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حاصل از  )Cichorium intybus (یاه کاسنین گیی مويها شهیکشت ر القا و تثبیت طی شراينه سازیبه
  )Agrobacterium rhizogenes (رایزوژنز تلقیح آگروباکتریوم

  
  4، احسان شکري3، قربانعلی نعمت زاده2، جعفر ذوالعلی1سارا کبیرنتاج

 

رزي، پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان،  دانشجوي کارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژي کشاو-1
  .دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري

  . استادیار بخش بیوتکنولوژي کشاورزي دانشگاه شهید با هنر کرمان-2
  استاد و محقق ارشد پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی-3

  .ساري
، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع   کارشناس ارشد اصلاح نباتات، پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان-4

  .طبیعی ساري
 7/4/1391: تاریخ پذیرش، 27/7/1390: تاریخ دریافت

    دهیچک
ه ی ثانويها تیبول تجمع متاوسنتز ي مویین حاصل از تلقیح آگروباکتریوم رایزوژنز از قابلیت  ها شهیر

 در  ثانویه ارزشمندباتی به سنتز ترکيا ر توجه قابل ملاحظهی اخي در دو دهه. باشند میگیاهی برخوردار 
 ،یون سلولی برخلاف سوسپانسیکیافته ژنتیر یی تغيها شهیرا ری ز،شده استمویین معطوف  يها شهیر

 (.Cichorium intybus L) ی کاسن.کنند ید می توليشتری ب ژنتیکی و بیوسنتزيه را با ثباتی ثانويها تیمتابول
بات ی ترکياه حاوین گیا. است (Asteraceae) ها يا هره گل ستاریا و متعلق به تیا پای، دو ساله یی دارویاهیگ

در  .ست اها نیتامیدها و وین، فلاونوئیکومار بات فرار،ین، ترکین، اسکولینولی از جمله ایار مهمی بسییدارو
ي مختلف ها سویه با یاه کاسنی گيها لدونین، کوتییشه مویط کشت ری شرايساز نهیبه منظور بهق ین تحقیا

تعداد  . کشت شدندگیاهی مختلفط کشت ی سه محيح و بر رویتلق زوژنزیاوم ریگروباکترباکتري آ
ه از هاي مویین با استفاد ثبت گردید و تائید ریشهط کشت یمحمختلف  يمارهاید شده در تی توليها شهیر

زایی حاصل از  بر اساس شدت ریشه.  انجام شدrolCوrolB ي ها  تکثیر اختصاصی ژني براPCRواکنش 
گروباکتریوم به همراه محیط کشت بهینه آي مختلف، بهترین سویه ها ي آگروباکتریوم در محیط کشتها سویه

 القاي موفق به 15834  وA4، A13 يها هیسو. ي مویین کاسنی تعیین گردیدندها جهت تثبیت کشت ریشه
 القاي به منظورط کشت ین محیتر به عنوان مناسب MSط کشت یمح و  شدند در گیاه کاسنینیمویشه یر
  .دگردی یمعرف هاآنکشت تثبیت ن و یموی يها شهیر

 .هاي ثانویه  متابولیت،یکاسن ن،یمویشه یزوژنز، ریاوم ریگروباکترآ :يدیکلمات کل
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  مقدمه
وسنتز یر بی مسیت و جهت دهیبهبود فعال

 ی، از اهداف اصلیاهی گيها  در سلولها تیمتابول
 .شود میک محسوب ی متابولیدانش مهندس

 يها ر جامع نقشهیم و تفسیل، ترسیتکم
 و مطالعه بهتر ي، امکان دستورزیکیمتابول

ن ا محققياهان را برای در گيوسنتزی بيها ریمس
ب و انتقال ی نوترکDNA يتکنولوژ. کند میفراهم 

 ییها کین تکنیتر وم عمدهیژن بواسطه آگروباکتر
جاد ی ايک برای متابولیهستند که در مهندس

اهان هدف واجد صفات مورد نظر استفاده یگ
 Agrobacterium rhizogenes باکتري .شوند می

شه ید ری است که موجب تولي خاکزيک باکتری
ي T-DNA انتقال .شود مین در محل زخم ییمو

ي گیاهی ها  به سلولين باکتریا از Riپلاسمید 
باکتري . شود میي مویین ها باعث تولید ریشه

-Tآگروباکتریوم رایزوژنز قادر است که علاوه بر 

DNA ي پلاسمیدRi ،خود T-DNA ي موجود بر
روي هر ناقل دوگانه دیگري را که در این باکتري 
حضور داشته باشد، بطور همزمان به سلول گیاه 

ین ترتیب در طی یک بد. هدف منتقل نماید
ي ها فرایند تراریزش مضاعف باعث القاي ریشه

 ;Lee et al., 2004 (گردد میمویین تراریخته 

Tomilov et al., 2007.( ناقلین را استفاده از یاخ
وم یگروباکتربیان دوگانه براي انتقال ژن بواسطه آ

