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  دهكيچ
هاي تابوليتبراي توليد م مؤثريابزار  A. rhizogenesهاي مويين حاصل از تلقيح با ريشهكشت 

د تولي هاي مويين از پايداري ژنتيكي و بيولوژيكي برخوردارند و قادر بهاست زيرا ريشه ي گياهيثانويه
مله كاسني از ج. باشدميسرعت رشد زياد در محيط كشت بدون هورمون  ودر زمان كوتاه  هامتابوليت

دارويي  . ريشه و برگ و بذر آن شامل تركيباتباشدمي Asteraceae يگياهان دارويي ارزشمند از تيره
در . ها استها و ويتامينها، فلاونوئيدها، كومارينترپناينولين، شيكوريك اسيد، سسكوئي مختلف از جمله

ع نو تأثيرتوليد شدند.  A. rhizogenes 15834و  4A  ،11325هاي هاي مويين توسط سويهاين تحقيق، ريشه
ي در ريزنمونه هاي مويينريشهالقاي ساعت) بر كارايي  72و  48، 24كشتي مختلف (سه مدت همسويه و 

ر ريشه در ه 56/9هاي مويين () و تعداد ريشهدرصد 66/66بررسي شد. بيشترين ميزان تراريختي ( برگ
ي ويهها با سريزنمونه ساعت هم كشتي 72متر) در اثر تيمار سانتي 6/10ريزنمونه) و بيشترين طول ريشه (

4A يوسيلهبههاي مويين . اثبات تراريختي ريشهدست آمدبه PCR هاي اختصاصي ژن با استفاده از آغازگر
rolB  .سه نوع محيط كشت مختلف ( محيط كشت  تأثيرانجام شدMS ،مايعMS  2/1 مايع وMS (نيمه جامد 

 MSت محيط كشو  15834ي سويه هاي مويين بررسي شد. نتايج نشان دادي ريشهبر ميزان رشد بهينه
  .دارند) 14/0) و خشك (7/1ن وزن تر (يتوليد بيشتر را در تأثيرمايع، بهترين  2/1

  كشتي، همهاي ثانويهمتابوليتكاسني، ، rolBژن هاي مويين، ريشه:كلمات كليدي
 

 مقدمه

، در حال گسترش هاآنبودن  خطركمامروزه گرايش عمومي جوامع به استفاده از داروهاي گياهي به علت سالم و 
هاي و آلودگي هاي توليد و واردات. اثبات اثرات مخرب و جانبي داروهاي شيميايي، هزينهباشدميروزافزون 

صد در 50حدود  كهطوريبه، باعث افزايش توجه به سمت درمان از طريق گياهان دارويي شده است محيطيزيست
كشت  يسنت يهاروشهاي گياهي در د متابوليتيتولطبيعي و گياهي دارند.  منشأداروهاي توليد شده در جهان 

ا يزا يماريل باز جمله عوام يعوامل متعدد تأثيرنياز به زمان طولاني داشته همچنين تحت گياهان دارويي اغلب 
شت ك ).Ritala et al., 2014( باشدميد شده بسيار اندك يت توليمقدار متابول علاوهبه. باشديم ييرات آب و هواييتغ

 يهاوشر از يكي .شده است يرفه با ارزش معيثانو يهاتيد متابوليجهت تول حلراه يك عنوانبه يياهان دارويبافت گ
كشت  از استفاده تاس قرار گرفته توجه مورد اريبس ييدارو اهانيگ در ييدارو باتكيش تريافزا يبرا امروزه هك نوين

گيرد. مي صورت A. rhizogenes تلقيح گياه با از طريقكه  )Srivastava et al., 2013( باشديم مويين يهاشهيبافت ر
 ي باهاي ثانويهليتمتابو توليد امكان و بالا ژنتيكي يپايدار رشدي بسيار زياد، سرعت با داشتن مويين، يهاريشه

ركيبات اهكاري سودمند براي توليد تررشد گياهي،  هايكنندهتنظيمبازده فراوان و بدون نياز به  با كم زمان ارزش، در
  .باشدميدارويي 
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 ينولين،اشيكوريك اسيد، حاوي مواد دارويي ارزشمندي از جمله  .Cichorium intybus L)(كاسني دارويي گياه 

