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دارویی گياه در  هاي مویينریشهاليز فيتوشيميایی شرایط کشت و آن ،القاء بهينهسازي

 (Calotropis procera) استبرق

 *اسماعيل داردان و مراد جعفري

 کشاورزي، گروه مهندسی توليد و ژنتيک گياهی دانشکده، اروميه، دانشگاه اروميهایران، 

 21/08/1402 تاریخ پذیرش: 12/0۹/1401 تاریخ دریافت:

 چکيده

های ثانویه از تیره خرزهره، یک گیاه صنعتی و دارویی مهم است. این گیاه منبعی از متابولیت( Calotropis procera)استبرق 

های مویین القاشده توسط باشد. ریشههای ضد میکروبی و ضدسرطانی میمتعدد با خواص دارویی مختلف از جمله فعالیت

Agrobacterium rhizogenes مطالعه حاضرکند. در های دارویی مهم فراهم میای برای تولید متابولیتالعادهپتانسیل فوق، 

 30و  15تلقیح ) زمان (، مدتA4 ،A7 ،A13 ،K599، ATCC 11325 ،ATCC 15834) A. rhizogenesهای سویهاثرات 

بر تولید ریشه مویین در ( روز 42و  32، 24، 18، 14)سن ریزنمونه  و (گبر نوساقه، لپه، محور زیرلپه،) (، نوع ریزنمونهدقیقه

توده بر میزان تجمع زیست( WPMو  MS ،B5 ،SHکشت ) های مختلفهمچنین اثر محیط. استبرق مورد بررسی قرار گرفت

 ATCCایهفقط در سویه ی مویینبر اساس نتایج حاصل، القاء ریشههای ریشه مویین مورد ارزیابی قرار گرفت. در بهترین لاین

های در ریزنمونه%(  50) ینیهای موریشهء القامیزان حداکثر آمیز بود. برگ و نوساقه موفقیت یهاریزنمونهو  K599و   15834

های ریشه مویین از نظر رشد و تولید بین لاین .حاصل شد K599 سوبهبا ای دقیقه 30 زمان تلقیح مدت درروز  18با سن  برگی

( در کشت لیتر محیطمیلی 50گرم در  13توده تر )تقریبا داری وجود داشت. بیشترین میزان تولید زیستزیست توده تفاوت معنی

اکسیدانی، محتوای فنل کل و فلاونوئید کل در بدست آمد. فعالیت آنتی MSمحیط کشت در کشت شده های ریشه مویین لاین

بیشتر بود.  غیرتراریختههای ( در مقایسه با ریشهA15L7و  K5L4) توده بالاستیز دیتولمویین منتخب با  های ریشهلاین

 های طبیعی بود.برابر بیشتر از ریشه ۹الی  2تقریبا  مویین استبرق هاینشان داد محتوای فیتوشیمایی ریشه  GC-MSآنالیز

 GC-MS زیآنال ه،یثانو یهاتیمتابول ن،ییمو یهاشهی، رAgrobacterium rhizogenesاستبرق، : واژه هاي کليدي

  m.jafari@urmia.ac.irالکترونیکی: پست مسئول، نویسنده* 

 مقدمه

 procera  Calotropis(Aiton) علمی نام با استبرق

 Apocynaceaخانواده  ازساله چندو ئمی ای داختچهدر

سیا آغربی  ببیابانی جنوم حی گرادر نو( که 1است )شکل 

 (.45و  ۷)فریقا انتشار دارد آحل انه تا سواناحیه مدیترو 

، های گیاهی ارزشمند در عرصه طبیعیاز گونهق ستبرا

باشد. این گیاه به شرایط نامساعد صنعتی و دارویی می

مقاوم است و در  گرما و شوری خشکی، محیطی مانند

دارد بیابانی نقش مهمی و مناطق خشک های ی زمینحیاا

استبرق، با توجه به توخالی بودن و  . از الیاف ساقه(۶۷)

ی سبک وزن استفاده یتهازساخت کامپو ایبرچگالی کم، 

  (.28) شودمی

های مختلف استبرق به عنوان دارو به طور سنتی قسمت 

های مختلفی مانند صرع، زردی، برای درمان بیماری

های خوردگی و سرفه، اسهال، درمان زخم و عفونتسرما

(. 45 و ۶۷گیرد )می پوستی و قارچی مورد استفاده قرار

 ضد فعالیت دارای قستبرا داد نشان فارماکولوژی مطالعات

قارچ  (، ضد8التهاب ) ضد ،(4۷)تشنج  ضد (،15درد )
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 قابل (۷ی )کشحشره تیفعال ( و34باکتری ) ضد (،2۷)

گزارش شده است ترکیبات فعال  اً،خیرا. است توجهی

 یهالسلو به نسبت بالایی سمّیت سلولی اتثراستبرق ا

 (. طیف وسیعی از ترکیبات53و  23، 12دارد ) سرطانی

فنل، فلاونوئیدها، ترپنوئیدها،  جمله زیستی از

و  ها، آنتوسیانینهای قلبی، آلکالوئیدها، رزینگلیکوزید

و  2۷است ) هشد شناسایی هگیا ینترکیبات استرولی در ا

۶۷ .) 

قبیل  از رایج هایروش طریق از ثانویه یهامتابولیت تولید

به دلایل  زراعی هایزمین و کشت در از طبیعت آوریجمع

سرعت و مقدار بسیار پایین تولید،  متعددی شامل

تاثیرپذیری تولید از شرایط نامساعد محیطی، آلودگی های 

 از باشد.عوامل بیماریزا و عدم صرفه اقتصادی مناسب نمی

 و داشته محدودی طبیعی زیستگاه دارویی هانگیا طرفی

 معرض در راآنها  طبیعت، از دارویی گیاهان جمعآوری

 طرف دیگر، از (. 23) است داده قرار انقراض خطر

شوند، ای که در گیاهان ساخته میهای ثانویهتابولیتم

جنس یا گونه خاصی باشند و یا  ممکن است محدود به

 (. لذا برای۶5) اغلب در مرحله رشدی خاصی تولید گردند

 از استفاده ثانویه، هایمتابولیت انبوه و سریع تولید

کشت رسد. می نظر به ضروری فناورانهزیست هایروش

جدیدی برای تولید  مسیر اخیر دهه دو مویین در هایریشه

و  1۶) های ثانویه فراهم کرده استمتابولیتبهبود یافته 

 یکنندهتنظیم بدون کشت شرایط در مویین های(. ریشه3۶

 سریع، رشد .دارد بالایی تولید و بوده پایدار گیاهی، رشد

، تولید زیست توده شدن برابر دو کمتر بودن مدت زمان

 سنتز توانایی و نگهداری سهولت گرایی،زمین نداشتن

های ریشه مزایایی جمله از شیمیایی گوناگون ترکیبات

 تولید برای دایمی مهم و منبعی به را آنها مویین بوده که

 (. 5۶و  40، 3۶، 21است ) نموده ثانویه تبدیل هایمتابولیت

برای اولین  Calotropisهای مویین در جنس تولید ریشه 

مطالعه و گزارش شده است.  C. giganteaبار در گونه 

Sun ( در58و همکاران ) تولید  این گیاه های مویینریشه

 کیتوسان، هایمحرک تاثیر ترکیبات کاردنولیدی تحت

 توجه بارا مطالعه کردند.  مخمر عصاره و جاسموناتمتیل

 یهاروش از دهستفااستبرق، ا ییدارو همیتا به

 وریضرهای دارویی آن متابولیت تولید ایبرفناورانه زیست

بر اساس منابع علمی قابل دسترس، تاکنون . سدرمی به نظر

ی ژنتیکی سازای در زمینه تراریختفناورانهمطالعات زیست

های و القا و تولید ریشه مویین با در نظر گرفتن فاکتور

 این در لذاگزارش نشده است.  .procera Cموثر در گونه 

 هگیادر مویین  یشهر ءلقاا زیسابرای اولین بار بهینه تحقیق

های ترکیبات اسانس لاین ایمحتو مقایسه استبرق و

طبیعی )ریشه در مقایسه با ریشه  یینمو یشهگزینش شده ر

 . قرار گرفت بررسی غیرتراریخته( مورد

 
های بذر )پ( و ها )ب(، کپسولدرختچه استبرق )الف(، گل -1شکل 

متر، خط میلی 50خط مقیاس )الف(:  بذرها با تارهای ابریشمی )ت(.