 ینیب زمی مانند سیاهان مختلفی گبهزوژنز یار
)Solanum tuberosum() Visser et al., 1989(، 

 ,.Atropa belladonna) (Saito et al (بلادن

 ,.Otani et al (نیری شینیب زمیس، )1992

 Yamazaki et( Scoparia dulicsو گیاه  )1993

el., 1996( شده استگزارش  .  
زوژنز و کشت یوم رایاستفاده از آگروباکتر

ع، زمان دوبرابر ین بعلت رشد سریموی يها شهیر
 سنتز یی و تواناين کوتاه، سهولت نگهدارشد

 يشتری بيها تی، مزییایمیبات شی از ترکيا گستره
د ی توليوسته برایک منبع پیرا بعنوان 

 دینما میجاد یه ارزشمند ای ثانويها تیمتابول
)Giri et al., 2000.(ي ها ریشهن، ی علاوه بر ا

ارزیابی، مویین یک سیستم مدل ارزشمند براي 
اربرد اصول مهندسی ژنتیک در گیاهان توسعه و ک

ي تراریخته از قابلیت باززایی ها ریشه .هستند
اهان یگبا وجود این که .  برخوردارندکاملگیاهان 

 و یکیژرات مورفولویی شده دچار تغییباززا
ده ی چروکيها  از جمله برگي متعددیکیولوژیزیف

کوتاه شدن  و ییت انتهایو کوچکتر، کاهش غالب
شوند، اما ثبات ژنتیکی آنها بسیار  می اه انگرهیم

 براي استفاده از ).Tepfer, 1984 (مطلوب است
، انگیاهانتقال ژن به زوژنز در ی راآگروباکتریوم

. موارد آزمایشی مختلفی باید بهینه سازي شوند
ط یط محی شراينه سازیاین موارد عبارتند از به

 که کشت، پیدا نمودن یک نژاد آگروباکتریوم
آلوده به نحو مطلوب یپ گیاهی مورد نظر را ژنوت

ي ا  تغییر یافتهT-DNA طراحی و ساخت ،نماید
ي گیاهی را فراهم ها که امکان بیان ژن در سلول

 تغییریافته به نژاد T-DNA انتقال اید،نم
 توسط T-DNAوم انتخاب شده، انتقال یآگروباکتر

آگروباکتریوم به گیاه با فراوانی زیاد و در نهایت 
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ي گیاهی تراریخته و باززایی گیاه ها زینش سلولگ
  . از آنها

 مختلف يها هیر سویق حاضر تاثیدر تحق
 یط هم کشتیزوژنز و محیاوم ری آگروباکتريباکتر

 ییاه دارویر گمویین د يها شهی ري القايبرا
 يها تی متابولي حاویکاسن. دی گردی بررسیکاسن
مله از ج  می فراوان و مهي ه شناخته شدهیثانو

ن است که درصد ین و کومارین، اسکولینولیا
ل یاه را تشکین گی خشک اي  از مادهییبالا
در طب ). Munoz, 2004; Yang, 2009 (دنده می

 و ي کبديها يماریاه در درمان بین گی اي شهیاز ر
ن به عنوان اشتها آور، هاضم، یمحل زخم و همچن
م کننده یه کننده، مدر، تنظیمسهل صفرا، تصف

 ,.Mao et al (شود می و تب بر استفاده یدگقاع

2009; Yang, 2009 .(القا و ط ی شراينه سازیبه
 از نظر ،اهین گیدر اهاي مویین  تثبیت کشت ریشه

آن ن یموی يها شهی ريوسنتزی بيها تی قابلیبررس
زان ی میابیارزهمچنین با . حائز اهمیت است

وم ی با آگروباکتری به آلودگی کاسنیپاسخ ده
توان از  می، ییط باززای شراينه سازیزوژنز و بهیرا

 انتقال ژن و يک مدل بالقوه برایآن بعنوان 
  .  سود جست مسیرهاي متابولیکیکی ژنتیمهندس

 
  ها مواد و روش

  زنمونهیه ریتهمواد گیاهی و 
ل، بذور یاهچه استریه گیبه منظور ته

 5م ید سدیپوکلری با  هی پس از ضدعفونیکاسن
ل یقه و شستشو با آب استری دق30درصد به مدت 

 3 ي حاوMS  کشتطیقه، در محی دق15به مدت 
 نددیآگار کشت گرد درصد 8/0 ز وو ساکاردرصد

گراد و  یدرجه سانت 25±2 يو سپس در دما
 ساعت 8و  یی ساعت روشنا16 يط نوریشرا
 5ل ی استريها لدونیکوت .ند شدي نگهداریکیتار
 مورد استفاده يکترح با بای روزه به منظور تلق7تا 

  .قرار گرفتند
  

  ي باکترسازي آماده
 ي از باکتر،نیموی يها شهی رالقايبه منظور 
A. rhizogenes 11325هاي سویه ،A13 ،15834 