م بوده و كزايي بسيار ژياينولين به علت غير قابل هضم بودن، داراي انر .باشدمي فلاونوئيدها كومارين و اسكولين،
توانند تا حدود و مي )Flamm et al., 2001(ند كمي كمكه به بهبود عملكرد روده كاي را دارند فيبر تغذيه كخواص ي

. همچنين )Ewa et al., 2002(اشد ب مؤثرلسترول خون كاهش كدرصد در  3ها و تا درصد از ميزان تري گليسريد 40
زا عمل ي عوامل بيمارينندهكوبكسر عنوانبهنندگي سيستم ايمني بدن را دارد و ككخواص ضد تومور و تحري

  . )Taper et al., 2002(ند كمي
هستند  يقو يدانيسكايبا قدرت آنت يباتكيه دارند عموماً ترك يليسكدرويه يهال ساختار و گروهيها به دلفنل

دارد  HIVضدويروسفعاليت  integrase HIVم يدر مهار آنز ييل توانايد به دلياس يكوريكش. )2008، 4(دگل اينوسنتي
 Lee and مورد توجه قرار گرفته است هاي كبدي و صفراويدرمان بيماري ون يترشح انسول يكن به علت تحريو همچن

Scagel, 2010)( . هاي مختلف سويه تأثير پژوهش،در اينA. rhizogenes  ،محيط  تأثيركشتي گياه و باكتري و مدت هم
  بررسي قرار گرفت.  هاي مويين موردريشه پر رشدهاي در لاين تودهزيستمختلف در ميزان رشد و تجمع  هايكشت

 
  هامواد و روش

 ياهيگ مواد

 درصد، 70 انولات محلول در هيثان 90 مدت به سپس .داده شدند قرار يجار آب ريدقيقه در ز 30به مدت  بذرها

 سه بذرها سسپ .شد لامينار شستشو داده هود ريز درصد در 5 ميسد تيلركپويه در قهيدق 20 مدت به آن از پس و

گرم  6كارز و گرم در ليتر سا 30حاوي  MSشت ك طيمح در بعدازآن .شدندداده  شستشو ل،ياستر مقطر آب با مرتبه
 8ساعت روشنايي و  16شرايط نوري و  گرادسانتيي درجه 20 يدما با رشد كاتاق به در ليتر آگار كشت شدند. و

  روزه ريزنمونه تهيه شد.  20ي هاي گياهچهبرگ از ساعت تاريكي نگهداري شدند.
 هاي مويينالقاي ريشه

 41583و  4A ،11325 هايهيسو روزه، با استفاده از 20ي هاي برگي گياهچهريزنمونهن در ييهاي موشهيي رالقا
A.rhizogenes ساعت قبل از تلقيح، در محيط كشت  24هاي باكتري كه انجام شد. كلونيLB (Bertani, 1952)  مايع

و  گرادسانتيي درجه 26ا دماي ، كشت شده و در شيكر انكوباتور ببيوتيك ريفامپسينگرم در ليتر آنتيميلي 50حاوي 
دقيقه در  15ها به مدت نمونه. ريزندها استفاده شد، براي تلقيح ريزنمونهندرشد كرده بود rpm 120با چرخش 

و به جامد، كشت  MSز خشك شدن روي كاغذ صافي، در محيط كشت اور شدند و پس سوسپانسيون باكتري غوطه
هاي تلقيح ط تاريكي نگهداري شدند. ريزنمونهايرو در ش گرادسانتيي درجه 25±2ساعت در دماي  72و  48 ،24مدت 

 ب طرح كاملاًفاكتوريل در قال صورتبهشاهد در شرايطي مشابه با تيمار كشت گرديدند. اين آزمايش  عنوانبهنشده نيز 
  تصادفي انجام شد.