محل  متر.میلی 5متر، خط مقیاس )ت(: میلی 10مقیاس )ب و پ(: 

 هرستان پارسیان.برداری: استان هرمزگان، شعکس

 مواد و روشها

 از مراتع بذرهای استبرق : کشت گياه و گياهی مواد

مختصات با هرمزگان  استان طبیعی شهرستان پارسیان،

عرض  2۷° ۷ʹطول شرقی و  53° 22ʹجغرافیایی بین 

 .آوری گردیدمتری از سطح دریا جمع 54شمالی و ارتفاع 
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 لتانوبا ا هابذرای، شیشه درون یهاهچهگیا تولید بمنظور

 3مدت  %، به ترتیب به 5سدیم  هیپوکلریت لمحلو % و ۷0

و پس از چند بار شستشو با آب  ضد عفونیدقیقه  10و 

کشت و در اتاق MS (38 )مقطر استریل، در محیط کشت 

 8ساعت روشنایی و  1۶و شرایط  C° 24 رشد با دمای

  ساعت تاریکی قرار داده شد.

 ءلقاا جهت :و تلقيح يباکتر نسوسپانسيو زيسادهماآ

شامل   A. rhizogenesیه باکتریسو شش از مویین ریشه

A4 ،A7 ،A13، ATCC 11325، ATCC 15834 و K599 

سوسپانسیون باکتری، ابتدا یک تک برای تهیه  .ستفاده شدا

، مایعLB کشت محیط  های مذکور درکلنی از باکتری

امپیسین کشت بیوتیک ریفگرم بر لیتر آنتیمیلی 50حاوی

گراد درجه سانتی 24ی ماد در ساعت 48 تبه مدگردید و 

انکوباتور )شرکت نور صنعت آزما فردوس، شیکر  روی

ار گرفت. ( قرrpmدور در دقیقه ) 180تکانش  با ایران(

 10به مدت  rpm 3۶00، سوسپانسیون با سرعت سپس

محیط  mL 10دقیقه به وسیله سانتریفوژ، رسوب و در 

ن حل ومیکرومولار استوسرینگ 100ایع حاوی م MSکشت 

ساعت روی شیکر انکوباتور با سرعت  4شد و به مدت 

rpm 100  درجه سانتی گراد قرار گرفت.  24در دمای 

 گ،بر ساقه و های لپه، محور زیرلپه،ریز نمونه تلقیح جهت

 توسطروز،  42و  32، 24، 18، 14با سنین  یهاهچهگیا

 در سپس وشدند  خمیز یباکتر به غشتهآ زنسو

 دقیقه 30 و 15 زمان مدتدو  دری باکتر نسوسپانسیو

های تلقیح شده روی کاغذ صافی نمونهریزشدند.  غوطهور

های اضافی حذف و برای عمل قرار گرفتند تا باکتری

جامد کشت و در محلی  MSکشتی روی محیط کشت هم

ساعت نگهداری شدند. در ادامه  ۷2تاریک به مدت 

 500مایع حاوی  MS½ها در محیط کشت نهریزنمو

ساعت  2بیوتیک سفوتاکسیم به مدت گرم بر لیتر آنتیمیلی

درجه  24 و دمای rpm 80در شیکر انکوباتور با تکانش 

ها گراد شستشو داده شدند. پس از شستشو، ریزنمونهسانتی

گرم بر لیتر میلی 500جامد حاوی  MSدر محیط کشت 

یم کشت و در اتاقک رشد در شرایط بیوتیک سفوتاکسآنتی

ها هر دو هفته تاریکی قرار گرفتند. واکشت ریزنمونه

بار انجام و در هر واکشت غلظت سفوتاکسیم به میزان یک

نصف کاهش یافت تا در نهایت از محیط کشت حذف 

 رشد برای و جدا از ریزنمونهها شدهاالق ریشههایگردید. 

 با رشد اتاقک در وکشت  جامد MS کشت محیط در بیشتر

 .شدند نگهداری تاریکی درگراد و درجه سانتی 24دمای 

ی ژنومی DNAاستخراج مویين:  يیشههار مولکولی تایيد

 تأیید جهت( انجام شد. 2۹) CTABها به روش از ریشه

ای پلیمراز زنجیره واکنشها از ماهیت تراریختگی ریشه

(PCRبرای تکثیر همزمان ) ای هنهایی از ژبخشrolA و 

rolB  به صورت(Duplex PCRبا ) آغازگرهای  استفاده از

-Forward: 5′) اختصاصی

CAGTTTCGCATCTTGACAG-3′/Reverse: 5′-

GTTCTCGCGAGAAGTGCA-3′ )بمنظور شد. استفاده 

 شده،باکتری تلقیح عدم آلودگی میان بافتی با اطمینان از

 صاصیبا استفاده از آغازگرهای اخت 2virD تکثیر ژن

(Forward: 5′-

CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA -

3′/Reverse: 5′-ATGCCCGATCGAGCTCAAGT-3′) 

شامل یک چرخه  PCR واکنش گردید. انجام

گراد به درجه سانتی ۹4 سازی اولیه در دمایواسرشت

 ۹4سازی در دمای چرخه واسرشت 35 دقیقه، 5مدت 

گرها در اتصال آغاز دقیقه، 1گراد به مدت درجه سانتی

ثانیه،  20دقیقه و  1گراد به مدت درجه سانتی 5۶دمای 

دقیقه  2گراد به مدت درجه سانتی ۷2چرخه بسط در دمای 

درجه  ۷2و در انتها تکمیل چرخه بسط در دمای 

 دقیقه انجام شد. ۷گراد در مدت زمان سانتی

جهت مشخص مویين:  یشههاي رلاین شدر انميز سیبرر

ربشه سی أر مریستم حاوی تیقطعاد، شرهای پریندن لانمو

کشت  محیطدر  PCR+های مختلف ریشه مویین لایناز 

MS  کشت و بر روی شیکر انکوباتور )شرکت نور مایع
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درجه  24 با دمای rpm 100صنعت آزما، ایران( با دور 

 میزان و شرایط تاریکی قرار گرفتند و در نهایتگراد سانتی

 روزه 35طی دوره رشد در  تر ریشههاتوده زیست تجمع

 . گیری شداندازه

 در انتخابی مویين ریشه لاینهاي رشد ميزان مقایسه

 از حاصل نتایج اساس برمختلف:  کشتهاي محيط

 لاین دو، MS کشت محیط در لاینها رشد میزان مقایسه

K5L4 و A15L7   لاینهای بین رشد در میزان نظر ازکه 

 متمایز ATCC 155834و   K599سویه حاصل از تلقیح

 ½ کشتهای محیط آنها در رشد میزان، انتخاب و بودند

MS،MS ، B5 (20)،SH  (48 )و WPM (31مورد ) 

 و بار پنج روز یک هر ریشهها تر گرفت. وزن قرار بررسی

 هامنحنی رشد ریشه و گیریاندازه متوالی هفته پنج طی

 رسم گردید.

