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  دهكيچ
اي گياهان دارويي، روش مناسبي براي توليد شيشههاي مويين در كشت درونالقاي ريشه

برخوردارند و با داشتن انشعابات فراوان، هاي مويين از رشد سريع باشد ريشههاي ثانويه ميمتابوليت
 باشند.هاي ثانويه دارا ميهاي طبيعي براي توليد متابوليتتوانايي مشابه يا حتي بيشتر نسبت به ريشه

تركيبات  يباشد و حاومي Asteraceaeي دارويي متعلق به تيره گياه ).Cichorium intybus L(كاسني 
باشد. بيش از مي فلاونوئيدها كومارين و اسكولين، شيكوريك اسيد، اينولين، جمله از مهمي بسيار دارويي

تركيب منحصر به فرد و ارزشمند در اين گياه دارويي گزارش شده است كه بيشتر اين تركيبات در  100
نوع  تأثيرانجام شد.  4Aي سويه A. rhizogenesهاي مويين توسط ريشه هستند. در اين تحقيق، القاي ريشه

هاي مويين بررسي شد. ساعت) بر كارايي القاي ريشه 72و  48، 24كشتي مختلف (ريزنمونه و سه مدت هم
ريشه در هر ريزنمونه) در  72/14درصد) و تعداد ريشه ( 100هاي مويين (بيشترين درصد القاي ريشه

 PCR يوسيلهبه هاي مويينساعت هم كشتي حاصل شد. تائيد مولكولي ريشه 72ي كوتيلدون و ريزنمونه
 NAAهاي مختلف غلظت تأثير، در آزمايش ديگريانجام شد.  rolBهاي اختصاصي ژن با استفاده از آغازگر

توده بررسي شد و درصد) بر ميزان تجمع زيست 6و  5، 4، 3گرم در ليتر) و ساكارز (ميلي 5/1و  1، 5/0، 0(
حاوي تركيب  MSهاي مويين در محيط كشت گرم) ريشه 13/0گرم) و وزن خشك ( 93/1تر ( بيشترين وزن

  درصد ساكارز حاصل شد. 3و  NAAگرم در ليتر ميلي 5/0
  .كشتيهم، هاي ثانويه، نفتالين استيك اسيد، متابوليتrolBهاي مويين، ژن ريشه كلمات كليدي:

 
  مقدمه

 توليد امكان و بالا ژنتيكي يپايدار رشدي بسيار زياد، مويين، به علت داشتن سرعت هايريشه سيستم كشت

اهكاري ررشد گياهي،  هايكنندهتنظيمز به فراوان و بدون نيا  بازده با كم زمان ارزش در ي باهاي ثانويهمتابوليت
از طريق درج قسمتي از  Agrobacterium rhizogeneباشد. باكتري خاكزي سودمند براي توليد تركيبات دارويي مي

هاي مويين در نزديكي محل ورود خود به ب القاي ريشهدر ژنوم گياهي، موج T-DNAي هاي خود موسوم به ناحيهژن
هاي اكسين و سايتوكينين را رمز هاي سنتز هورمونهايي است كه آنزيمشامل ژن T-DNAشود. بخش داخل گياه مي

  كنند. مي
بسته به مناطق مختلف، باشد كه مي Asteraceaeي از تيره ياگونه.Cichorium intybus L كاسني با نام علمي 

گيرد. از هاي گياه كاسني مورد استفاده قرار ميكند. تقريباً تمام قسمتساله رشد ميساله و چند، دوسالهيك صورتبه
هاي سديم، منيزيم، پتاسيم و نيترات پتاسيم است. جمله تركيبات برگ كاسني شيكوريك اسيد، سولفات و فسفات

اسيد، پكتين، هاي مختلف از قبيل گلوكز، فروكتوز و ساكارز، شيكوريكلين، قنددرصد اينو11-15ريشه داراي 
هاي كبدي و صفراوي و التيام ي اين گياه در درمان بيماريباشد. از ريشهلاكتون، اسيد تارتاريك ميترپنسسكويي

 ,.Yang et al(شود تفاده ميبر اسكننده به عمل هضم غذا و تباشتهاآور، محرك صفرا و كمك عنوانبهزخم، همچنين 
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اهش كدرصد در  3كاهد و تا ها ميگليسريددرصد از ميزان تري 40اينولين موجود در كاسني تا حدود ). 2009
ي سيستم ايمني بوده و بدن را در مقابل عوامل همچنين تقويت كننده )Ewa et al., 2002است ( مؤثرلسترول خون ك

ن با تحريك يداشته و همچن  HIVد خواص ضدويروسياس يكوريكش ).Taper et al., 2002(كند زا مقاوم ميبيماري
). با توجه به اهميت كبد در Lee et al., 2010(باشد ز، براي كاهش قند خون مفيد ميكن و جذب گلويترشح انسول

هاي كبدي و ي كاسني در درمان بيماريهاي كبدي در كشور، اهميت ريشهي بدن از سموم، و كمبود داروتصفيه
  صفراوي بيش از پيش مورد توجه است. 