شه زا بودن ی اثبات ريبرا. استفاده شد A4و 
 به روشي آنها DNAاستخراج پس از ، ها يباکتر

Corbin et al.) 2001(مراز ي پلیا ه، واکنش زنجیر
 rolC و rolB يها از ژني ا هقطعبراي تکثیر 

 يدهایگونوکلئوتیلابدین منظور از  .انجام شد
-´rolB :5  ژن اختصاصیآغازگر

GCTCTTGCAGTGCTAGATTT-3´ 5 و´- 

GAAGGTGCAAGCTACCTCTC -3´ و 
 -´rolC :5براي ژن 

CTCCTGACATCAAACTCGTC -3´ 5 و´- 

TGCTTCGAGTTATGGGTACA -3´ 
 يها  شونده از ژنریتکث ي طول قطعه. دشاستفاده 

rolB و rolCن آغازگرها به ی با استفاده از ا
 ییط دمایشرا. باشد می bp612 و bp430ب یترت

PCRه ی اولیواسرشتگشامل  مذکور يها  ژني برا
  94  یواسرشتگ قه،ی دق5گراد  یدرجه سانت 94

 54اتصال آغازگرها قه، ی دق1 سانتیگراددرجه 
 درجه 72 بسطقه، ی دق1اد گریدرجه سانت

 درجه 72 یی نهابسطقه و ی دق1 سانتیگراد
براي مشاهده و بررسی . قه بودی دق7 سانتیگراد

محصولات تکثیر شده، از الکتروفورز در ژل 
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 استفاده شد و  ولت85ولتاژ   درصد با2/1ز وآگار
دیوم بروماید یآمیزي ژل با استفاده از ات رنگ

 .صورت گرفت

  
  ي با باکترها نهزنمویح ریتلق

ح، یون تلقی سوسپانسي هیمنظور تهه ب
–LB) Luria  کشتطی در محي باکتريها هیسو

Bertani(يع حاوی ما  mg/l50ک یوتی بی آنت
 Mµ100و ) A13ه ی سويبه استثنا( نیسپیفامیر

درجه سانتیگراد  28±2 ينگون در دمایریاستوس
 کشت باکتریایی .صورت شبانه رشد داده شدنده ب

 rpm  سرعت ودرجه سانتیگراد  4  يمادر د
 طی در محي رسوب داده شد و پلت باکتر4500
 Mµ100 يم غلظت حاوی نMS کشت

سپس .  حل شدینگون به آرامیاستوسر
 پس از جدا شدن از یلدونی کوتيها زنمونهیر
قه ی دق2ح به مدت یون تلقیاهچه در سوسپانسیگ

 کاغذ يغوطه ور شدند و پس از خشک شدن رو
 MS ،LS ط کشتی سه محيروبر ل، ی استریصاف
 يها تیپل. دندی کشت گرد=7/5pH  باB5و 
، به مدت یکی در تاریاهی گيها زنمونهی ريحاو
 درجه سانتیگراد 25±2 ي ساعت و در دما48

به ساعت پس از انجام تلقیح،  48 .انکوبه شدند
 به محیط ها زنمونهی، ري حذف باکترمنظور
بیوتیک   آنتیmg/l 500جامد مربوطه حاوي  کشت

 مرتبه چندعمل انتقال، . منتقل شدند سفوتاکسیم
ها تکرار  تا حذف کامل باکتري از اطراف ریزنمونه

  .شد

بر باکتري   هی سواثر نوع محیط کشت و یبررس
  هاي مویین ریشهمیزان القا و رشد 

 از ها شهین ریک هفته پس از ظهور اولی
 ییها لدونی کوتدرصد، یاه کاسنی گيها لدونیکوت

 کل نسبت بهن شدند ییشه موید ریکه موفق به تول
 ش به طور جداگانهی مورد آزمايها لدونیکوت

 براي هر تیمار محیط کشت و هر سویه باکتري
و ط کشت ی انتخاب محبه منظور .دیگردمحاسبه 

ي ها شهی راز نظر میزان رشدنه یبهسویه باکتري 
لون از ک کی حاصل از يها شهی، رمویین القا شده

 طی به طور جداگانه در سه محيه باکتریهر سو
 و در سه  =7/5pHع با یما B5 و MS ،  LSکشت

درجه سانتیگراد  25±2 يو در دما تکرار کشت
 با یکر چرخشی شي و بر رویکیط تاریدر شرا

 پس از گذشت . شدندي نگهدارrpm 90سرعت 
 خارج شده و پس از خشک ها شهی رچهار هفته
 به  سانتیگراد درجه80 يدر دماآون کردن در 

 يادداشت برداری آنها  روز، وزن خشک2مدت 
ها، میانگین  پس از تجزیه واریانس داده. شد

گیري شده به  تیمارها براي کلیه صفات اندازه
  . درصد مقایسه گردید5روش دانکن در سطح 