ف معراز محتوای فنل کل با استفاده گيري فنول کل: اندازه

Folin-Ciocalteau میکرولیتر  100(. به 54گیری شد )اندازه

% افزوده 10میکرولیتر معرف فولین  ۷50 ،ره متانولیعصا

 ۷50دقیقه نگهداری در دمای اتاق،  10شد و پس از 

 2% اضافه گردید و پس از  10میکرولیتر کربنات سدیم 

تر با دستگاه اسپکتروفتوم ساعت میزان جذب نوری نمونه

ی هاغلظت. از گردید نانومتر قرائت ۷۶0در طول موج 

ده ستفاارد استانداسم منحنی برای رسید امختلف گالیک 

ارز گالیک همبرحسب ل کل فنای نهایت محتوشد و در 

ارش گز خشک(وزن  گرم بر اسید گالیک گرماسید )میلی

 شد.

 کلنوئید وفلا ایمحتوکل:  نوئيدوفلا ايمحتو يگيرازهندا

 ملومینیوآ سنجینگر روش سساا برای مویین هریشه

به  ،متانولیره عصالیتر میلی 5/0به . (14) شد منجاا یداکلر

میکرولیتر  300 %، 5 سدیم نیتریتمیکرولیتر  150ترتیب 

 مولار 1 لیتر استات پتاسیممیلی 1%،  10 آلومینیوم کلرید

 5 به مقطر آب با نهایی حجم نهایت شد و دراضافه 

 رهعصا یجا به شاهد تهیه ایبر. شد تر رساندهلیمیلی

میزان جذب  .یددگر دهستفاا خالص لمتانو از تنها ،متانولی

 در ق،تاا یماد در ارینگهد ازبعد دقیقه  30ط مخلو نوری

 مدل  دستگاه اسپکتروفتومتر توسط نانومتر 415 جمو لطو

UV/Vis 2100 شرکت(Unicoخوانده شد و، آمریکا ) 

 گرمارز کوئرستین )میلیهم برحسب د کلنوئیوفلا انمیز

  .شد تعیینوزن خشک(  گرم بر کوئرستین

اکسیدانی آنتی فعالیتاکسيدانی: گيري فعاليت آنتیاندازه

 ( انجام شدDPPHبه روش خنثی کنندگی رادیکال آزاد )

 DPPH (004/0 کستوا لیتر ازمیلی 4 . به این منظور،(12)

میکرولیتر  100ل( به تانوملیتر میلی 100 درDPPH گرم 

دقیقه نگهداری در  30اضافه و پس از ره متانولی ریشه عصا

دمای اتاق، میزان جذب نوری آن با دستگاه اسپکتروفتومتر 

 با استفاده از ونانومتر قرائت گردید  51۷در طول موج 

جهت تهیه  اکسیدانی تعیین شد.فعالیت آنتی زیر فرمول

، متانول ریشهبه جای عصاره  اکسیداننک( آنتیشاهد )بلا

 اضافه شد.%  80

100 × [Ab-As)/Ab ])= آزاد های)%( فعالیت رادیکال 

Ab : جذب بلانک 

As :جذب نمونه 

-GC)جرمی  سنجیطيف-آناليز کروماتوگرافی گازي

MS) ،گرم پودر خشک شده 25: جهت تولید اسانس 

 با تقطیر روش بههای مویین و همچنین ریشه طبیعی ریشه

 ،شرکت کیمیا طب گسترکلونجر ) هستگاد استفاده ازبا  آب

به شکل جداگانه  (10ا )طبق روش فارماکوپه بریتانی( ایران

 از استفاده با سانسا تترکیبا تفکیک. استفاده شد

 Agilent (Agilent Technologies گازی روماتوگرافیک

A7890میسنج جربه طیف متصل( ، آمریکا Agilent 

5975C مویرگی ستون یک روی بر HP-5MS 30 طول با 

 میکرومتر 25/0 ضخامت و مترمیلی 25/0 داخلی قطر و متر

 80 ییابتدا یماد در نستو تیارحر برنامه. انجام گرفت

 باو  شروع دقیقه 3 توقف زمان مدت گراد ودرجه سانتی
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 به تا یافت یشافزا قیقهد هر گراد دردرجه سانتی 5 سرعت

 انعنو به هلیم زگا از. سیدگراد ردرجه سانتی 2۶0 یماد

 ژینرا و قیقهد بر لیترمیلی 1 نجریا سرعت با حامل زگا

 دریچه دمای. شد دهستفاا لتو ونلکترا ۷0 نسیوایونیز

:  500 نسبت با split مد در گراد وتیدرجه سان 250 تزریق

 شناسایی استفاده شد. m/z 500 تا 40 جرمی محدودة و 1

 یشاخصها از دهستفاا با سانسا ههندد تشکیل تترکیبا

 با سانسا ایجزا از یک هر جرمی طیف مقایسهزداری و با

( NIST08) دستگاه یکتابخانهها در دموجو جرمی طیف

 انجام شد. 

زمان  مدتهای باکتری، سویه تاثیر مایشآزتجزیه آماري: 

 ریشه ءلقای گیاهی بر میزان اریزنمونهو نوع  سن ،تلقیح

 کاملاً حطر قالبدر یل رفاکتو مایشآز رتبه صو مویین

 بر کشت محیط نوع تاثیر .شد منجاا ارتکرسه  با فیدتصا

میزان  به مربوط هاییشآزماو  مویین ریشههای رشد

 دراکسیدانی یدی و فعالیت آنتیترکیبات فنل و فلاونوئ

 همه وگردید  انجام تکرار سه در تصادفی کاملا طرح قالب

 افزارها توسط نرم آنالیز داده .ها سه بار تکرار شدندآزمایش

SAS 9.4 ها با استفاده از آزمون چند و مقایسه میانگین

  انجام گرفت. ای دانکندامنه

 نتایج

نتایج  :یينمو یشهر ءالقا انميز بر عوامل مختلف تأثير

بین عوامل  نشان داد( 1)جدول حاصل از تجزیه واریانس 

، ریزنمونه، سن  A. rhizogenesباکتریمختلف یعنی سویه 

ریزنمونه و مدت زمان تلقیح و همچنین اثرات متقابل بین 

و تولید ریشه مویین در گیاه استبرق  ءآنها از نظر اثر بر القا

دارد. لازم به ذکر است با جود ودار معنی آماریاختلاف 

و  A4 ،A7 ،A13های سویهتوجه به اینکه با استفاده از 

ATCC 11325 گذشت با وجود یزنمونههار از هیچ یک در 

ها از آنالیزهای ، این سویهنشدالقاء  یینیشه مور هما دو

 ATCCو   K599هایسویهولی . آماری حذف شدند

 الف( و-2ند )شکل بود مویین یشهالقاء ر قادر به 15834

داری معنی وتیشه تفار ءلقاا میزاننظر  از سویههااین  بین

(01/0 ≤ Pو )نظر ازنیز تلقیح  زمانهای شت. بیندا دجو 

( P ≥ 01/0آماری ) معنیدار اختلاف مویین ریشه القاء

 ATCCشده با سویه های تلقیح در ریزنمونه .مشاهده شد

القاء  ریشه مویین ایدقیقه 15مدت زمان تلقیح در  15834

 در هر دو زمان  K599نشد، در حالیکه با استفاده از سویه

 با القا شدند، مویین هایریشه( دقیقه 30و  15تلقیح )

