
 1397، 3، شماره 31جلد                                                                   )                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

640 

 (Calendula officinalis)  بهار هاي مويين گياه دارويي هميشه سازي كشت ريشه بهينه
  يد تركيب دارويي اولئانوليك اسيدمنظور تول به

  *نسرين مشتاقي و نژاد، حسن مرعشي زهره سهرابي
  نژادي گياهي و به بيوتكنولوژي ، دانشكده كشاورزي، گروهدانشگاه فردوسيمشهد، 

  16/3/96 :تاريخ پذيرش    4/3/95: تاريخ دريافت

 چكيده

يكي از تركيبات . باشد التهاب مي ضدميكروب و ضد با خاصيتي گياهي داروي (Calendula officinalis) بهار گياه هميشه
از . باشد مياراي اثرات ضدباكتريايي، ضدويروس و ضد تومور دارويي مهم يافت شده در اين گياه، اولئانوليك اسيد است كه د

هاي ثانويه دارويي  هاي مويين براي توليد و افزايش متابوليت هاي مختلف كشت بافت گياهي، تكنيك كشت ريشه روش ميان
و  2656 و MSUو  15834(سويه اگروباكتريوم رايزوژنز  پنجهاي برگ با  ريزنمونه ،آزمايشاين در . تمورد توجه قرار گرفته اس

1000R  4وA(  1/2در دو محيط كشتMS  1/2وB5  نوع محيط  4در هاي مويين  ريشه .تلقيح شدند القاي ريشه مويين،براي
 1و  5/0، 0 هاي غلظتبا  IAAبه دو صورت مايع و جامد و همراه هورمون اكسين   1/4MSو 1/2B5  ،1/4B5 ، 1/2MSكشت
هاي مويين تحت تيمار  شهو ريميزان اولئانوليك اسيد در ريشه طبيعي، برگ، گلبرگ سپس  .گرديدندگرم بر ليتر كشت  ميلي

بيشترين بر اساس نتايج،  .گيري گرديد اندازه HPLCمولار محرك متيل جاسمونات، با روش  ميلي 500و  100هاي صفر،  غلظت
ميانگين . حاصل شد 2656و  MSUهاي  ترتيب در سويه هاي مويين به توليد ريشهميزان ) درصد 69/13(و كمترين ) درصد 43/4(

هاي مويين در  ريشه. درصد بود 1/2MS ،67/25محيط كشت درصد و در  1/2B5  ،84/35ين در محيط كشتتوليد ريشه موي
بيشترين مقدار اولئانوليك اسيد  .بيشترين رشد را داشتند  IAA گرم بر ليتر از و در سطح هورموني يك ميلي B5  2/1محيط كشت

اولئانوليك  مولار، مقدار ميلي 500تيل جاسمونات در غلظت م. )ميكروگرم در يك گرم وزن خشك 16( داشتطبيعي   ريشه را
 .شد اين تركيب، باعث كاهش مولار ميلي 100د اما در غلظت اسيد را در ريشه مويين افزايش دا

  بهار، ريشه مويين، اولئانوليك اسيد، اگروباكتريوم، اكسين، متيل جاسمونات هميشه :هاي كليدي واژه

 moshtaghi@um.ac.ir: پست الكترونيكي،  051-80572438: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
متعلق به ( Calendula offıcinalis بهار با نام علمي هميشه

و آفتابي در سراسر مناطق معتدل  )Asteraceaeخانواده 
اين گونه  .شود راحتي بومي مي و به شدهجهان كشت 

 ضد، التهاب عنوان يك ضدعفوني كننده، ضد بهگياهي 
علاوه . شود ميبه كار برده ضد باكتري و نيز يك   وسوير

هم براي اين گياه اثرات حفاظتي و سيتوتوكسيك بر اين، 
  ).13(ت اسگزارش شده 

  بهار، هميشه  گياه   مهم ثانويه    هايمتابوليت   از يكي 

 گريز باترپنوئيد آب ترييك  است كه اولئانوليك اسيد
برابر  آسيب ناشي از مواد حفاظت از كبد در مختلف  اثرات

تومور و آنتي  شيميايي حاد، فيبروز كبدي، سيروز، آنتي
در شرايط  اولئانوليك اسيد). 24و17( باشد اكسيدانت مي
 HIV-1 با مهار فعاليت پروتئاز، همانندسازي آزمايشگاهي
  ). 21(كند  هاي سلولي مهار مي را در سيستم

 ي كشت بافتها يكي از تكنيك هاي مويين توليد ريشه
. هاي ثانويه كاربرد وسيعي دارد است كه در توليد متابوليت
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 سهولت شدن، برابر دو كمتر براي زمان سريع، رشد
 در شيميايي تركيبات از طيفي سنتز توانايي و نگهداري

 منبعي به را آنها كه است مزايايي ازجمله هاي موئين ريشه
 تبديل ارزشمند هثانوي هاي متابوليت توليد براي ميئدا و مهم

نوع محيط كشت و غلظت اجزاي  گرچه .است نموده
ثير قرار أمحيط كشت نيز ميزان رشد ريشه مويين را تحت ت

هاي مويين نسبت به كاربرد  ريشهاما ). 25و34(مي دهد 
. حساسيت نشان داده اند ها انواع هورمون ها به ويژه اكسين