  
  نیموی يها شهیرشد ربررسی میزان 

 از آنجا که هر ریشه مویین از یک سلول
توان هر ریشه  گیرد، بنابراین می تراریخته منشاء می
بر این اساس .  در نظر گرفتنمویین را یک کلو

 نهاي کلو  کشتيپ رشدیفنوت یبراي بررس
ه ی هر سوتوسط  القا شدهریشه مویین، ده کلون

هاي فعال  نوك ریشهسپس .  انتخاب شديباکتر
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 هر نوك  ودر حال رشد در هر کلون قطع شد
 يتری لیلیم 250 يها به ارلن ر جداگانهریشه بطو

ع در سه ی ماMSط کشت ی مح میلی لیتر50يحاو
 و یکیدر تارکشت ظروف  .افتیتکرار انتقال 

کر  ی شيبر رودرجه سانتیگراد  25 يدما
 ک ماهیمدت ه  بrpm 90 با سرعت یچرخش

 ها شهی روز ر28پس از گذشت  . شدينگهدار
ون در خارج شده و پس از خشک کردن در آ

 روز، وزن 2 به مدت  سانتیگراد درجه80 يدما
  . شديادداشت برداریخشک آنها 

  
  نیموی يها شهی رتائید مولکولی

از   هاي مویین، ریشهجهت تائید مولکولی 
هاي   ژنومی ریشهDNA بر روي PCRتکنیک 

 و بخشی از rolBمویین براي تکثیر بخشی از ژن 
ن یدب.  بطور اختصاصی استفاده شدrolCژن 

ن یموی يها شهی از رDNAمنظور پس از استخراج 
 rolC و rolBهاي  تکثیر ژن ،CTABبه روش

به روال ذکر  PCRبطور جداگانه در دو واکنش 
  . انجام شد ،شده براي تائید باکتري نوترکیب

  
  جینتا
  ي آگروباکتریومها زایی سویه قابلیت ریشهد یتائ

 آغازگرهايمراز با ی پليا هریواکنش زنج
 يها  نمونهي بر روrolC و rolB ژن یختصاصا

DNAمختلف يها هی استخراج شده از سو 
 bp یبیه طول تقراي ب قطعهر ی، منجر به تکثيباکتر
و  rolB ژن ی اختصاصهايبا آغازگر 430
 ي با آغازگرهاbp 612 یبی به طول تقريا هقطع

که مبین حضور د ی  گردrolC ژن یاختصاص
ي باکتري مورد آزمایش ها ي مزبور در سویهها ژن
مبین  rolC وrolBي ها تائید حضور ژن. بود

 سالم و قابلیت بیماریزایی Riوجود پلاسمید 
  . باشد میي باکتري حامل ها سویه

  
 .A مختلف يها هی سوییسه کارآیمقا

rhizogenes در یط هم کشتیو نوع مح 
  کاسنیزش یترار

 8 پس از گذشت ي مویینها شهین ریاول
 . ظاهر شدنديح باکترین تلقروز از زما

ها منطبق بر  مورفولوژي رشدي این ریشه
خصوصیات مورد انتظار شامل رشد 
پلاژیوتروپیک و سریع با تولید انشعابات فراوان 

ح ی که به تلقییها زنمونهیدرصد ر .)1 شکل (بود 
ط کشت ی در سه محي مختلف باکتريها هیسو

در  اند، پاسخ مثبت داده B5و  MS ،LSمختلف 
همانطور که . داده شده استنشان  2شکل 

ط کشت ی در مح A13يهی سو،شود میمشاهده 
MSدر انتقال یین کارای، بالاتر T-DNA به 

 15/63(  را نشان دادیلدونی کوتيها زنمونهیر
ه یه بکار برده شده، سوی چهار سودر بین). درصد

 ي ه تنها منجر به ظهور کالوس و تود11325
شه ی محل زخم شد و درصد ر دريتومور مانند

در  نیهمچن.  آن صفر در نظر گرفته شدي براییزا
ب ی به ترت15834  وA4 يها هیح با سویاثر تلق

د یها تولزنمونهی ر درصد2/18 و  درصد47/36
ط کشت ی مح،نیعلاوه بر ا. ن نمودندیمویشه یر

MS ب ین ترکیبهتر ،ییشه زایر درصد 34/45 با
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 در  کاسنینیموی ياه شهی ظهور ري برایطیمح
 و LSط کشت یمح . بوده استها هیمجموع سو

B5ر ی درصد تاث22/22 و 94/35ب با ی به ترت
. داشتندییشه زای در ريکمتر

  
 

 
 

ي ها  در ریزنمونهA. rhizogenes مختلف يها هین حاصل از سویموی يها شهی ظهور ر-1شکل 
 .کوتیلدونی گیاه کاسنی

Fig 1- Hairy root induction from cotyledonous segments of chicory plants by different 
strains of  A. rhizogenes. 