گرم در ليتر ميلي 500د حاوي جام MSها به محيط كشت كشتي، ريز نمونهپس از سپري شدن مدت هم
ز ظهور رشد گياهي انتقال داده شدند. پس از گذشت چهار هفته ا هايكنندهتنظيمبيوتيك سفوتاكسيم و فاقد آنتي
متر سانتي 2به طول  قطعاتي سپسها محاسبه گرديد. تعداد و طول ريشه ي مويين، ميانگينها، درصد القاي ريشهريشه

 15ربا حاوي مظروف شيشه  درو برش داده ، هاي مويين كه بيشترين رشد را داشتي از ريشهنوك انشعابات لايناز 
گرم در ليتر سفوتاكسيم بودند كشت ميلي 500مايع كه حاوي  MS 2/1و مايع MSجامد،  MSليتر محيط كشت ميلي

در  گرادسانتيي درجه 25±2ي و دما rpm 100سپس در شيكر با دور  گرم ريشه كشت شد. 1/0در هر شيشه  گرديد.
ها بر شك ريشهخها انجام گرديد. پس از پنج هفته، وزن تر و وزن واكشت ريشه باريكهر دو هفته  تاريكي قرار گرفتند.

 گيري شد.محيط كشت اندازه ليترميلي 15حسب گرم در 
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  يمرهاي اختصاصيهاي مويين با استفاده از پرامولكولي ريشه تأييد
 Bهاي اختصاصي ژنبا آغازگر PCRي . برنامهانجام گرفت )CTAB )Khan et al., 2007به روش  DNAاستخراج 

  rol  رويDNA 5زير بود:  صورتبهها استخراج شده انجام شد. توالي آغازگر'-

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3'  5(آغازگر مستقيم) و'-

TAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3' (آغازگر معكوس)ي . برنامهRCR  شامل يك چرخه
ي درجه 94چرخه شامل واسرشتگي در دماي  35دقيقه،  5به مدت  گرادسانتيي درجه 94واسرشتگي اوليه در دماي 

 72ثانيه، بسط در دماي  45به مدت  گرادسانتيي درجه 55ها در دماي دقيقه، اتصال آغازگر 5به مدت  گرادسانتي
 7به مدت  گرادسانتيي درجه 72ثانيه و يك چرخه بسط نهايي در دماي  30دقيقه و  1 به مدت گرادسانتيي درجه

درصد در دستگاه ژل داك، مورد مشاهده و  8/0پس از الكتروفورز در ژل آگارز  PCRدقيقه بود. محصولات 
  برداري قرار گرفتند.عكس

 
  نتايج و بحث

  هاي برگ در ريز نمونه هاي موييننتايج القاي ريشه
كشتي بر درصد القاي ها نشان داد كه اثر متقابل نوع سويه و مدت همنتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

و هاي مويين قاي ريشهكشتي بر درصد الدار نبوده اما اثر اصلي مدت همها معنيهاي مويين و ميانگين طول ريشهريشه
ها ي ميانگين دادهنتايج حاصل از مقايسه. باشدميدار درصد معني 1ها در سطح احتمال طول ريشهتعداد و يانگين م

دد ع 56/9درصد تراريختي و ميانگين  66/66، با 4Aي هاي برگ با سويهكشتي ريزنمونهساعت هم 72نشان داد مدت 
هاي است. در ريزنمونههاي مويين داشتهرا در القاي ريشه تأثيرمتر بيشترين سانتي 6/10ريشه و طول ريشه 

  ).1درصد مشاهده شد (جدول  66/6هاي نابجا بيشترين القاي ريشهغيرتراريخت، 
 مويين هايروي صفات ريشه كشتي برمدت هم و نوع سويه تأثير ميانگين مقايسة -1جدول

  متر)ميانگين طول ريشه (سانتي  ميانگين تعداد ريشه  درصد القاي ريشه  كشتي (ساعت)مدت هم +نوع سويه 
4A  +24  b 13  de 16/2  c 7/2  
4A  +48  ab 66/46  bcd 32/5  abc 2/6  
4A  +72  a 66/66  a 56/9  a 6/10  