هاي مويين  استفاده از هورمون اكسين در محيط كشت ريشه
منجر به افزايش چند برابري رشد و افزايش توليد متابوليت 

  ). 33و 32و 5(هاي ثانويه در آنها شده است 

كشت سوسپانسيون  درتوليد تركيب اولئانوليك اسيد 
روزه بررسي شده  25در يك بازه  سلولي گياه هميشه بهار

ميكروگرم در گرم  73(مقدار اين متابوليت  بيشترين است و
همچنين . روز گزارش شد 21پس از گذشت ) زن ترو

ليد اولئانوليك اسيد كه وجود نور بر ميزان تو شدهگزارش 
كشت  )2012(لگا و همكاران ). 11( ثير بوده استأبي ت

كالوس گياه هميشه بهار را از نظر ميزان توليد تركيبات 
 وتنوئيدي مورد بررسي قرار دادند كه طي آنكار

و در شرايط  MSدر محيط كشت هاي برگ  ريزنمونه
افزايش . تاريكي بهترين عملكرد را در توليد كالوس داشتند

و همچنين حذف آمونيوم  غلظت ساكارز در محيط كشت
باعث افزايش ميزان توليد  ،MSنيتروژن از محيط كشت 

  ).14(تنوئيدي شد وتركيبات كار

ثر براي افزايش توليد تركيبات ؤيكي از روش هاي م
 ها محرك. هاست ر گياهان استفاده از محركدارويي د

 طريق از كه هستند زيستي يا غير و زيستي أمنش با تركيباتي

 انباشت و تحريك توليد باعث هاي دفاعي پاسخ القاي
 مثال به عنوان ).37( شوند مي ثانويههاي  متابوليت

در گياهان  هامدترين محركآها يكي از كار جاسمونات
هاي  متابوليت از بسياري وسنتز بيشوند كه  محسوب مي

و تركيبات  اندول آلكالوئيدها ترپنوئيدها، ازجمله ثانويه 
  ). 20(كنند  مي تحريك را فنلي

ارزشمند اولئانوليك اسيد و اينكه در  هايويژگي با توجه به
زمينه امكان افزايش اين تركيب دارويي در گياه هميشه بهار 

اين  درم نشده است، اي در ايران انجا تا كنون مطالعه
بهينه سازي شرايط توليد ريشه مويين در گياه  پژوهش

هاي مختلف  سويهمانند اثر عواملي  هميشه بهار و
آگروباكتريوم، شرايط نوري و انواع مختلف محيط كشت 

علاوه بر اين . شدهاي مويين بررسي بر توليد ريشه پايه
برگ، (ه ي مختلف گياها توليد اولئانوليك اسيد در اندام

اثر محرك متيل  و ريشه مويين و نيز) گلبرگ و ريشه
جاسمونات در ميزان توليد اين تركيب دارويي، مورد 

 .قرار گرفت ارزيابي

  مواد و روشها
از شركت پاكان  هميشه بهاربذرهاي : تهيه گياهچه استريل

ساعت درون  چند بذرها ابتدا. بذر اصفهان خريداري شد
سپس . پوسته بذرها جدا شد بعدشدند و  خيسانده آب

گرم در ليتر،  100دقيقه در محلول بنوميل  5به مدت بذرها 
دقيقه در محلول  15درصد و  70دقيقه در الكل  1

پس از سه بار . ضدعفوني شدند درصد 1هيپوكلريت سديم 
بذرها به محيط كشت حاوي  شستشو با آب مقطر استريل،

رآگار منتقل گرم در ليت 7ساكارز و  گرم در ليتر 20
پس از يك و  روز جوانه زدند 4-3پس بذرها . گرديدند

گرم در  25حاوي  )23(جامد  MSبه محيط كشت  هفته
انتقال يافتند  =pH 8/5گرم در ليتر آگار با  7ساكارز و  ليتر

ساعت تاريكي  8ساعت روشنايي و  16و در شرايط نوري 
ه هاي درجه سانتيگراد قرار گرفتند تا گياهچ 25و دماي 

  .يك ماهه تهيه شوند

، 2656، 15834 هاي سويه: تهيه سوسپانسيون باكتري
MSU, A4  و R1000  باكتري ازAgrobacterium 

rhizogenes  از جهاد دانشگاهي دانشگاه فردوسي مشهد
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هاي مورد  براي اطمينان يافتن از صحت باكتري. تهيه شدند
اكتري ي بT-DNAييد بخش أنظر و عدم آلودگي آنها از ت

استفاده  rolCبا استفاده از آغازگرهاي ژن  PCR با آزمون 
  . شد

گرم  10( مايع LBدر محيط كشت هاي مورد بررسي سويه
گرم در  10گرم در ليتر عصاره مخمر و  5در ليتر تريپتون، 
در شيكر انكوباتور كشت داده شدند و ) ليتر كلريد سديم

دور در دقيقه  150 سرعت درجه سانتيگراد با 28در دماي 
 OD. قرار داده شدند) 8/0(مناسب  ODتا رسيدن به 

و در طول موج  ها توسط دستگاه اسپكتروفتومتر باكتري
آماده سازي منظور  به. اندازه گيري شد نانومتر 600