رند. ل داد محصويها زمان جهت تولسال يها و حتاز به ماهياغلب ن يسنت يزراع يهاروش ياهيي گبسته به گونه
 ييهوا ورات آب ييا تغيزا يمارياز جمله عوامل ب يعوامل متعدد تأثيرد شده تحت يت توليمقدار متابول علاوهبه
 يهاتيد متابوليهت تولجراه حل  يك عنوانبههاي مويين كشت ريشه ويژهبهو  يياهان دارويشت بافت گكباشد. يم

ي سازي القا و كشت ريشههينه. لذا هدف از اين تحقيق ب)Hasanlu et al., 2009(شده است  يي با ارزش معرفهيثانو
  اي خواهد بود.در شرايط درون شيشه NAAو  A. rhizogenesمويين گياه كاسني با استفاده از 

 
  هامواد و روش
  ريزنمونه يهيو ته مواد گياهي

ده شد و درصد قرار دا 2دقيقه در محلول بنوميل  30ي استريل، بذور كاسني به مدت گياهچه يهيمنظور تهبه
در  درصد 5يم يت سدپس از شستشو با آب مقطر استريل، به داخل هود لامينار انتقال داده شد و ضد عفوني با هيپوكلر

از چند بار  ) شستشو داده شد و پسدقيقه (و يك دقيقه آبكشي در بين دو مرحله 10دو مرحله و هر بار به مدت 
آب استريل، در  دقيقه شستشو با 15ثانيه ضدعفوني گرديد و پس از  90درصد به مدت  70آبكشي، در نهايت با الكل 

ساعت  16وري نو شرايط  گرادسانتيي درجه25 ± 2جامد كشت گرديد و در اتاقك رشد با دماي  MSمحيط كشت 
تري روزه جهت تلقيح با باك 5 و هيپوكوتيل هاي كوتيلدوننمونهداري شد. از ريزساعت تاريكي نگه 8روشنايي و 

  استفاده شد. 
 هاي مويينالقاي ريشه

ي سوسپانسيون باكتري به شرح . تهيهاستفاده شد 4A يهيسو A.rhizogenesز ا ن،ييهاي موشهير يمنظور القابه
گرم در ليتر ميلي 50مايع حاوي  LB (Bertani, 1952)زير انجام شد. يك كلوني از باكتري در محيط كشت 

و با چرخش  گرادسانتيي درجه 26بيوتيك ريفامپسين، كشت گرديد. كشت باكتري در شيكر انكوباتور با دماي آنتي
 rpm120  600ساعت قرار داده شد. ميزان  24به مدتOD سوسپانسيون باكتري براي تلقيح در محيط كشت LB  ،6/0 

ور شدند. دقيقه غوطه 15ها در شرايط استريل در سوسپانسيون باكتري به مدت نمونهگرفته شد. ريز در نظر
هاي تلقيح شده، در روي كاغذ صافي براي حذف باكتري اضافي، نسبتاً خشك گرديد و سپس روي محيط نمونهريز

تاريكي  طيشراو در  گرادسانتيي درجه 25±2ساعت در دماي  72و  48 ،24جامد كشت و به مدت MS كشت 
يش شت گرديدند. اين آزماشاهد در شرايطي مشابه با تيمار ك عنوانبههاي تلقيح نشده نيز هداري شدند. ريزنمونهنگ
ها در آب كشتي، ريز نمونهفاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي انجام شد. پس از سپري شدن مدت هم صورتبه

گرم در ليتر سفوتاكسيم شستشو داده شدند و پس از خشك شدن در روي كاغذ صافي، به ميلي 250استريل حاوي 
رشد گياهي  هايكنندهتنظيمفاقد بيوتيك سفوتاكسيم و گرم در ليتر آنتيميلي 500جامد حاوي  MSمحيط كشت 