 30 تلقیح زمانمدت  در القاء ریشه میزانبیشترین  حالاین

نوع ریزنمونه نیز در . الف(-2حاصل شد )شکل  دقیقهای

 ییزنمونههار ود و بینالقاء ریشه مویین استبرق موثر ب

 ریماآ فختلامیزان القاء ریشه مویین ا نظر از مختلف

 و لپه ییزنمونههادر ر .شت( وجود داP ≥ 01/0دار )معنی

های ولی در ریزنمونهنشد  ءلقاا اییشهر هیچمحور زیرلپه 

-2 هایهای متعددی القا شدند )شکلبرگ و نوساقه ربشه

 گبردر  شده لقاا شهیر تعدادبیشترین (، که ب، پ-3و  ب

 سن تولید ریشه مویین در استبرق بهشد.  همشاهد

ریشه  القاءنیز وابسته بود، که بیشترین درصد  ریزنمونهها

روز  18 تا 14 گیاهچهی سن با ریزنمونههای درمویین 

 القاءدرصد روز  24 به ریزنمونهها با افزایش سن ظاهر شد.

روز  42ی با سن هاریشه مویین کاسته شد و در ریزنمونه

 3شکل  پ(.-2)شکل  ریشه مویین مشاهده نگردید القاء

در  A. rhizogenesفرآینده کلی تولید ریشه مویین توسط 

گیاه استبرق و استقرار آنها در محیط کشت مایع را نشان 

 دهد.می

جهت مویين:  يیشههار یختیارتر ماهيت مولکولی تأیيد

از  ن تولید شدههای موییریشه یختیارترتعیین وضعیت 

ای هاز ژن خشیهمزمان ب تکثیرای بر Duplex PCRآنالیز 

rolA و rolB  در ناحیه(T-DNA )نوار مورد و شد ده ستفاا

 که دتکثیر گردی های مویینریشهدر ( ~bp 1200انتظار )

-4)شکل  ژنوم گیاه استها در ژناین  تلفیقدهنده  نشان

T-در خارج ازکه ، 2virDژن  تکثیر عدم همچنین. الف(

DNA  و در فرآیند ترانسفورماسیون توسط رار دارد ق

عدم دلیلی بر  یابد،انتقال نمیگیاهی  یهالسلوباکتری به 
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در فضاهای بین سلولی و  ییگونه آلودگی باکتریا هر

-4شکل ) بودمویین  هایریشه اطمینان از تراریخته بودن

یین های موریشه گیب(. به این ترتیب ماهیت تراریخت

 تولید شده تایید شد.

هاي ریشه رشد لاین بر مختلف کشتهاي محيط تأثير

ای هریشه برای تعیین اثر محیط کشت بر رشد: مویين

، MS ،½ MS ،B5های مختلف مایع )مویین، آنها در محیط

SH ،WPM5ها )شکل ( کشت شد و سینتتیک رشد ریشه-

روزه پیگیری شد. پس از فاز  40در یک دوره  الف(

به رشد نمایی  ها شروعریشه روز، 5( lag phaseی )تأخیر

ادامه  ام30 روز تقریبا تا (exp. phase) نمایی زفاو  کرده

داشت و وزن تر به طور نمایی و در نهایت به صورت 

 میزان رشد ام35روز  از بعد افزایش نشان داد.خطی 

 stationaryاز سکون )فتا اینکه وارد  کم شد یشههار

phase نتایج حاصل از تجزیه ب(. -5( گردید )شکل

های کشت از نظر بین محیط نشان داد( 2)جدول واریانس 

 آماریهای مویین استبرق اختلاف تاثیر بر میزان رشد ریشه

میزان  بر کشت محیط نوعدارد و وجود  (≥01/0P)دار معنی

معنیداری  تاثیراستبرق مویین  ریشههای تر تجمع وزن

 کشت هایدر مقایسه با سایر محیط MS کشت محیط ارد.د

های مویین داشت )شکل ریشهرشد  تاثیر قابل توجهی بر

کشت  محیط درگرم(  1۷/1۷تر ) وزن بیشترین ب(.-5

MS  کشت  محیط در گرم( 5تر ) وزن کمترینوWPM 

 میزان کشت بر محیطهایبه این ترتیب اثر   بدست آمد.

 بههای مویین استبرق توده ریشهو تولید زیست رشد

 رتبهبندی B5 ≤ ½ MS < SH < MS  < WPMصورت 

 .شدند

 

 ریشه مویین در گیاه استبرق. ءلقااتجزیه واریانس تاثیر سویه باکتری، ریزنمونه، سن ریزنمونه و مدت زمان تلقیح بر  -1جدول 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییرات 

 04/58۷2⁎⁎ 1 سویه باکتری

 01/20۹⁎⁎ 1 ریزنمونه

 ۶۹/۹55⁎⁎ 3 سن ریزنمونه 

 08/41۹0⁎⁎ 1 ت زمان تلقیحمد

 ۷8/223⁎⁎ 1 ریزنمونه ×سویه باکتری 

 84/۹3۹⁎⁎ 3 سن ریزنمونه ×سویه باکتری 

 13/۶۶۹⁎⁎ 1 مدت زمان تلقیح ×سویه باکتری 

 53/24۷⁎⁎ 3 سن ریزنمونه ×ریزنمونه 

 ۷5/40⁎⁎ 1 مدت زمان تلقیح ×ریزنمونه 

 18/180⁎⁎ 3 مدت زمان تلقیح ×سن ریزنمونه 

 4۹/50⁎⁎ 3 سن ریزنمونه ×ریزنمونه  ×ه باکتری سوی

 ۶4/13۶⁎⁎ 1 مدت زمان تلقیح ×ریزنمونه  ×سویه باکتری 

 8۹/1۹⁎⁎ 3 مدت زمان تلقیح ×سن ریزنمونه  ×سویه باکتری 

 3۷/8⁎ 3 مدت زمان تلقیح ×سن ریزنمونه  ×ریزنمونه 

 02/۷⁎ 3 مدت زمان تلقیح ×سن ریزنمونه  ×ریزنمونه  ×سویه باکتری 

 3۹/2 ۶4 خطا

 1۶/8 - (٪ضریب تغییرات )

 .داردرصد و عدم وجود تفاوت معنی1 درصد، 5در سطح احتمال  داریبه ترتیب معن nsو ⁎⁎، ⁎
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ریزنمونه، پ( تاثیر سویه تاثیر عوامل مختلف بر القاء ریشه مویین در گیاه استبرق. الف( تاثیر سویه باکتری و مدت زمان تلقیح، ب( تاثیر  -2شکل 

 حروفانحراف معیار سه آزمایش مستقل سه تکراری است.  ±ها بیانگر میانگین باکتری، مدت زمان تلقیح )دقیقه(، نوع و سن ریزنمونه )روز(. داده

 باشد.می دانکن آزمون اساس بر ( ≥ 01/0Pدار )اختلاف معنی بیانگر غیرمشابه

 

توده: از نظر توليد زیستلاینهاي ریشه مویين  مقایسه

بین  نشان داد (3)جدول نتایج حاصل از تجزیه واریانس 

های ریشه مویین استبرق از نظر تاثیر میزان رشد و لاین

 ( ≥ 01/0P)دار معنی آماریتولید زیست توده اختلاف 

های حاصل از ترانسفورم با لاینبه شکل کلی، دارد. وجود 

تر  از رشد خوبی برخوردار بودند و وزن K599سویه 

سویه با حاصل از ترانسفورم های لاین به نسبت یبیشتر

ATCC 15834 (۶ح، خ و د و شکل -3)شکل شتند دا. 