محيط كشت حاوي  ميلي ليتر 15، سوسپانسيون باكتري
دقيقه  7به مدت دور در دقيقه  4000 سرعتباكتري با 

رسوب  بعدو محلول رويي دور ريخته شد . فوژ شدسانتري
 50 حاويمايع  MS ليتر محيط كشت ده ميليباكتري در 

  .گرديدحل گرم بر ليتر ساكارز  ميلي

 در قسمت رگبرگاز گياهچه جدا شده و ها  برگ :كشتي هم
. يلي ليتري، با باكتري آلوده شدم دوبا نوك يك سرنگ 

هاي  ديش اخل پتريدنمونه هاي تلقيح شده در ريزسپس 
 B5 1/2و   MS 1/2 استريل حاوي دو نوع محيط كشت پايه

منتقل  C 1±24° دمايبه اتاقك رشد با  و قرار گرفتند) 10(
ها تا زمان ظهور ريشه در محل زخم، در  ريزنمونه .شدند

) روشنايي و تاريكي(اتاق رشد در شرايط نوري متفاوت 
باكتري  ،از تلقيح وز بعددو تا سه ر حدود .نگهداري شدند

براي حذف . در اطراف ريزنمونه ها شروع به رشد نمود
ها با آب مقطر استريل  يك مرحله ريزنمونهدر باكتري 

 B5 1/2و  MS 1/2هاي  و گرديدند و دوباره به محيطششست
 500آنتي بيوتيك سفوتاكسيم با غلظت  جديد حاوي جامد

  . گرم در ليتر منتقل شدند يليم

اولين ريشه هاي مويين  ،ته پس از تلقيحيك تا دو هف
پس از ظهور . در محل تلقيح ظاهر شدند تراريخت

توسط  هاي مويين هاي مويين، درصد توليد ريشه ريشه

هاي مختلف آگروباكتريوم رايزوژنز مورد بررسي قرار  سويه
 Arcsinهاي درصدي ابتدا به كمك روش  داده .گرفت

ماري با استفاده از نرم آناليزهاي آبعد تبديل گرديدند و 
اين آزمايش در قالب آزمايش . شدانجام  JMPافزار 

فاكتوريل در قالب طرح پايه كاملا تصادفي با سه تكرار 
  .انجام و آناليز شد

زمانيكه طول  :هاي مويين استقرار و نگهداري ريشه
و  جدا ريشه ها سانتيمتري رسيد، 3تا  2به حدود  ها ريشه

يلي ليتر م 30حاوي  يليتر ميلي 100 به درون ارلن هاي
شده و در  منتقل =5/5pHبا  ½ B5محيط كشت مايع 

دور  80 سرعت بر روي شيكر با C 1±24°تاريكي و دماي 
. ه و هر دو هفته يكبار واكشت شدنددر دقيقه قرار داده شد

مويين توليد شده از گياه هميشه بهار رشد   ريشهكلون هاي 
پس از گذشت سه ماه، كلوني كه . بسيار آهسته اي داشتند

كه حاصل  A1كلون (بيشترين ميزان رشد را نشان داد 
انتخاب  ها براي انجام ساير آزمايش) بود A4تلقيح سويه 

   .شد

ييد تراريختگي أبراي ت: هاي مويين ريشه تأييد تراريختگي
آغازگرهاي  .استفاده شد rolCبراي ژن  PCRاز آناليز 

استفاده گرديد  rolCي تكثير ژن اليگونوكلئوتيدي كه برا
-CTCCTGACATCAAACTCGTC-'5 هاي شامل توالي

 .بودند 'TGCTTCGAGTTATGGGTACA-5-'3و  '3
منظور اثبات عدم آلودگي ريشه هاي مويين، از  همچنين به

يك جفت آغازگر كاملا اختصاصي و مونومرف براي ژن 
vir  ز جفت با 1050استفاده شد كه تكثير قطعه اي به طول

  .داد را انجام مي

بر رشد  IAAثير هورمون أبررسي ثبات رشد و ت
منظور بررسي ثبات رشد، ميزان رشد  به: هاي مويين ريشه
هاي مويين تا دو ماه متوالي هر بيست روز يكبار  ريشه

تا  5انشعابات   A1بدين منظور از كلون . اندازه گيري شد
كشت نوع محيط  4سانتي متري جدا سازي شده و در  6

1/2B5, 1/4B5, 1/2MS, 1/4MS   به دو صورت مايع و جامد
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گرم  ميلي 1و  5/0، 0با سه غلظت  IAAهمراه هورمون  و به
هاي تراريخت،  همزمان با ريشه. بر ليتر كشت شدند

هاي استريل رشديافته در  هاي غيرتراريخت از گياهچه ريشه
به هاي مشا جداسازي شده و به محيط نيز شرايط اين ويترو

هاي  انتقال يافتند و تيمارهاي مشابه با تيمارهاي ريشه
 60در نهايت بعد از گذشت . مويين بر روي آنها اعمال شد

  .گيري شد خشك آنها اندازهتر و روز وزن 

هاي مويين به ارلن هاي  ريشه: متيل جاسمونات تيمار با
 ½ B5ليتر محيط كشت  ميلي 25ليتري حاوي  ميلي 100