ها ي مويين و ميانگين تعداد ريشهها، درصد القاي ريشهانتقال داده شدند. پس از گذشت چهار هفته از ظهور ريشه
 محاسبه گرديد.
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  هاي مويينمولكولي ريشه تأييد
هاي ) از ريشهCTAB  )Khan et al., 2007به روش  DNAهاي مويين، استخراج مولكولي ريشه تأييدجهت 

 A. rhizogenesد شاهد انجام شد. پلاسمي عنوانبههاي تلقيح نيافته هاي حاصل از ريزنمونهمويين و همچنين ريشه
استخراج  DNAروي  Brolهاي اختصاصي ژنبا آغازگر PCRي كنترل مثبت استفاده شد. برنامه عنوانبهنيز  4Aسويه 

(آغازگر  'ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3-'5زير بود:  صورتبهها شده انجام شد. توالي آغازگر
شامل يك  RCRي آغازگر معكوس). برنامه( 'TAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3-'5مستقيم) و 

 94رشتگي در دماي چرخه شامل واس 35دقيقه،  5به مدت  گرادسانتيي درجه 94چرخه واسرشتگي اوليه در دماي 
ثانيه، بسط در  45به مدت  گرادسانتيي هدرج 55ها در دماي دقيقه، اتصال آغازگر 5به مدت  ادگرسانتيي درجه
به  گرادسانتيي درجه 72ثانيه و يك چرخه بسط نهايي در دماي  30دقيقه و  1به مدت  گرادسانتيي درجه 72دماي 
رد مشاهده و صد در دستگاه ژل داك، مودر 8/0پس از الكتروفورز در ژل آگارز  PCRدقيقه بود. محصولات  7مدت 
  برداري قرار گرفتند.عكس

  هاي مويينو منبع كربن و بر كشت ريشه NAAهاي مختلف تيمار غلظت
متر برش داده شدند و به ظروف شيشه مربا سانتي 2روزه به طول  5هاي هاي مويين حاصل از كوتيلدونريشه

گرم ريشه كشت گرديد. ميلي 50تكرار انتقال يافت . در هر تكرار  3مايع در  MSليتر محيط كشت ميلي 15حاوي 
درصد)  6و  5، 4، 3گرم در ليتر) و ساكارز در چهار غلظت (ميلي 5/1و  1، 5/0، 0در چهار غلظت ( NAAهورمون 

 تصادفي ب طرح كاملاًل در قالصورت فاكتوريستفاده قرار گرفت. اين آزمايش بهتركيب مورد ا صورتبهيا  تنهاييبه
ساعت  8ساعت روشنايي و  16وري و شرايط ن گرادسانتيي درجه 25±2ها در دماي انجام شد. بعد از كشت، ريشه

ها در آون در دماي گيري شد. پس از خشك كردن ريشهها اندازهتاريكي نگهداري شد. بعد از چهار هفته، وزن تر ريشه
 گيري شد ها اندازهساعت، وزن خشك ريشه 48به مدت  گراديسانتي درجه 40

 
  نتايج و بحث

  هاي كوتيلدونهاي مويين در ريزنمونهكشتي بر القاي ريشهنوع ريزنمونه و مدت هم تأثير
كشتي بر درصد توليد نمونه و مدت همها نشان داد كه اثر متقابل نوع ريزي واريانس دادهنتايج حاصل از تجزيه

كشتي بر درصد توليد دار نبوده اما اثرات اصلي نوع ريزنمونه و مدت همها معنيهاي مويين و ميانگين تعداد ريشهريشه
ي باشد. نتايج حاصل از مقايسهدار ميدرصد معني 1طح احتمال ها در سهاي مويين و ميانگين تعداد ريشهريشه

درصد تراريختي  100، با A. rhizogenesي كوتيلدون با هانمونهكشتي ريزساعت هم 72ها نشان داد مدت ميانگين داده
). سن 2(شكل  هاي مويين داشته استرا در القاي ريشه تأثيرعدد ريشه در هر ريزنمونه بيشترين  72/14و ميانگين 

تر تهيه شود درصد ي جوانباشد و هرچه ريزنمونه از گياهچههاي مويين ميدر القاي ريشه تأثيرگذارريزنمونه عاملي 
  (Zhi-Bi & min, 2006).هاي مويين بيشتر استالقاي ريشه

  
  هايانگين تعداد ريشهمهاي مويين و كشتي بر درصد القاي ريشهنوع ريزنمونه و مدت هم تأثير -1شكل 
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  هاي مويينتائيد مولكولي ريشه

نوار حاصل از شاهد  را نشان داد كه با 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 ريشهمثبت ( باكتري) هم