 50گرم در  13تقریبا  ،مویین یشهر تر ان وزنمیز بیشترین

 K5L4 ،K5L6های لاینلیتر محیط کشت مربوط به میلی
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حاصل شدند،  K599سویه  باانسفورم تر بود که از  K5L7و

های مویین تر در ریشه وزنمیزان  بیشترین لیکهحا در

 50 م درگر ATCC 15834، ۶سویه از ترانسفورم با حاصل 

های لیتر محیط کشت برآورد شد که مربوط به لاینمیلی

A15L1 ،A15L3 ،A15L7  وA15L9  (.۶بود )شکل  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ای به عنوان منبع ریزنمونه، ب( شیشه های دروندر گیاه استبرق. الف( گیاهچه A. rhizogenesفرآیند تولید ریشه مویین تراریخته توسط  -3 شکل

ترانسفورم با  حاصل از A15L7القا شده از ریزنمونه نوساقه، ت( لاین ریشه مویین  یینمو هاییشهالقا شده از ریزنمونه برگ، پ( ر یینمو هاییشهر

حاوی انشعابات  ،K599حاصل از ترانسفورم با باکتری سویه  K5L4 ث( لاین ریشه مویین  ،با انشعابات فرعی کم ATCC 15834باکتری سویه 

نمای چ( حاوی انشعابات فرعی کم،  MSجامد  کشتمحیط در  A15L7ریشه مویین لاین ج( نمای نزدیک از مورفولوژی  فراوان و رشد سریع،

با رشدی عالی و  K599 یینمو یشهلاین رح( ، حاوی انشعابات فراوان MS ½جامد  کشتمحیط در  K5L4ریشه مویین لاین زدیک از مورفولوژی ن

توده مناسب در با رشدی خوب و تولید زیست A15L7  مویین یشهروز، خ( لاین ر 35در طول  MS مایع توده قابل توجه در محیط کشتتولید زیست
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 حاصل ترانسفروماسیون با K5L4توده خشک از لاین ریشه مویین پر رشد ، د( تولید میزان قابل توجهی زیستروز 35طول در  MS  مایع محیط کشت

 متر.میلی 20متر، خط مقیاس )ت، ث و د(: میلی 5متر، خط مقیاس )ب، پ، ج و چ(: میلی 12خط مقیاس )الف، ح و خ(:  .K599 باکتری سویه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

( Mهای ریشه مویین تراریخته استبرق. در لاین)ب(  2virDژن برای  PCR)الف( و آنالیز  Brol و rolA هایژن برای PCR Duplex آنالیز -4 شکل

-، به عنوان کنترل مثبت A. rhizogenesباکتری  Ri (: پلاسمیدC+)ب(،  bp DNA ladder 50)الف( و   ladder Kb DNA 1های نشانگر
1C): یشه ر

-تراریخته، مویین  های( ریشه1-6، منفی اول به عنوان کنترل طبیعی 
2C واکنش )PCR  بدونDNA.ی الگو به عنوان کنترل منفی دوم 

 

 های مویین گیاه استبرق.ریشه رشدتجزیه واریانس تاثیر محیط کشت بر  -2جدول 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییرات 

    82/23⁎⁎ 4 محیط کشت

 1۷/0 10 خطا

 04/3 - (٪ضریب تغییرات )

 .درصد 1در سطح احتمال  داریمعن ⁎⁎

 

 های ریشه مویین گیاه استبرق.لاین رشدمقایسه  تجزیه واریانس -3جدول 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییرات 

    ۹4/3۶⁎⁎ 20 شه مویینلاین ری

 23/0 42 خطا

 12/۶ - (٪ضریب تغییرات )

 .درصد 1در سطح احتمال  داریمعن ⁎⁎
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د و کشت بر رش سینتیک رشد، ب( اثر محیطهای ریشه مویین استبرق. الف( توده در لاینرشد و تولید زیست بر مختلف کشت محیطهای اثر -5شکل 

 ( P ≥ /01دار )اختلاف معنی بیانگر غیرمشابه حروفها بیانگر میانگین سه آزمایش مستقل سه تکراری است. دادههای مویین. توده در ریشهتولید زیست

 .باشدمی دانکن آزمون اساس بر
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: MS .K5L1-K5L10در محیط کشت  روز 35توده تر در یک دوره رشد بر اساس تولید زیست ریشه مویین تراریختهلاینهای  مقایسه رشد -۶شکل 

 ATCCسویه ترانسفورم با باکتری های حاصل از : لاین K599،A15L1-A15L10سویه  A. rhizogenesحاصل از ترانسفورم با باکتری  هایلاین

15834، control: اختلاف  بیانگر غیرمشابه حروفانحراف معیار سه آزمایش مستقل سه تکراری است.  ±ها بیانگر میانگین داده. تراریختهغیر ریشه

  .باشدمی دانکن آزمون اساس بر ( ≥ 01/0Pدار )معنی
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نتایج حاصل از : ارزیابی محتواي فنل و فلاونوئيد کل

های ریشه بین لاین نشان داد( 4)جدول تجزیه واریانس 

 از نظر مویین تولید شده و ریشه طبیعی استبرق )شاهد(

( P ≥ 01/0داری )معنی و فلاونوئیدی تفاوتفنلی  محتوای

های کل در ریشهونوئید فلا یاحتوم .دارد دجوو

برابر  08/2و  85/1به ترتیب  K5L4  و  A15L7مویین

از نظر  الف(.-۷های طبیعی بود )شکل بیشتر از ربشه

های مویین برتر بودند، به طوری کل نیز ریشه فنل محتوای

و  ۷3/1تقریبا  K5L4و  A15L7 هایکه میزان فنل کل لاین

 (.ب-۷ل شک)بود  برابر ریشه طبیعی 1۷/2

اکسیدانی بر اساس آنتی فعالیتی: اکسيدانظرفيت آنتی

 انزمیبر  روژنهید تماهدای ا مبتنی بر آزاد رادیکال مهار

زیه تج گیری شد. نتایجاندازه ،DPPH لمحلو دنکر نگربی

 ≥ 01/0دار )( نشان دهنده اختلاف معنی4واریانس )جدول 

P) ر ظرفیت های مویین و ریشه طبیعی از نظبین ریشه

 A15L7 و K5L4 مویین ریشه هایاکسیدانی بود. لاینآنتی

نشان  % ۹۶/32 و % 3۷اکسیدانی به ترتیب ظرفیت آنتی

 هایاکسیدانی ریشهبا دو برابر ظرفیت آنتییدادند که تقر

 .پ(-۷)شکل  ( بود%23/18طبیعی )

برای  GC-MSنالیز آاسانس:  ترکيبات تحليل و تجزیه

شده حاصل از دو نوع مویین گزینش دو لاین ریشه اسانس

سویه باکتری در مقایسه با ریشه طبیعی گیاه انجام گرفت 

نشان داده شده است و  8ز در شکل که کروماتوگرام آنالی

 5به صورت خلاصه در جدول  ترکیبات مهم قابل شناسایی

های نشان داد که ریشه GC-MSنتایج آنالیز  آمده است.