ميكرومولار از محرك  100و  50، 0 غلظتمايع حاوي سه 
در تاريكي و متيل جاسمونات انتقال يافتند و به اتاق رشد 

دور در  80و بر روي شيكر با سرعت  C 1±24°دماي 
هاي  ساعت، ريشه 72پس از گذشت . منتقل شدنددقيقه 

وسيله فريز دراير  ه و بهمويين از محيط كشت خارج شد
  .خشك شدند

اولئانوليك اسيد  مقدار: اولئانوليك اسيد ارمقدگيري  اندازه
اندام هاي مختلف گياه هميشه  و درهاي مويين  در ريشه

به رشد يافته در شرايط طبيعي،  )ريشه، گلبرگ، برگ( بهار
هاي مويين تيمار شده  ريشه ابتدا. تعيين شد HPLCروش 

ماهه، گلبرگ و  2برگ هاي جوان  با متيل جاسمونات،
 گياه هميشه بهار رشد يافته در گلخانه، هاي طبيعي ريشه

. جمع آوري شده و توسط دستگاه فريز دراير خشك شدند
دقيقه  40گياه به مدت   خشك شدههاي بافتيك گرم از 

. گيري شدند عصاره ليتر متانول تحت التراسونيك ميلي 40 با
در دستگاه روتاري تبخير  شرايط خلأدر متانول سپس 
ليتر اتيل  ميلي 30ليتر آب مقطر و  يميل 30مقدار . گرديد

) دكانتور(استات به آن اضافه و در قيف جداكننده 
خشك   عصاره پس از حذف حلال،. جداسازي انجام شد

 2/0با استفاده از فيلتر و ليتر متانول حل  ميلي 10در 
ميكرومتري تحت فشار فيلتر شده و در يخچال نگهداري 

از دستگاه نوليك اسيد براي تعيين محتواي اولئا. گرديد
HPLC  ساخت شركتKnauer اتوسمپلر  ، مجهز بهآلمان

ستون  و PDA 20000 ، آشكارساز1000، پمپ 3900
Eurospher 100-5 C18  با ابعادmm 4,6*250  در طول

 78فاز متحرك مخلوطي از . نانومتر استفاده شد 210موج 
يتر كرولمي 50آب و ليتر  ميلي 950/12ليتر متانول،  ميلي

سرعت جريان فاز متحرك در اين . بود اسيدفسفريك
 ppmليتر بر دقيقه و غلظت استاندارد يك  ميلي 4/0آزمايش 

غلظت اولئانوليك اسيد با توجه به منحني استاندارد و . بود
  .در دو تكرار محاسبه شد

  نتايج
هاي مورد استفاده در  براي اطمينان از صحت آگروباكتريوم

اي  هاي مورد نظر براي تكثير قطعه ريكشتي، باكت عمل هم
نتايج حاصل، . قرار گرفتند PCRمورد آزمون  rolCاز ژن 
مربوط به  bp 612ييد نموده و قطعه أرا ت  T-DNAحضور

rolC هاي مختلف  هاي ژل الكتروفورز در سويه در چاهك
   ).1شكل (باكتري مشاهده شد 

  
-1ه ترتيب ها ب چاهك. rolCژن  PCRنتايج حاصل از  -1شكل 
در  rolCمربوط به ژن  bp 612قطعه تكثير شده -2؛ +bp 100نشانگر 
DNAكنترل  -4ريشه نرمال؛ -3هاي مويين؛  ي استخراجي از ريشه

 براي پلاسميد باكتري rolCژن  PCRمحصول  -5منفي؛ 

برگ گياه هاي  ريزنمونهروز پس از تلقيح  15تا  10 قريباًت
هاي  ، ريشهاكتريوم رايزوژنزهاي آگروب با سويههميشه بهار 

هاي مويين،  اولين ريشه .كردند شروع به ظاهر شدن مويين
 MSUسويه به روز پس از تلفيح ظاهر شده و مربوط  10

نسبت به ساير  2656ريشه مويين حاصل از سويه  .بودند
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هاي مويين هم در سطح  ريشه. ها ديرتر ظاهر شدند سويه
  .دندش ايجادبرگ و هم در زير برگ ها 

هاي مويين نسبت به  ريشهها  در تمامي محيط كشت
هاي نرمال سرعت رشد بيشتري داشتند و داراي  ريشه

طبيعي در هاي  ريشه. ظاهري منشعب و كرك مانند بودند

هاي بدون هورمون پس از گذشت دو ماه، تغيير رنگ  محيط
هاي حاوي  در محيط. اي داشتند دادند و رشد بسيار آهسته

رشد بيشتري از محيط فاقد  طبيعيهاي  شههورمون، ري
ماه، آنها هم اثراتي از  6هورمون داشتند اما بعد از گذشت 

  ).2شكل (دادند  اي شدن را نشان مي قهوه

    
  بعد از شش ماه IAAگرم بر ليتر هورمون  حاوي يك ميلي B5 ½كشت شده در محيط ) ب(هاي نرمال  و ريشه) الف(هاي مويين  ريشه -2شكل 
هاي طبيعي نيز در محيط  ريشه ،هاي مويين ريشههمانند 