 
  

  
هاي  سویه ی ازتوسط ترکیبات مختلف  گیاه کاسنینیموی يها شهی ر القايدرصدمقایسه  -2شکل 

  . بافت گیاهی کشتطیمحبا  آگروباکتریوم رایزوژنز
Figure 2- A comparison of hairy root induction from Chicory on different combinations 
of plant tissue culture media and  A. rhizogenes strains. 

 
وم به ژنوم یگروباکترآ از T-DNAانتقال 

ر یست که تحت تاث ايا هدیچیند پی فرایاهیگ
 Chaboud et (يه باکتریسونظیر  یمختلفعوامل 

al., 2003; Crane et al., 2006(، ش ی پي هدور
 ،)Chen et al., 2008;Kim et al 2004 (یکشت

 Kim et al., 2004; Geier (یاهیز نمونه گینوع ر

et al., 1996( ،دما) Baron et al., 2001; Cao et 

al., 2009 ( ی هم کشتي هدورو) Barik et al., 

2005; Kim et al., 2004 (است یهیبد. باشد می 
 انتقال ي براي آگروباکتریوماه هی سویکه نه تمام

 و ، دارندیی زايماریت بیقابل یاهیژن به سلول گ
گانه و یرش ژن بی پذي هاهان آمادی گیمنه تما
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دلیل ). De Busk et al., 1998 ( هستندییباززا
توان  این پدیده چندان مشخص نیست و فقط می

 گیاه اثرات متقابلگفت که چنین حالتی در قالب 
بحث است که یک واریته گیاهی ـ پاتوژن قابل 

هاي متفاوتی را به نژادهاي مختلف یک  پاسخ
 يماری بهبود ب،نیبنابرا. دهد زا می گونه بیماري

ش ی، در افزایاهی سلول گی و آمادگي باکترییزا
 نقش یاهی به سلول گT-DNAاحتمال انتقال 

 ینتایج بدست آمده از این بررس . داردییبسزا
 مویین در پاسخ به تلقیح هاي نشان داد که ریشه

 يها لدونیآگروباکتریوم رایزوژنز به کوت
. گردند ، تولید مییجداسازي شده از گیاه کاسن

 زشلیکن همه نژادهاي باکتري در ایجاد این تراری
یی یکسانی برخوردار نبوده و برخی آطبیعی از کار

 مؤثرتر عمل یدر مورد کاسن A13از نژادها مانند 
 در )Vanhala et al.) 1998شی  در پژوه.کنند می

وم یگروباکترآ مختلف يت نژادهای قابلیبررس
 .Hاه ین در گیی مويها شهید ری توليزوژنز برایرا

muticus ن یهمچن. افتندی دست  مشابهیجیبه نتا
Tamakawa et al.  )1998 (ت ی قابلیدر بررس

وم یگروباکترآه یانتقال ژن به کمک سه سو
 ي هی، سوCapsicum frutescensاه یزوژنز به گیار

A13کردندیه معرفین سوی را به عنوان مستعدتر .  
نتایج حاصل از بررسی قابلیت سه محیط 

 در حمایت از القا و تثبیت B5 و MS ،LSکشت 
ي مویین گیاه کاسنی حاکی از تاثیر کاملا ها ریشه

 به نفع محیط کشت ها متفاوت این محیط کشت
MSبات یدهد که ترک ین مشاهدات نشان میا.  بود
 يها شهی رالقاي بر بسزاییر یط کشت تاثیمح

ج بدست آمده با ینتا.  داردها آنین و فراوانییمو
ط یبات محیر ترکینه تاثیگزارشات ارائه شده در زم

 Physalis اهین در گییشه موی ريکشت بر القا

minima مشابه است) Azlan et al., 2002; 

Kumar et al., 2006 .(مطالعات ر دن یهمچن
در  Glycrrhiza glabraاه ی گيانجام شده بر رو

، MS  کشتطیمار محی تبین چهار از ،2008سال 
NB ،WPو B5ط کشت ی، محMS47 یی با کارآ 

 در یط هم کشتین محیدرصد، به عنوان مناسب تر
ط کشت یمح. ن در نظر گرفته شدییشه موی ريالقا

NB و B5برير کمتری درصد تاث20 یی با کارآ  
 با WP کشت طین داشتند و محییشه موی رتثبیت

ن از ییشه موی رتثبیت صفر درصد موفق به ییکارا
  ).Shakti et al., 2008 ( نشدیاهی گيها زنمونهیر

 نوع و سن ،بر اساس گزارشات ارائه شده
 یی بر توانایار مهمیر بسی تاثیاهیز نمونه گیر

 یاهیرا سن سلول گی ز،ن  داردییشه موید ریتول
 . آن استیکیژوولیزی فيها یژگی وي هن کنندییعت

مشاهدات این تحقیق حاکی از آن بود که با 
 ها  سلولییتواناي گیاهی، ها افزایش سن ریزنمونه

 يطوره ب. یابد می کاهش گانهیرش ژن بی پذيبرا
 تا 5 يها لدونین در کوتیموی يها شهی رالقايکه 