تولید ترکیبات مختلفی بودند که  به مویین استبرق قادر

بعضی از این ترکیبات در ریشه غیرتراریخته وجود نداشت. 

ترکیب، به  48 و 4۹ یی شده،ترکیب شناسا ۷2از مجموع 

 A15L7 و K5L4 مویین های ریشهلاین اسانس ترتیب، در

ای از مهمترین آنها را نشان خلاصه 5شد )جدول  شناخته

گروه  % بیشترین ۶2/1۷% و  ۹۷/1۹ با هاآلکان. دهد(می

 اسیدهای .بودند A1L8 و A5L4 اسانس ترکیبات

 A15L7و A5L4 اسانس اصلی قسمت دومین کربوکسیلیک

% بود. از ترکیبات  5/1۶% و  58/15مقادیر  با ، به ترتیب،

های مویین در مقایسه با ریشه طبیعی به مهمی که در ریشه

الی  pentylfuran (۶-2توان به اند، میمقدار زیاد تولید شده

برابر(،  ۶الی  2) hydroxyacetophenone-′4برابر(،  ۹

methyl salicylate (2  برابر 3الی ،)tetradecanal (2/1  الی

 caryophyllene oxideبرابر( و  2 ~) Linaloolبرابر(،  5

های متنوع مهمی برابر( اشاره نمود که کاربرد 5/۶الی  5/1)

از جمله کاربردهای دارویی و صنعتی دارند. بین دو لاین 

های کمی در محتوای ترکیبات شیمیایی تفاوت ریشه مویین

-nonenal،2, 6ترکیباتی مانند   (.5وجود داشت )جدول 

dimethyldecalin  ،3-methyldecane وcis-1-ethyl-2-

methylcyclopentane  وجود داشت های موییندر ریشه، 

همچنین، ترکیب . شناسایی نشد طبیعی هایریشه ولی در

2-ethyl-1-hexanol ای بود که فقط در لاین ریشه تنها ماده

همچنین  و K5L4ا در لاین شناسایی شد ام A15L7مویین 

 ریشه طبیعی وجود نداشت. 
 

 اکسیدانی.گیاه استبرق از نظر محتوای فلاونوئید کل، فنل کل و ظرفیت آنتی های ریشه مویین با ریشه طبیعیتجزیه واریانس مقایسه لاین -4جدول 

 درجه آزادی منابع تغییرات 

 میانگین مربعات

 اکسیدانیظرفیت آنتی فنل کل فلاونوئید کل

    ۹۹/281⁎⁎     05/۷۶ ⁎⁎        83/۷ ⁎⁎ 2 نمونه ریشه

 2۷/0 15/0    053/0 ۶ خطا

 ۷8/1 ۷3/2 04/5 - (٪ضریب تغییرات )

 .درصد 1در سطح احتمال  داریمعن ⁎⁎
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ها دادههای ریشه مویین در مقایسه با ریشه طبیعی استبرق. در لاین اکسیدانی )پ(آنتی ظرفیت فنل کل )ب( و کل )الف(، فلاونوئید محتوای -۷شکل 

 دانکن آزمون اساس بر ( ≥ 01/0Pدار )اختلاف معنی بیانگر غیرمشابه حروفری است. انحراف معیار سه آزمایش مستقل سه تکرا ±بیانگر میانگین 

 .باشدمی

 بحث و نتيجه گيري

 .Aبا باکتری  گیاه سازیآلوده پایه بر مویین یریشهالقاء 

rhizogenes یسازی بخشآلوده مراحل طول باشد که درمی 

به  T-DNAعنوان  تحت ،Ri پلاسمید یDNAاز 

 هایبیان ژن نتیجه در و شودمی منتقل گیاهی هایسلول

 مویین هایریشه القاء در سلول گیاه باعث بخش این

 یریشه اءعوامل مختلفی در افزایش الق(. 3۶و  21شود )می

نوع سویه  نهاترین آهستند که یکی از مهم موثرمویین 

 این مطالعه نشان داد نتایج (.5۹و  ۶ ،2 ،1) باکتری است

ه گیا لسلو در ترانسفورماسیون مختلف یسویهها ناییاتو

ی سویهها بین که از وت است، به طوریمتفااستبرق 

قادر  ATCC 15834و   K599هاییهسوتنها  استفاده شده،

به وت تفا ینا (.الف -2شکل به القاء ریشه مویین بودند )

ت بیماریزایی سویه بستگی دارد که قدرت و شدت قابلی

 موجود  Riهایپلاسمید نوعاین خصوصیت توسط ژنوم و 

و  41شود )تعیین می A. rhizogenesی باکتر یسویههادر 

 K599قابلیت ترانسفورم سویه نتایج حاصل (. بر اساس 5۹

الف و ب(. -2بود )شکل  ATCC 15834بالاتر از سویه 

قابلیت بیماریزایی بالا در  های بایکی از سویه K599سویه 

(. ۶4باشد )می A. rhizogenesهای مختلف بین سویه

 DNA (DNAهای محرک انتقال توالی هایی به نامتوالی
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simulator sequencesهای مختلف با (، که در بین سویه

حضور دارند، کارآیی  Riتکرارهای متعددی روی پلاسیمد 

کنند را تقویت میترانسفورماسیون توسط سویه باکتری 

های در سویهالقاء ریشه مویین وجود تفاوت در . (3۷)

 و 5) به اثبات رسیده است مطالعات دیگر نیزمختلف در 

، مویین ریشهالقاء پتانسیل تفاوت در دیگر (. از دلایل 4۹

محل  و (25و  1۷) وارد شده T-DNAتعداد رونوشت 

ریشه مویین  تلفیق آن در ژنوم گیاهی است که میزان القاء

 (. ۶2و  1۹دهد )تحت تأثیر قرار میرا 

 

 

 در مقایسه با ریشه طبیعی استبرق.  A15L7و K5L4های ریشه مویین ترکیبات فرار تولید شده در لاین -5جدول 

