001نسبت داده شده است (
را به عنوان  B5½ ، محیط کشتبیالطسنبلدر گیاه ئین هاي موبر میزان رشد ریشه N6 و MS، B5سه نوع محیط کشت 

ها همچنین بیان داشتند که ترکیب مختلف محیط کشت و همچنین نسبت منابع نیتروژن آن ،ترین محیط کشت معرفی کردندمناسب
ي هاکشتمحیط  ریتأثي نهیزمطی گزارشی در ) Kabirnetaj et al.)2012 هاي موئین دارد. قابل توجهی در رشد ریشه ریتأث

) Bivadi, et al.)2014 ترین محیط کشت معرفی کردند. را مناسب MS مختلف بر القاي ریشه موئین در گیاه کاسنی، محیط کشت

در گیاه گل ئین هاي موبر میزان رشد ریشه B5و  MS،½MS ،1/4MS ی دیگر طی مقایسه اثر چهار نوع محیط کشتشیدر آزما
ژیکی و تفاوت در ژنوتیپ، نیازهاي فیزیولوترین محیط کشت معرفی کردند. مناسبعنوان بهرا  MS½و  B5 راعی، محیط کشت

 Shakti( اهمیت دارندتعیین محیط کشت بهینه براي القاي ریشه موئین  در رشدي گیاه و همچنین نوع سویه باکتري مورد استفاده

et al. 2008 بسیار مهمی بر توانایی تولید ریشه موئین دارد، زیرا سن  ریتأثنوع و سن ریز نمونه گیاهی که  دهدیم). مطالعات نشان

 زیرترین نوع منظور بررسی و تعیین مناسبدر مطالعه حاضر به .فیزیولوژیکی آن است يهایژگیو يکنندهسلول گیاهی تعیین 
به طوري که القاي ریشه  ي مختلف گیاهی (ساقه، کوتلیدون و برگ) مورد بررسی قرار گرفتي گیاهی سه نوع ریز نمونههانمونه

 Kabirnetaj  نشان دادند. مشابه با نتایج تحقیق حاضر، در مطالعه اي نسبت به برگ و ساقه فراوانی بیشتري موئین در کوتیلدون ها

et al. ) 2012همچنین  هاآن ،) نشان دادند که بهترین نوع ریز نمونه در القاي ریشه موئین گیاه کاسنی ریز نمونه کوتلیدون است
حاصل از نتایج  بر اساس  .ابدییمبراي پذیرش ژن بیگانه کاهش  هاسلولگیاهی، توانایی  يهانمونه زیربا افزایش سن بیان داشتند 

هاي مختلف از نظر میزان رشد و وزن تر و خشک قابل توجهی بین کلونریشه موئین، تفاوت  هايکلونگیري توده زیستی اندازه
به  دتوانمی هاي مختلف ریشه مویینبیان داشتند که تنوع در سرعت رشد بین کلون) Cho et al. )1998زیست توده مشاهده شد. 

 T-DNA و اثرات جانبی تلفیق T-DNAژنهاي موجود روي  و دیگر rol، میزان بیان ژنهاي T-DNAهاي درجی تعداد نسخه
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ریشه مویین گیاه  کلون 45هاي ثانویه و بازدهی اي در سرعت رشد، تجمع متابولیتتنوع قابل ملاحظهه شود. نسبت داد گیاهدر ژنوم 

Duboisia leichhardtii  گزارش شده است (گزارشMano et al. 1989( .  ریشه مویین گیاه هاي کلوندر تحقیقی دیگر
تولید کننده هاي کلونزا و هایی با انشعابات فراوان، سرعت رشد خوب و غیر کالوسرشدي به گروه هايویژگیبر اساس درمنه خزري 

 منظوربهموئین  يهاشهیراخیر کشت  يهاسالدر  ).Soleimani et al. 2012شدند (بندي کالوس با سرعت رشد متفاوت تقسیم

میزان  .)Srivastava et al. 2007( گرفته است مورد توجه قرار گیاهان دارویی يهاگونهاز برخی در  ثانویه هاي تولید متابولیت
موئین یک ابزار قدرتمند  يهاشهیر. بنابراین است هابافتطبیعی یا سایر  يهاشهیرموئین بالاتر از  يهاشهیرتولید ترکیبات ثانویه در 
 شوندیممحسوب  یدانیاکسیآنت يهامیآنزاي ثانویه و حتی بالا بردن میزان تولید متابولیته منظوربهجهت انجام تحقیقات 

)Bulgakov et al. 2012 ي هاشهیرمیزان ترکیبات فنلی و فلاونوئیدي موجود در  داراز تحقیق حاضر تفاوت معنی). نتایج حاصل

هاي ریشه موئین تربچه هاي ثانویه در کشتطبیعی را نشان داد. در تحقیق دیگر که در زمینه تولید متابولیتموئین نسبت به گیاه 
نشان داده شده است هاي عادي هاي موئین نسبت به ریشهمیزان ترکیبات فنلی در ریشهدار افزایش معنیانجام شده است نیز 

)Beizaee et al. 2015 .(دیگرتحقیق  در، Habibi et al.  )2015 ( ي موئین هاشهیرافزایش تولید برخی از اسیدهاي فنلی در
گروباکتریوم بیان داشتند که تراریختی توسط آ) Victor et al. )2005اند. در گیاه گون را نشان دادهي شاهد هاشهیباردر مقایسه 

  . شودیمهاي دفاعی ی و فعال شدن سیستمدانیاکسیآنتي هامیآنزرایزوژنز سبب افزایش 
 

 يریگجهینت

 این .باشندیمدارا گیاهی را  يهااندامطبیعی و حتی سایر  يهاشهیردر  موجود و فعال مسیرهاي بیوسنتزي موئین يهاشهیر
هاي ثانویه به خصوص تولید متابولیت دارا بودن مسیرهاي بیوسنتزي برايو بالا بودن سرعت رشد و  به دلیل ثبات ژنتیکی هاشهیر

 يهاشهیرموئین بالاتر از  يهاشهیرها در هستند. در برخی موارد میزان تولید این متابولیت دارویی سودمند هاي با خاصیتمتابولیت
میزان زیادي تحت به هاي موئین در گیاه تربچهتولید ریشهحاصل از تحقیق حاضر، نتایج بر اساس . باشدیم هابافتطبیعی یا سایر 

شرایط  و ریز نمونه کوتلیدون ATCC15834، سویه B5½محیط کشت تاثیر شرایط القا بوده، بنحویکه از میان عوامل مورد بررسی 

  باشند. ریشه موئین در این گیاه می هايبهینه براي تولید کشت
  

  منابع

 Raphanus( هاي مویین گیاه تربچهتولید ترکیبات فنلی درکشت ریشه )1394( اطمهنعمت پور ف ،اکبرصفی پور افشار  ،سعیدبیضایی 

sativus L.( 327-335، 3. 28. مجله زیست شناسی ایران. دوره.  
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