 ير بالاتییعتر و با کارای روزه به مراتب سر7
 گرفت می روزه صورت 30 يها نسبت به برگ

 که در یبررسیک در . )ندا ه نشان داده نشدها داده(
اه ین در گیمویشه ی ردر زمینه تولید 2005سال 

Gmelina arboreaيها شهی رتولیدز ی انجام شد ن 
 نسبت به یاهی گيها لدونی در کوتيشترین بیموی
 روزه 5 يها لدونین در کوتی و همچنها ر اندامیسا
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  گزارش شدیلدونین کوتیر سنینسبت به سا
)Shrutika Dhakullar et al., 2005.(  
  

ط کشت بر ی و نوع محيه باکتریسه اثر سویمقا
  نیموی يها شهیوزن خشک ر

زان ین میشتری ب،ج بدست آمدهیبر اساس نتا
 و MS  کشتطین، در محیمویشه یوزن خشک ر

ک ن وزن خشی و کمترA13ه ی با سوزشیترار
 و در اثر B5  کشتطین در محیمویشه یر

 یبطور کل.  مشاهده شدA4ه ی با سوزشیترار
 ی در تمامA13ه ین حاصل از سویموی يها شهیر

 وزن خشک ایش، مورد آزميها ط کشتیمح
ن یهمچن. گر داشتندی ديها هی نسبت به سويشتریب

 يها شهیزان رشد ری بر م کشتطیاثر نوع مح
 ط کشتی در هر سه مح،A4ه ی از سوین ناشیموی

MS ،LS و B5ب که ین ترتی بد. دار بودی معن
 حداکثر  و در MS  کشتطی در محها شهیرشد ر

زان یکه میدر حال.  حداقل بودB5  کشتطیمح
 B5  وLS ط کشتی در محها شهیوزن خشک ر

 ي براLS و MSن ی و همچنA13ه ی سويبرا
اد  ندنشان ي داریتفاوت معن، 15834ه یسو

  ).3شکل (
  

  
  کشت بافت گیاهیمحیطبا  هاي آگروباکتریوم رایزوژنز  سویهترکیبات مختلفی ازسه اثر یمقا - 3شکل 

 . گیاه کاسنینیموی يها شهیبر وزن خشک ر
Figure 3- A comparison of the effects of different combinations of Agrobacterium strains 
and plant tissue culture media on dry weight of Chicory hairy roots. 

  
، نژاد زشعلاوه بر بازده متفاوت تراری

اي بر  باکتري مورد استفاده اثر قابل ملاحظه
. ردن دایموی يها شهی ريفنوتیپ رشد

ي ریشه مویین ها مختلف کلونات یخصوص
از تفاوت در حاصل از یک سویه باکتري ناشی 

به درون  Ri يها تعداد رونوشت و محل ورود ژن

تفاوت در ). Doran, 2002 ( استیاهیژنوم گ
ي ها کلون یکی و مورفولوژي رشديها یژگیو

ي مختلف باکتري، ها ریشه مویین حاصل از سویه
 يها ر ژنی تاثیچگونگعلاوه بر عوامل فوق به 

rol  سطوح ، ها ن ژنیان ایب. شود مینسبت داده نیز
ا ی و ینینیتوکیسی و نی اکسيها  هورمونیداخل
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ي گیاهی به سطوح ها سلولت یحساسمیزان 
 Shen (دهد میر ییرا تغ  رشديها داخلی هورمون

et al., 1988 .(ر ی تاثین داخلی اکس،انین میدر ا
اد انشعابات ین، ازدیی مويها شهی بر رشد ريا هژیو

تغییر مقادیر  نیهمچن.  داردیو توقف رشد خط
بر اي  مواد مغذي محیط کشت، تاثیر قابل ملاحظه

هاي مویین دارد و بدیهی است که هر  رشد ریشه
چقدر اختلاف بیشتري در غلظت مواد مغذي 
ایجاد شود، اختلاف بیشتري نیز در میزان رشد 

ن یبنابرا. یک کلون ریشه مویین مورد انتظار است
ط کشت به منظور یبات محی ترکينه سازیبه

 از اهداف مهم یکی به ها تیش تجمع متابولیافزا
 ل شده استین تبدیی مويها شهی ردر کشت

)Condori et al., 2010; Shinde et al., 2010 .(
ن یشتری نشان دادند که بها داده ین بررسیدر ا

  کشتطین، در محیمویشه یزان وزن خشک ریم
MSهی با سوزشی و ترارA13 ن وزن ی و کمتر

 و در اثر B5  کشتطین در محیمویشه یخشک ر
به طور .  شده است حاصلA4ه ی با سوزشیترار
 بر رشد MSط کشت یتوان گفت اثر مح می ینسب

 يها هی در تمام سویاه کاسنین در گیموی يها شهیر
.  بودها کشتط یر محیشتر از سایش، بیمورد آزما
اه ی گيمطالعات انجام شده بر رواگرچه 