. ، كالوس توليد كردندIAAحاوي هورمون هاي كشت 
مشاهدات نشان داد كه ميزان توليد كالوس در محيط هاي 

در محيط كشت جامد . جامد از محيط مايع بيشتر بود
هاي مويين با محيط كشت در  كالوس در  نواحي كه ريشه

همچنين ميزان توليد كالوس در . ي شدتماس بود توليد م
هاي  بيشتر بود و رنگ ريشه MSاز  B5هاي  محيط كشت

تر از  حدودي تيره تا MSمويين رشد يافته در محيط هاي 
در محيط هاي فاقد هورمون،  . بود B5محيط هاي 

هاي مويين هيچ كالوسي توليد  هاي نرمال و ريشه ريشه
  . نكردند

هاي  هاي مويين در سويه اي ريشهميزان القپژوهش، اين در 
سويه . متفاوت بودAgrobacterium rhizogenes مختلف 

MSU  درصد بالاترين   4/39و  4/43ترتيب با  ، به15834و
درصد كمترين ميزان توليد ريشه  69/13با  2656و سويه 

  ). 3شكل(مويين را داشتند 

هاي مويين را در گياه  توانايي توليد ريشه R1000سويه 
ها  هميشه بهار نداشت و تنها در تعدادي از ريزنمونه

هاي برگ  ريزنمونه. هايي با رشد اندك ايجاد شد كالوس
هميشه بهار با سرنگ حاوي آب مقطر نيز خراش داده 

  .مويين توليد نكردند  ها هيچ ريشه شدند و اين ريزنمونه

هاي مويين از آزمون  براي اثبات قطعي تراريخته بودن ريشه
PCR  با آغازگر اختصاصي ژنvir تكثير اين . استفاده شد

-Tكه خارج از را  virآغازگر اختصاصي ، حضور ژن 

DNAباند بر  مشاهدهبا . ي پلاسميد است اثبات مي كند
 PCRهاي حاصل از  روي ژل آگارز در هر يك از نمونه

ي استخراج شده و DNAتوان به حضور اين ژن در  مي
يت باند در ؤعدم ر. نه پي بردآلودگي باكتريايي در نمو
نشان دهنده  طبيعيهاي مويين و  چاهك مربوط به ريشه
 ).4شكل (باشد  ها به باكتري مي عدم آلودگي اين ريشه

از نظر درصد توليد ريشه  1/2MSو  1/2B5دو محيط كشت 
محيط كشت . اند داري نشان داده مويين، اختلاف معني

1/2B5  1/2كشت  درصد، نسبت به محيط 84/35باMS  با
درصد، براي بالا بردن ميزان توليد ريشه مويين  67/25
  ).5 شكل(است  تري بوده ط مناسبمحي

هاي مويين در شرايط نور و تاريكي  ميزان توليد ريشه
درصد بود و اختلاف  44/32درصد و  07/29ترتيب  به

نمودار اثر متقابل سويه . داري بين اين دو مشاهده نشد معني
بيشترين درصد كه دهد  شرايط نوري نشان مي باكتري و

و در شرايط تاريكي  15834توليد ريشه مربوط به سويه 
و در  2659كمترين درصد نيز مربوط به سويه . باشد مي

هاي مختلف اگروباكتريوم در  سويه. شرايط تاريكي است
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  ). 6شكل (دو شرايط نور و تاريكي اختلاف معني داري نشان ندادند 
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 هاي مختلف اگروباكتريوم بر توليد ريشه مويين گياه هميشه بهار اثر سويه -3شكل 

  
  .ي مويين  در باكتري و نبود آن در كلون ريشه virجفت بازي ژن  1050حضور قطعه  -4شكل 

  براي پلاسميد باكتري virژن  PCRمحصول  -5 كنترل منفي- 4ريشه نرمال -3كلون ريشه مويين  -2سايز ماركر  -1: ها به ترتيب چاهك
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نوع محيط كشت
  

  اثر محيط كشت بر درصد توليد ريشه مويين در گياه هميشه بهار -5شكل
  

  
 اثر متقابل سويه باكتري و شرايط نوري بر توليد ريشه مويين گياه هميشه بهار -6شكل 
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درصد شود، فقط مشاهده مي 7همان طور كه در شكل 
محيط  بينو در شرايط نوري  MSUسويه زايي توسط ريشه

البته  .داشتاختلاف معني داري  ½ B5و  ½ MSكشت 
در دو محيط كشت زايي از نظر ريشه ها ساير سويه بين

در شرايط نور و تاريكي تفاوت  ½ MSو  ½ B5مختلف 
  .داري وجود نداشتمعني

محيط در طبيعي ميزان رشد هر دو ريشه تراريخت و 
 .بود MS ¼و  MS ½بيشتر از   B5 ¼و  B5 ½هاي  كشت

 B5 ¼و  B5 ½هاي  هاي مويين در محيط كشت رشد ريشه
رشد  MS ¼و  MS ½هاي  تقريبا دو برابر محيط كشت

  .داشتند

ميزان  انواع مختلف محيط كشت پايه بردر اين بررسي، 
 ،ته اندثير يكساني داشأهاي مويين ت وزن تر و خشك ريشه