  (%) Peak Area ترکیب زمان بازداری ردیف
 ریشه طبیعی K5L4 A15L7  )دقیقه(

1 1۷0/5  cis -1-ethyl-2-methylcyclopentane 5۷/1  34/1  - 

2 328/5  3-ethyl-2-methylheptane 88/0  55/0  88/0  

3 ۷۶8/5  benzaldehyde 22/2  ۹8/1  05/2  

4 228/۶  cis-1,4-dimethylcyclohexane ۷۶/0  ۷0/0  55/0  

5 355/۶  2-pentylfuran ۴۰/6  ۱6/۹  03/1  

۶ ۹۹۶/۶  4-methyldecane 48/1  ۷5/1  28/0  

۷ 125/۷  2-ethyl-1-hexanol - ۷۶/0  - 

8 531/۷  benzeneacetaldehyde ۷8/0  ۷4/0  12/1  

۹ 815/۷  trans 2-dodecenal 00/1  ۹1/0  8۷/0  

10 0۷2/8  3-methyldecane ۷۹/0  ۹4/0  - 

11  3۹0/8  4-methylbenzaldehyde ۶2/1  34/1  ۷۷/0  

21  ۷58/8  linalool 6۵/3  76/3  ۹۹/1  

31  8۶0/8  nonanal ۹0/0  8۶/0  03/3  

41  334/۹  1-ethyl-2-propylcyclohexane ۶2/1  5۷/0  - 

51  ۶40/۹  cis-di-tert-butylethylene ۶۷/0  ۶۹/0  ۶0/0  

۶1  80۹/۹  cyclohexanecarboxylic acid 8۹/0  ۹0/0  5۶/0  

۷1  00۹/10  3,4-hexadien-1-ol 08/1  ۹0/0  - 

18 148/10  nonenal 52/1  34/1  - 

1۹ 2۷2/10  4′-hydroxyacetophenone 3۵/۹  73/۲3  ۹5/3  

02  588/10  ethyl-2,3-dimethylcyclohexane ۷2/0  ۷8/0  8۷/0  

12  022/11  methyl salicylate 63/۱۰  ۵۰/۱۱  ۹۹/3  

22  138/11  dodecane 48/1  ۹2/0  55/0  

32  25۶/11  2,6-dimethyldecalin 53/1  04/1  - 

42  405/11  2,3-dimethyldecahydronaphthalene 55/1  4۹/1  43/1  

52  555/11  β-cyclocitral 8۷/0  0۹/1  54/0  

2۶ ۷5012 cinnamaldehyde 01/1  35/2  ۹۹/1  

2۷ 1۷1/13  thymol 4۶/1  52/1  32/1  

28 820/۹1  caryophyllene oxide ۵۹/3  8۴/۰  54/0  

2۹ ۷05/20  α-eudesmol 51/1  ۹۶/1  55/0  

30 ۷80/20  2-isopropylphenol 15/1  ۶1/0  - 

31 ۷۶8/21  tetradecanal ۰۹/۱۰  ۲۹/۲  ۹1/1  

32 ۹۹0/22  benzylbenzoate 3۶/1  0۹/1  ۷۶/0  

33 508/2۶  dibutyl phthalate 1۶/1  5۹/0  31/  

34 335/30  tricosane 2۶/2  45/1  ۷4/0  

http://www.molbase.com/en/name-%28%3FA%27A%20A%27A%20currency%29-4-Methyldecane.html
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 ، پ( ریشه طبیعی.A15L7لاین  ، ب(A5L4لاین الف(  های ریشه مویین استبرق.اسانس لاین GC-MSآنالیز کروماتوگرام  -8شکل 

 مویین یشهر القاء میزان برنیز گیاهی  نمونهیزرسن  و عنو

وضعیت علت به تواند می که این حساسیت ،داردتاثیر 

سلولی  تقسیم(. تفاوت در 35باشد )ها بافت فیزیولوژیکی

 ضعیتو وسلولی  ارةیود رساختا ،DNA سنتز و

 علت تفاوت ستا ممکن های گیاهیبافت یکیژفیزیولو

 به (. بنابراین بسته44و  3۹باشد ) مویین القاء ریشه ناییاتو

 متفاوت ترانسفورماسیون فراوانی گیاهی نوع گیاه و بافت

مویین در است. به عنوان مثال، پتانسیل بالای القاء ریشه

 Psoralea corylifolia  (5،)محور زیرلپه در هایریزنمونه

 Ficusنوساقه در و Artemisia vulgaris (5۷)در  برگ

carica  (۶ گزارش شده است. نتایج مطالعه حاضر نشان )

های برگ و نوساقه برای القاء ریشه مویین در داد ریزنمونه
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گیاه استبرق بسیار مستعد هستند. همچنین نتایج نشان داد 

مییابد.  کاهش ،یزنمونهر سن یشافزا باریشه مویین  القاء

 در سنین مختلف تغییر هاسلول فیزیولوژیکی هایویژگی

 میزان آلودگی به پاسخ در توجهی قابل یابد، که تأثیرمی

های ثابت شده است که ریزنمونه(. 18)دارد  باکتریایی

از این رو دارای  بالاتری داشته، توان تکثیر معمولا ترجوان

تباط ار(. 50) باشندی میگتراریختجهت  ترشرایط مناسب

ها طی با سن ریزنمونه القاء ریشه مویین مختلف درجات

 ان(. به عنو۶1و  5۹، 41است ) مطالعات قبلی گزارش شده

 میزان ( بالاترین44و همکاران ) Pirianمثال، در مطالعه 

در  Portulaca oleraceaگیاه  در القاء ریشه مویین

با بنابراین  .بدست آمد روز 14 های برگی با سنریزنمونه

 نه که ستا بدیهیپاتوژن، -توجه به اثرات متقابل گیاه

زایی داشته و ریبیما قابلیت مباکتریووگرآ یسویهها تمامی

 ای قابلیت القاء ریشه مویین را دارد. نه هر نوع ریزنمونه

 و شدر انمیز نظر استبرق از مویین یشهر یلاینها بین

ویه ثر از نوع سأکه متید دگر همشاهد عتنوژی فولورمو

 ی مویینهامورد استفاده در ترانسفورم بود. ریشه باکتری

بسیار  ژیفولورمو K599حاصل از ترانسفورم با سویه 

 فنوتیپ تخصوصیا داشتند. تریسریع شدو ر بنشعااپر

 وتتفا از ناشی مویین هاییشهر هایلاین مختلف یشدر

 منوژ درون در  rolیهاژن تلفیق محل و نوشترو ادتعددر 

، تحقیق حاضر(. مطابق با نتایج 1۷و  1۶ست )ا گیاهی

Amani نیز تنوع رشدی متفاوتی بین  (۶ران )اهمک و

مشاهده کردند و  F. carica ریشه مویین های مختلفلاین

 توده،و میزان تولید زیست سرعت رشدبر مبنای 

 های مویینریشه رشد. انتخاب کردندلاین)های( برتر را 

 غذایی موجود مواد کنشبرهم وابسته به غلظت و همچنین

 محیط یمغذ ادمو یردمقا تغییر و باشدمحیط کشت میدر 

، 2) ین را تغییر دهدیهای موتواند نرخ رشد ریشهمیکشت 

بنابراین تعیین محیط کشت مناسب نیز یکی از  (.5۶و  35

توده تولید زیست رشد وسازی بهینهاهداف مهم جهت 

ر از بین پنج نوع محیط در مطالعه حاض .باشدمیمناسب 

ترین محیط برای رشد و مناسب MSکشت مورد بررسی، 

های مویین استبرق توده بیشتر در کشت ریشهتولید زیست

 تعیین شد. 

های مهم جمله متابولیت از فلاونوئیدها وفنلی  ترکیبات

 جمله ها زیستی ازفعالیت از بسیاری با که هستند گیاهی

 اساس (. بر43دارند ) نی ارتباطاکسیداآنتی هایفعالیت

ی و فعالیت فنلی و فلاونوئید ترکیبات نتایج تحقیق حاضر،

بالاتر  طبیعی مویین نسبت به ریشه هایاکسیدانی ریشهآنتی

 مسیر با طتباار درست ا ممکن یشافزااین بود. 