Glycrrhiza glabra دهد  می نشان 2008 در سال
 MS، NB ،WP یطیمار محی ت چهارانیکه از م

ر را بر ین تاثییشتر بNB  کشتطی، محB5و
 هجه وزن خشک آن داشتیسرعت رشد و در نت

توان به تفاوت در نوع  مین تفاوت را یست، اا 

 یکیولوژیزی فيازهای و تفاوت در نیاهیپ گیژنوت
 ي باکتري هین نوع سویاه و همچنی گيو رشد

 ). Shakti et al., 2008 (مورد استفاده نسبت داد

  
  نیموی يها شهیپ رشد رین فنوتییعت

پ ی، فنوتها  وزن خشک کلونيبر مبنا
مار ین حاصل از هر تیموی يها شهی ريرشد
  تند،يها ، به صورت سه گروه کلونيباکتر

ن یبر ا. در نظر گرفته شد رشد کند و متوسط
 C7  و C6، کلون A4 ي از باکترC1 کلون ،اساس

 ي باکتر ازC7 و C2 ،C6 و کلون A13 ياز باکتر
ن ی به عنوان کلون تند رشد، همچن15834

، A4 ي از باکتر C9و C2 ،C4 ،C8ي ها کلون
 ي از باکترC1   و کلونA13 ي از باکترC8کلون 

 ها ه کلونی به عنوان کلون کند رشد و بق15834
.  با رشد متوسط انتخاب شدنديها به عنوان کلون

 C1 ن وزن خشک مربوط به کلون تند رشدیشتریب
 گرم ماده خشک و یلی م250 با A4 ي باکتراز

  از C1ن آن متعلق به کلون کند رشد یکمتر
 بود گرم ماده خشک یلی م6/4 با 15834 يباکتر

تفاوت رشد هاي انجام شده  در بررسی ).4شکل (
  ریشه مویینهاي اي در بین کلون قابل ملاحظه

هاي  حاصل از نژادهاي مختلف باکتري و نیز کلون
لقیح یک نژاد ملاحظه شد که چنین حاصل از ت

تنوعی بطور قطع در مورد مقدار آلکالوئید تولیدي 
خواهد داشت هاي مختلف نیز وجود  توسط کلون

)Sevon et al., 1998(.   
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 آگروباکتریوم رایزوژنز  مختلفيها هی حاصل از سو کاسنینییشه موی ريها کلونمیزان رشد  -4شکل 

 A13 ،15834به ترتیب کلون هاي ریشه مویین حاصل از سویه هاي  : C و A ،B. بر اساس وزن خشک
  .A4  و

Figure 4- Growth rates of Chicory hairy root clones induced by different strains of A. 
rhizogenes based on dry weight. A, B and C: hairy root clones induced by strains A13, 
15834 and A4, respectively. 

  
 دلیل این تنوع سوماکلونال قابل ملاحظه

هنوز مشخص نگردیده است و فقط دلایلی  
 T-DNAهمچون حضور دزهاي مختلفی از 

هاي تراریخته اولیه هر کلون و  باکتري در سلول
 باکتري در T-DNAهاي  یا بیان متفاوت ژن

ن بیان ا توسط محقق،هاي مختلف هاي کلون سلول
با  ند کها هافتین درا محققنی همچن.گردیده است

 به ژنوم سلول T-DNAتوجه به محل ورود 
 يها تی در تجمع متابولی متفاوتي، الگوهایاهیگ

 Mano et al.) 1989 (45. شود میه مشاهده یثانو
 Duboisiaاه ین گیی مويها شهیکلون از ر

leichhardtii افتند که تنوع ی کردند و دریرا بررس
در سرعت رشد، تجمع  يا هقابل ملاحظ

  . وجود داردها  کلونیه و بازدهی ثانويها تیمتابول

  
   کاسنینیموی يها شهی رتائید مولکولی

اگرچه مورفولوژي رشد پلاژیوتروپیک 
سریع با تولید انشعابات فراوان در محیط کشت 
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هاي مویین مورد  فاقد هورمون، معرف ریشه
 هختبررسی ماهیت تراری  با این حالمطالعه بود،

 اي از  قطعه براي تکثیرPCR توسط تکنیک آنها
 با استفاده از دو جفت rolC و rolBدو ژن 

نتایج . آغازگر اختصاصی بطور جداگانه انجام شد

 و PCRهاي  حاصل از تفکیک محصولات واکنش
تکثیر  (rolBآشکارسازي باندها، حضور دو ژن 

تکثیر قطعه ( rolCو  ) مورد انتظارbp 430قطعه 
bp 612هاي  در ژنوم سلول ) مورد انتظار

 ).6 و 5هاي  شکل (دهاي مویین را تائید نمو ریشه
 

 
 