هاي مويين در محيط  وزن خشك ريشه اين تفاوت كهبا 
 ¼ داري بيشتر از محيط كشتبه طور معنيB5 ½ كشت 

B5  1جدول (بود .(  
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  اثر برهمكنش سويه باكتري، محيط كشت و شرايط نوري بر توليد ريشه مويين گياه هميشه بهار  -7شكل 

  

  هاي طبيعي هاي مويين و ريشه بر ميزان رشد ريشه IAAهاي مختلف هورمون  انه محيط كشت، نوع محيط و غلظتگ مقايسه اثرات سه -1جدول 

      )گرم (وزن خشک ريشه مويين   )گرم(وزن تر ريشه مويين   )گرم(وزن تر ريشه نرمال 

1 mg/l  

  
5/0  mg/l 0 mg/l 1 mg/l  5/0  mg/l 0 mg/l 1 mg/l 5/0  mg/l 0 mg/l 

 IAAهورمون 

  تركيب محيط

 

  نوع محيط

4.557b 4.0225c 3.1526e 10.6562a 8.4983abc 7.2591cd 0.3968a 0.3169bc 0.271bcd ½ B5  

 

 

  محيط مايع

2.5431f 5.0208a 1.9795g 7.4590cd 6.7815cde 6.0897def 0.2495cde 0.2269def 0.2268def ¼ B5  

0.9089ijk 0.8443jk 0.1645mn 3.4081gh 2.8227gh 3.6966gh 0.1284gh 0.1067gh 0.1391gh ½ MS  

0.7835jkl 0.9689ij 0.8223jkl 4.3436fgh 3.4989gh 3.3998gh 0.1624fgh 0.1312gh 0.1276gh ¼ MS 

3.5136de 2.4717f 1.4322h 8.0529bcd 6.8505cde 5.9823def 0.2683bcd 0.2283def 0.2237def ½ B5  

 

 

  محيط جامد

3.5754d 4.6693ab 1.8973g 10.0192ab 7.4796 cd 4.6720efgh 0.333ab 0.2493cde 0.1752efg ¼ B5  

0.4163lmn 1.2990hi 0.0792n 4.9660efg 4.0880fgh 4.0620fgh 0.1753efg 0.1444gh 0.1526fgh ½ MS  

0.3064mn
 0.4970klm

 0.0490n
 3.1862gh

 2.7237h
 2.9852gh

 0.1128gh
 0.0966h

 0.1128gh
 ¼ MS 

 .در هر ستون، گروه هاي واجد حروف يكسان، تفاوت معني دار ندارند .هستنند تكرار سهميانگين  داده ها
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  مويينميزان رشد ريشه بر اساس نتايج حاصل، 
C. officinalis  در محيط كشت½ B5  مايع از½ B5  جامد

ها بيشتر بوده و اختلاف معني داري با  و ساير محيط كشت
هاي مويين در محيط  يشهرشد ر. آنها نشان داده است

اختلاف  MS ¼و  B5, ½ MS ¼هاي مايع و جامد  كشت
   .معني داري نشان نداد

در  گرم بر ليتر با غلظت يك ميلي IAAاستفاده از هورمون 
توانست ميزان وزن تر و وزن خشك  محيط كشت

 هاي مويين را به صورت معني داري افزايش دهد اما ريشه
اين هورمون اثري بر رشد  رگرم بر ليت ميلي 5/0 غلظت

هاي  ثير هورمون بر رشد ريشهأت). 1جدول ( ريشه نداشت
هاي  در كشت ريشه. هاي مويين متفاوت بود نرمال با ريشه

 1و  5/0در هر دو غلظت  IAA، استفاده از هورمون طبيعي
گرم بر ليتر با محيط كشت فاقد هورمون اختلاف معني  ميلي

  .داري داشت

گرم بر ليتر از  مويين در غلظت يك ميليهاي  رشد ريشه 
اختلاف  B5 ¼و  B5 ½در دو محيط كشت  IAAهورمون 

 ½در محيط كشت . )جدول يك( معني داري با هم نداشت

B5 گرم بر ليتر رشد  و در غلظت هورمون يك ميلي
گرم بر ليتر و  ميلي 5/0هاي مويين بيشتر از غلظت  ريشه

بين دو  B5 ¼يط كشت اما در مح. محيط فاقد هورمون بود
گرم بر ليتر هورمون اختلاف معني  ميلي 1و  5/0غلظت 

هاي مويين در محيط  ميزان رشد ريشه. داري ديده نشد
از غلظت هاي يك در هيچ MS ¼و  MS ½هاي  كشت

هاي مويين  ريشه. هورموني اختلاف معني داري نشان نداد
هورمون گرم در ليتر حاوي يك ميليو  B5 ½در محيط 

IAA بيشترين رشد را داشتند. 