 از برخی تحریک منجر به کهباشد   2O2H رسانیعلامت

از  ،جیرخا ملاعو برابر در عافا مکانسیم دب تبطمر یهاژن

شود که در گیاه مورد ترانسفورم، می  T-DNAجمله انتقال

نتیجه با بیوستنر برخی ترکیبات فنلی و فلاوونوییدی همراه 

ترکیبات  محتوای این مطالعه، نتایج مشابه با .(5) باشدمی

های اکسیدانی ریشهو فعالیت آنتی فلاونوئیدی کل و فنلی

 Momordica charantia( و 33) Genista tinctoriaمویین 

 ( نسبت به ریشه طبیعی بالاتر بودند.۶0)

بین اسانس  داد نشاناسانس  ترکیبات  GC-MSنالیز نتایج آ

های قابل توجهی تفاوت طبیعی ریشه با مویین هایریشه

 برای خوبی های مویین استبرق پتانسیلریشه وجود دارد و

مشابه با مطالعه ثانویه دارد.  ایهمتابولیت مطالعه و تولید

تفاوت در محتوای Lockwood (3 )و   Abdelkader،حاضر

 های مویین گیاهربشه و طبیعی هایریشه اسانس شیمیایی

Anethum graveolens خصوصیات  .را گزارش کردند

های مویین و شرایط کنترل ریشه رشدی ژنتیکی، سیستم

 مویین هایریشه شودباعث می ایشیشه شده کشت درون

های ثانویه پتانسیل بالایی در میزان و نوع تولید متابولیت

 که گیاهانیگیاه کامل نشان دهند.  تولیدی در مقایسه با

 قلمرو )فیتول( را در ترپنیدی توان بالای تولید ترکیبات

در تحقیق  (.54) هستند کم معمولا داشته باشند، گیاهی

های مویین استبرق حاضر بررسی ترکیبات اسانس ریشه

و  K5L4 نشان داد میزان تولید فیتول در هر دو لاین
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A15L7 های مویین لا بوده و جز ترکیبات اصلی ربشهبا

فیتول در مطالعات متعددی به باشد. اثرات ضدمیکروبی می

ترکیبات قابل توجه در (. از دیگر 24اثبات رسیده است )

یزان آن در لاین است که م tetradecanal های مویین،ریشه

برابر ریشه غیرترایخته بود. این  5تا  K5L4مویین  ریشه

 هایاصلی آروماتیک در گونه ترکیبات متابولیت از

Calotropis   باشد خواص ضدمیکروبی میداری است که

در صنایع آرایشی در  tetradecanal ترکیب (.۶۶و  52)

ی ابه عنوان سوبستر( و همچنین 22ها )ساخت کلد کرم

 Vibrio در واکنش نورتابی باکتریایی مانند باکتری طبیعی

fischeri گیرد که از نظر نیز مورد استفاده قرار می

ساخت بیوسنسورهای میکروبی ارزش  در فناوریزیست

محتوای ترکیبات شیمیایی  معمولا (.30د )ای دارویژه

های گیاه تر از سایر بخشهای مویین بیشتر و متنوعریشه

(. ۶5و  5۷، 41، 3۷الت طبیعی گزارش شده است )در ح

های ثانویه در تحقیق حاضر نیز مقدار اکثر متابولیت

های مویین استبرق بیشتر و مقدار بعضی از ترکیبات ریشه

 برابر( از ریشه طبیعی برآرود شد. ۹الی  2خیلی بالاتر )

 مناسبترین یافتن مویین ییشههار کشت در مگا نخستین

 یریشه القاء جهت گیاهی نهیزنمور بهترین و یباکتر سویۀ

بهترین تعیین  بروه علا حاضر لعهمطا نتایج. ستا مویین

از نظر نوع یزنمونه رمناسبترین و ( K599)سویه باکتری 

 انمیز چند برابرییش افزا ،روز( 18)برگ با سن  و سن

 ییشههااکسیدانی در رو ظرفیت آنتی های ثانویهمتابولیت

. را اثبات نمود استبرق طبیعی هایریشه به نسبت مویین

( جهت MS)محیط کشت مناسب  در این تحقیق همچنین

توده و تولید بالای زیست های مویینریشهشد حداکثر ر

 دبهبو جهت یبعدی هازیبهینهساای برمعرفی شد که 

 ردمواند میتودر استبرق  ثانویهیمتابولیتها تولید انمیز

های مویین ریشه شیمیایی ز ترکیبگیرد. آنالی ارقر دهستفاا

 تولید برای هااین ریشه بالای پتانسیل دهندةنشان

لذا در  .باشدمی های ثانویه دارویی در گیاه استبرقمتابولیت

های توان با استفاده از روشمطالعات بعدی می

های بیوسنتز و فناورانه مانند مهندسی متابولیت، مسیرزیست

مختلف برای تولید بهیودیافته تیمار با عوامل محرک 

های مهم داوریی و صنعتی این گیاه در ریشه متابولیت

 مویین را مورد بررسی قرار داد.

 سپاسگزاري

نویسندگان مراتب سپاسگزاری خود را از معاونت محترم 

های مالی و از به خاطر حمایت ارومیه پژوهشی دانشگاه

 د استانگروه پژوهشی شیمی تجزیه جهاد دانشگاهی واح

های فیتوشیمی به خاطر همکاری در آنالیز آذربایجانغربی

 دارند.اعلام می

 نابعم

(. 1401). ر ایزکر یو اصغر .ا ،خانیشگله یجمال ،مدنی، و.، .ن ،زارع -۱

یین های موعوامل مؤثر بر کارایی اگروباکتریوم رایزوژنز در القای ریشه

 مویین گیاه داروییر ریشهتراریخت و ارزیابی تولید والرنیک اسید د

های گیاهی پژوهش . مجله(.Valeriana officinalis L) الطیبسنبل

 .83-۶۹(: 1) 35)زیست شناسی ایران(، 

سازی کشت بهینه(. 13۹۷نژاد، ز.، مرعشی، ح.، و مشتاقی، ن. )سهرابی -2

 Calendula officinalisهای مویین گیاه دارویی همیشه بهار )ریشه

Lهای نظور تولید ترکیب دارویی اولئانولیک اسید. مجله پژوهش.( به م
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Optimization of induction, culture conditions, and phytochemical 

analysis of hairy roots in the medicinal plant giant milkweed 

(Calotropis procera) 

Dardan E. and Jafari M.  
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Iran. 

Abstract 

Calotropis procera (Aiton), belonging to the family Asclepiadaceae, is an important 

industrial and medicinal plant. It is a source of numerous secondary metabolites with 

pharmacological properties such as anticancer and antimicrobial activities. Hairy roots 

induced by Agrobacterium rhizogenes offer tremendous potential for the production of 

pharmaceutically important metabolites. In this study, the effects of A. rhizogenes 

strains (A4, A7, A13, ATCC 15834, ATCC 11325, K599), infection time (15 and 30 

min), explant type (cotyledon, hypocotyl, shoot, leaf) and explant age (14, 18, 24, 32, 

42 old days) on hairy root production in C. procera were investigated. The effect of 

different culture media (WPM, SH, B5, MS) on biomass accumulation of the best-

grown hairy root lines was also evaluated. Based on the results, hairy root induction was 

successful only in ATCC 15834 and K599 strains and leaf and shoot explants. 

Maximum hairy root induction (50%) was obtained using the K599 strain in an 

infection time of 30 min in 18-day-old leaf explants. There was a significant difference 

between the hairy root lines in terms of growth and biomass production. The highest 

amount of fresh root biomass (about 13 g/50 ml culture medium) was obtained in the 

hairy root lines cultured on MS medium. Antioxidant activity, total phenolic, and total 

flavonoid contents were higher in selected high-biomass-producing hairy root lines 

(A15L7 and K5L4) compared to non-transformed roots. The GC-MS analysis showed 

that the phytochemical content of C. procera hairy roots was about 2 to 9-fold higher 

than in wild-type roots. 

Keywords: Calotropis procera, Agrobacterium rhizogenes, Hairy roots, Secondary 

metabolites, GC-MS analysis 