با  PCRهاي  در واکنش)  bp 430(منطبق بر اندازه مورد انتظار ي DNAتکثیر قطعه   -5شکل 
 :1: هاي مویین کاسنی  ریشهDNA بر روي  آگروباکتریوم رایزوژنزrolBژن آغازگرهاي اختصاصی 

 حاصل از نیمویشه ی ريها کلوني DNAر شده از ی تکثقطعه :2- 8،  یک کیلوبازي DNA اندازه نشانگر
 DNAر شده از ی تکثقطعه :10، طبیعیشه یري DNA از قطعه مورد انتظارر یعدم تکث: A4 ،9سویه 
   یک کیلوبازيDNAنشانگر اندازه  :A4 ،11ه ی سوA .rhizogenes يباکتر

Fig 5- PCR amplified DNA fragments with the expected size (430 bp) using specific 
primers for rolB gene of A. rhizogenes on Chicory hairy root DNA. 1: 1 kb DNA ladder, 
2-8: amplified fragments from DNA of hairy root clones induced by A4 strain. 9: no 
PCR product from normal Chicory root DNA, 10: amplified fragment from DNA of A. 
rhizogenes strain A4, 11: 1 kb DNA ladder. 

  
 روشی قوي براي پی بردن PCRتکنیک 

 ن در ژنوم مواد گیاهیترانسژبه حضور توالی 
غازگر آبدین منظور یک جفت  .استتراریخته 
 ساختار ژنی مورد استفاده در  براياختصاصی

طراحی گردیده و پس از زش اریترفرایند 
غازگر را در آ مواد گیاهی، این DNAاستخراج 

 براي تکثیر قطعه اختصاصی PCRیک واکنش 
 قطعه مورد انتظار، تکثیر. نمایند مورد نظر وارد می

د نظر در مواد گیاهی رمبین وجود ژن خارجی مو
ذکر گردید، ظهور  قبلاهمانگونه که . باشد می

 نز، ژ رایزوم آگروباکتریوشی از نا هاي مویین ریشه
 این باکتري Riید م پلاسT-DNAحاصل انتقال  

بنابراین بررسی . باشد هاي گیاهی می به سلول
توان با  هاي مویین را می  ریشههماهیت تراریخت

 این T-DNAهاي موجود بر روي  ردیابی ژن
 و rolA ،rolBهاي  باکتري که مهمترین آنها ژن
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rolCاد انجام د، هستند) Krolicka et al., 

2001(.   
  سپاسگزاري

پژوهشکده این تحقیق با حمایت مالی 
به  ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان

 .انجام رسید

   
 

 
 

با  PCRهاي  در واکنش)  bp 612(ي منطبق بر اندازه مورد انتظار DNAتکثیر قطعه   -6شکل 
 :1: هاي مویین کاسنی  ریشهDNA بر روي وژنز آگروباکتریوم رایزrolCژن آغازگرهاي اختصاصی 

 حاصل از هاي ریشه مویین کلوني DNA تکثیر شده از قطعه :2- 8،  یک کیلوبازي DNAنشانگر اندازه 
 DNA تکثیر شده از قطعه :10، طبیعیریشه ي DNA از قطعه مورد انتظارعدم تکثیر : A4 ،9سویه 

  . یک کیلوبازيDNAندازه نشانگر ا :A4 ،11 سویه A .rhizogenesباکتري 
Fig 5- PCR amplified DNA fragments with the expected size (430 bp) using specific 
primers for rolC gene of A. rhizogenes on Chicory hairy root DNA. 1: 1 kb DNA ladder, 
2-8: amplified fragments from DNA of hairy root clones induced by A4 strain. 9: no 
PCR product from normal Chicory root DNA, 10: amplified fragment from DNA of A. 
rhizogenes strain A4, 11: 1 kb DNA ladder. 
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Abstract 

Agrobacterium rhizogenes induced hairy roots gain of the potential of production and 
accumulation of plant secondary metabolites. In recent decades, many researchers have 
focused on the biosynthesis of valuable secondary metabolites in hairy roots, because 
genetically modified roots produce such compounds with more genetic and biosynthetic 
stability than cell suspension cultures. Chicory (Cichorium intybus L.) is a biennial or 
perennial medicinal plant from Asteraceae. The plant contains many important metabolites 
including inulin, scoline, coumarin, vitamins, flavonoids and aromatics. In this study, with the 
aim of optimizing hairy root culture establishment, cotyledons of Chicory plants inoculated 
with different strains of Agrobacterium rhizogenes were cultured on different plant tissue 
culture media. Numbers of hairy roots produced in different experiments were recorded and 
molecular confirmation of hairy root clones was performed through specific amplification of 
rolB and rolC genes in PCR reactions. Based on the efficiency of hairy root induction in 
different experiments, the best combination of bacterial strain-culture medium for establishing 
hairy root cultures of Chicory were determined. Agrobacterium rhizogenes strains A4, A13 
and 15834 induced hairy roots in Chicory and MS medium was considered as the best culture 
medium for developing and establishment of hairy root cultures. 
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