، در هاي نرمال و ريشه   A1هاي مويين لاين  وزن ريشه
در سه فاصله زماني مايع فاقد هورمون،  B52/1محيط كشت 

و ترايخته در  هاي طبيعي ريشه. گيري شد روزه اندازه 20
. هاي زماني مختلف ميزان رشد متفاوتي داشتند دوره
اي داشتند و  شد آهستهروز اول ر 20هاي مويين در  ريشه

رشد . بالاترين ميزان رشد را داشتند 40- 60بين روزهاي 
تر بود، در بين  روز اول آهسته 20طبيعي هم در هاي  ريشه

افزايش پيدا كرد اما در بازه زماني سوم  40تا  20روزهاي 
هاي مويين در  رشد ريشه). 8شكل (روند كاهشي داشت 

روز اول رشد  20سبت به گرم ن 64/0روز دوم به ميزان  20
روز سوم  20هاي مويين در  ريشه. بيشتري داشته است

  . اند روز دوم بيشتر رشد كرده 20گرم از  24/0حدود 

  
  روز 60هاي طبيعي گياه هميشه بهار طي  هاي مويين و ريشه منحني رشد ريشه -8شكل 

اولئانوليك اسيد در  ، مقدارHPLCبر اساس نتايج آناليز 
 و 16ترتيب  بهگياه هميشه بهار  و ريشه مويين بيعيط  ريشه
عبارت  به .بود ميكروگرم در يك گرم وزن خشك 665/0

برابر  24در ريشه طبيعي  مقدار اولئانوليك اسيدديگر، 
ميزان اولئانوليك اسيد در ريشه . بيشتر از ريشه مويين بود

 1/2هاي هميشه بهار  ميكروگرم، در برگ 16گياه 
ميكروگرم در  7/2در گلبرگ گياه هميشه بهارميكروگرم و 

ي مويين تيمار  هاشهدر ري). 9شكل( گرم وزن خشك بود
ميلي مولار متيل جاسمونات،  100و  50هاي  شده با غلظت

ميكروگرم  176/0و  35/1ترتيب  غلظت اولئانوليك اسيد به
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اين محرك با بنابراين كاربرد . در گرم از وزن خشك بود
هاي مويين گياه  گرم در ليتر در كشت ريشه ميلي 50غلظت 

تواند باعث افزايش توليد اولئانوليك اسيد  هميشه بهار مي
كاربرد متيل جاسمونات با اين غلظت در كشت . شود
اولئانوليك  مقدارهاي مويين هميشه بهار باعث كاهش  ريشه

ميزان اولئانوليك اسيد در  .شود هاي مويين مي اسيد در ريشه
اولئانوليك اسيد وجود  هاي مويين ريشهمحيط كشت 

دهد كه اولئانوليك اسيد از  اين نتيجه نشان مي. نداشت
  .است به محيط انتشار پيدا نكرده هاي مويين ريشه
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ريشه مويين با غلظت : Cريشه مويين، : Bيعي، ريشه طب: A. هاي مختلف گياه هميشه بهار هاي مويين و اندام ميزان اولئانوليك اسيد در ريشه - 9شكل 

  گلبرگ: Fبرگ، : Eميكرومولار بر ليتر متيل جاسمونات،  100مويين با غلظت  ريشه: Dمولار بر ليتر متيل جاسمونات،  ميكرو 50

  بحث
ي مويين در ها محل رويش ريشهطبق مشاهدات، 

، محل تلقيح نمونه با هاي برگ گياه هميشه بهار ريزنمونه
دليل . اكتري و نيز قسمت پاييني نمونه نزديك رگبرگ بودب

اين امر احتمالا فراواني آوندهاي حاوي آب و مواد غذايي 
شود مواد غذايي لازم  در رگبرگ اصلي است كه باعث مي

هاي  پاسخالبته . ها فراهم شود براي توليد و رشد ريشه
هاي برگي به تلقيح با آگروباكتريوم  متفاوت ريزنمونه

تواند در نتيجه شرايط فيزيكي مختلف و خصوصيات  يم
). 19(فيزيولوژيكي بافت در پاسخ به شرايط كشت باشد 

هاي مختلف  هاي مويين القا شده توسط سويه ريشه
 MSUسويه . اگروباكتريوم، مورفولوژي متفاوتي داشتند

موارد ظاهري بيشتر هاي موييني را القا كرد كه در  ريشه
هاي القا شده توسط  داشتند اما ريشهكرك دار و منشعب 

فاقد كرك بودند و انشعابات بسيار كمي  15834سويه 
نظر  بين نژادهاي مختلف باكتري از). 10شكل ( داشتند

تفاوت بارزي وجود دارد و  ،ميزان القاي ريشه و رشد
ميزان (نظر فنوتيپي  ريشه هاي مويين بوجود آمده از

با هم متفاوت هستند ) اي انشعاب و تراكم پرزهاي ريشه
)37.(  

در محيط كشت باعث تغيير ريخت  IAAكاربرد هورمون 
هاي مويين شد و موجب شد  شناسي و كالوس زايي ريشه

هاي مويين ظاهري كرك دارتر داشته باشند  ريشه
در تحقيقي كه سائوروين و همكاران در سال ). 11شكل(

 Hyoscyamus albusهاي مويين گياه  بر روي ريشه 1992
انجام دادند نتايج مشابهي  A4تراريخته شده توسط سويه 

در  IAAبه طوري كه استفاده از هورمون . ديده شد
گرم در ليتر باعث تغيير ريخت  ميلي 4/1تا  4/0هاي  غلظت