11325  +24  b 20  de 66/1  c 5/3  
11325  +48  b66/26  de 38/2  bc 03/5  
11325  +72  ab66/46  ab 33/8  ab 83/8  
15834  +24  b33/13  e 1  c 1/3  
15834  +48  b66/26  ab 7  cab 7  
15834  +72  ab 40  a 5/8  a 83/9  

  باشند) نميP<0.05دار (اعداد با حروف مشترك در هر ستون داراي اختلاف معني
 

  هاي مويين ريشه رشد و نوع محيط كشت بر نوع سويه تأثيري مقايسه
ه و نوع محيط كشت بر وزن تر و داد كه اثر متقابل سن ريزنمون ها نشاني واريانس دادهنتايج حاصل از تجزيه

ها نشان داد كه بيشترين وزن ي ميانگين دادهدار شد. جدول مقايسهدرصد معني 1هاي مويين در سطح خشك ريشه
ها شهو كشت ري 15834ي هاي تلقيح يافته با سويهبرگهاي حاصل از گرم) در ريشه 14/0گرم) و وزن خشك ( 7/1تر (

  .)1شكل حاصل شد ( MS 2/1در محيط كشت 
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) و A( مايع) بر ميزان وزن تر MS 2/1مايع و  MSجامد،  MSأثير نوع سويه و نوع محيط كشت (از چپ به راست: ت -1شكل 
  ها.) ريشهBوزن خشك (

 

  
: Bيخت، هاي برگ غير ترارهاي نابجا در ريزنمونه: القاي ريشه. Aهاي نابجاهاي مويين و ريشهي رشد ريشهمقايسه -2شكل 

هاي : رشد ريشهDمايع.  MSيط كشت هاي نابجا در مح: رشد ريشهCهاي برگ تراريخت ، هاي مويين در ريزنمونهالقاي ريشه
  مايع MSدر محيط كشت  مويين

  
  هاي مويينتائيد مولكولي ريشه
ه با نوار حاصل از را نشان داد ك rolBمربوط به تكثير ژن  bp 760و الكتروفورز، حضور نوار  PCRنتايج حاصل از 

  ).4هاي تلقيح نشده نواري تكثير نشد ( شكل هاي حاصل از ريزنمونهاندازه بود اما براي ريشهشاهد مثبت ( باكتري) هم

  
 DNAبر روي  B rolژن  اختصاصيهاي با آغازگر PCRش در واكن bp 760ي به اندازه DNA تكثير قطعه -4شكل 

هاي يشهر -8-3كنترل مثبت،  عنوانبه  A. rhizogenes -2يك كيلوبازي،  DNAي نشانگر اندازه -1هاي مويين.: ريشه
  .يمنف شاهد عنوانبه نابجا شهير -9مويين، 
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Abstract 
Hairy root cultures obtained by Agrobacterium rhizogenes infection are an effective method 

for production of secondary metabolites, because hairy roots are genetically and biologically stable 
and they are able to produce metabolite within a short time and high growth rate on hormone-free 
media. Chicory (Cichorium intybus L.) is one of the important medicinal plants that belong to the 
family Asteraceae. Its root, leaf and seed contain important medicinal compounds such as inulin, 
sesquiterpen, cumarins, flavonoids and vitamins. In this research, hairy root induction was 
established through the mediation of the A4, 11325 and 15834 strains of A.  rhizogenes. The effects 
of strain type and three different co-culture times (24, 48 and 72 Hours) on the efficiency of hairy 
root induction in leaf explant were investigated. Maximum hairy root induction (66.66 percent), 
roots number (9.56 roots per explant) and maximum root length (10.6 cm) were induced from 72 
hours co-culture of explant with A4 strain. Hairy roots were confirmed by PCR using rolB gene-
specific primers. Three different culture media (solid MS, liquid MS and 1/2 MS media) was tested 
to determine the best suitable strain and media for the maximum Biomass of hairy root lines which 
had a highest growth rates. The results revealed that 15834 strain and liquid 1/2 MS media was 
superior for high fresh weight (1.7 g) and dry weight (0.14 g) production of hairy roots. 
Keywords: Co-culture, Cichorium intybus L., Hairy roots, RolB gene, Secondary metabolites.  