  
.: هاي مويينريشه DNA بر روي Brol ژن اختصاصيهاي با آغازگر PCR در واكنش bp 760 ياندازهبه DNAتكثير قطعه -2شكل 

  هاي مويين،ريشه -3-8، كنترل مثبت عنوانبه 4A يسويه A. rhizogenes-2 يك كيلوبازي، DNA ينشانگر اندازه -1
 

  هاي مويينو منبع كربن بر كشت ريشه NAAهاي مختلف غلظت تأثيربررسي 
مختلف ساكارز بر هاي و غلظت NAAها نشان داد كه اثر متقابل هورمون ي واريانس دادهنتايج حاصل از تجزيه

). نتايج حاصل 1باشد (جدولدار ميدرصد معني 1هاي مويين در سطح احتمال تر و خشك و شاخص رشدي ريشهوزن
 MSگرم) در محيط كشت  13/0گرم)، وزن خشك ( 93/1ها نشان داد بيشترين وزن تر (ي ميانگين دادهاز مقايسه

 گرم) و وزن 02/1ز بدست آمد و بعد از آن، بيشترين وزن تر (درصد ساكار 3و  NAAگرم در ليتر ميلي 5/0حاوي 
). 3اكارز بود (شكل درصد س 5و  NAAگرم در ليتر ميلي 5/0حاوي  MSگرم) متعلق به محيط كشت  07/0خشك (
 هاي ثانويهتوده و توليد متابوليترا در تجمع زيست تأثيربيشترين  NAA گرمميلي 5/0با نتايج حاصل، غلظت  مطابق

). همچنين et alGangopadhyay ,.2011(داشته است  IAAو  3GA ،IBAنسبت به  Plumbagoindicaرا در گياه 
). Wu et al., 2006(ست هاي ثانويه در گياه حائز اهميت ااستفاده از منبع مناسب براي كربن در رشد و توليد متابوليت

د هاي ثانويه دارابوليتمنبع كربن نقش بسزايي در رشد ريشه و افزايش انشعابات ريشه و توليد مت عنوانبهساكارز 
)Malamy and Ryan, 2001ست ه شده ا). البته در برخي موارد افزايش غلظت ساكارز موجب بازدارندگي از رشد ريش

  ).Nguyen et al., 1992(باشد كه احتمالاً به علت تنش اسمزي مي
  

  هاي مويينتر و خشك ريشهو ساكارز بر روي وزن NAA تأثيرتجزيه واريانس  -1جدول

 df  منابع تغييرات
  ميانگين مربعات

  وزن خشك  تر وزن
NAA 3  **59/0  **003/0  
  002/0**  39/0**  3  ساكارز

× NAA 002/0**  39/0**  9  ساكارز  
  0002/0  03/0  32  اشتباه آزمايشي

 %1احتمال داري در سطح : معني**
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: Aهاي مويين. توده در ريشهزان رشد و تجمع زيستو ساكارز بر ميNAAحاوي سطوح مختلفMSمحيط كشت تأثيري مقايسه -3شكل 
  هاي مويين.: ميزان وزن خشك ريشهBهاي مويين، ميزان وزن تر ريشه
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Abstract 
Hairy roots induction in medicinal plants in vitro culture is a useful method to increase the 

production of secondary metabolites. Because hairy roots culture systems have fast growth rate and 
highly branching and able to produce secondary metabolites in same or greater amount compare to 
the normal roots. Chicory (Cichorium intybus L.) is a medicinal plant from Asteraceae. This plant 
contains many important metabolites include chicoric asid, inulin, scoline, coumarin and 
flavonoids. Over 100 individual and important compounds have been identified from this medicinal 
plant and the majority of which are from the roots. In this research, hairy root induction was 
established through the mediation of the A4 strain of Agrobacterium rhizogenes. The effects of type 
of explant and three different co-culture times (24, 48 and 72 Hours) on the efficiency of hairy root 
induction were investigated. Maximum hairy root induction (100 percent) and number of roots 
(14.72 roots per explant) induced from 5-day-old cotyledon in 72 hours co-culture. Hairy roots were 
confirmed by PCR using rolB gene-specific primers. In other experiment the effect of various 
concentration of NAA (0, 0.5, 1 and 1.5 mg/l) and sucrose (3, 4, 5 and 6%) were investigated. 
Maximum fresh weight (1.93g) and dry weight (0.13g) of hairy roots was reached by MS medium 
supplemented with combination of 0.5 mg/l NAA and 3% sucrose.  
Keywords: Co-culture, Hairy roots, NAA, RolB gene, Secondary metabolites.  
 