مانند  هاي مويين و ايجاد ساختارهاي كالوس شناسي ريشه
  .شد

هاي  هاي طبيعي، در محيط ريشه و هم هاي مويين ريشه هم
فنوتيپ  .، كالوس توليد كردندIAAكشت حاوي هورمون 

ريشه مويين تراريخت توسط دو دسته ژن كه بر روي 
ها  اين ژن. شوند باكتري قرار دارند توليد مي Riپلاسميد 

 rolژنهاي  وT-DNA از  TR  در منطقه aux شامل ژنهاي
)root loci (ناحيه  درTl از  T-DNAباشند  مي)اپين ).  12
سنتز  اند قرارگرفته TRناحيه  كه در agsز توسط ژنهاي ني
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عنوان منبع كربن و  شود و آگروباكتريوم از اين تركيب به مي
درصد  60 تا 25فقط در  auxژن . كند هيدروژن استفاده مي

يابد در حاليكه  كشتهاي ريشه كه فرم تيپيك دارند تظاهر مي
لوس دارند، هايي كه قدرت توليد كا اين ژن در تمامي ريشه

 auxداري بين ژنهاي  بنابراين ارتباط معني. كند   بروز پيدا مي
هاي تراريخت وجود دارد و حذف ژن  و مورفولوژي ريشه

aux  در پلاسميد سبب شده كه ريشه هاي مويين تراريخت
  ).22(با فنوتيپ كالوس مانند توليد نشوند 

  

   

   
هاي مويين گياه هميشه  اي از ريشه روز؛ نمونه15بعد از ) ج( R1000؛ ) ب( 15834؛ ) الف( MSUهاي  يههاي مويين القا شده توسط سو ريشه -10شكل

  )د(بهار 

  
گرم بر ليتر هورمون  حاوي يك ميلي B5 ½؛ محيط كشت جامد )الف(فاقد هورمون  B5 ½هاي مويين رشديافته در محيط كشت جامد  ريشه -11شكل 

IAA )ب(  ؛ محيط كشت مايع½ B5 گرم بر ليتر هورمون  حاوي يك ميليIAA)ج(  

تواند ميزان  هاي گياهي در محيط كشت، مي كاربرد هورمون
ثير قرار أهاي مويين را تحت ت رشد و نيز مورفولوژي ريشه

در محيط  IAAدر اين تحقيق استفاده از هورمون . دهد
هاي مويين را تغيير داد و  كشت جامد، مورفولوژي ريشه

. هاي مويين رشد كالوسي پيدا كنند شهباعث شد ري
هاي مويين انتقال يافته به محيط كشت جامد حاوي  ريشه

رشد بعد هورمون، ابتدا شروع به كالوس زايي كرده و 
عادي پيدا كردند، در حالي كه در محيط كشت مايع، 

افزودن . تشكيل كالوس به وضوح كمتر از محيط جامد بود
 .Hهاي مويين گياه  به محيط كشت ريشه IAAهورمون 

albus  نيز باعث افزايش رشد و نيز تغيير مورفولوژي
نيز ) 2012(كاي و همكاران ). 29(هاي مويين شد  ريشه

در محيط  D-2,4گزارش كردند كه استفاده از هورمون 
هاي مويين و كالوس  كشت باعث تغيير مورفولوژي ريشه

  ).8(است  شده H. albusزايي 
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هاي  هاي مويين در سويه ن القاي ريشهپژوهش، ميزااين در 
سويه . متفاوت بودAgrobacterium rhizogenes مختلف 

MSU  درصد بالاترين   4/39و  4/43ترتيب با  به 15834و
درصد كمترين ميزان توليد ريشه  69/13با  2656و سويه 

نتيجه مشابهي توسط نادريان ). 3شكل(مويين را داشتند 
در گياه  2656مويين توسط سويه   در القاي ريشه) 1393(

براي ) 1392(حميدي ). 4(داتوره گزارش شده است 
در گياه پروانش نيز درصدهاي  15834و  MSUهاي   سويه

ميزان ) 1390(مشابهي به دست آورد، در حاليكه سالاري 
هاي برگ  در ريزنمونه 15834مويين را با سويه   توليد ريشه

كه در اين  2656سويه . گياه پروانش دو درصد گزارش كرد
مويين را داشته در   پژوهش كمترين درصد توليد ريشه

هيچ ريشه موييني را القا نكرده ) 1392(تحقيق حميدي 
در  A4,مويين توسط سويه   ميزان القاي ريشه). 2و1(است 

و نادريان ) 1382(مشتاقي . درصد بود 4/26اين پژوهش 
در گياه  A4اي سويه مويين را بر  ميزان توليد ريشه) 1393(

  ).4و3(اند  درصد گزارش كرده 84و  80ترتيب  داتوره، به

هاي گياه هم خانواده  درصد ريزنمونه 40در  15834سويه 
توانسته ريشه مويين را القا   Artemisia annuaهميشه بهار 

هيچ ريشه موييني را در اين گياه  LBA4902كند اما سويه 
هيچ  R1000سويه تحقيق، در اين ). 7(القا نكرده است 

فاچيني  در تحقيق پارك وريشه موييني توليد نكرد اما 
سويه مختلف اگروباكتريوم را روي  5، كه اثر )2000(

 Scholzia californicaو  Papavera somniferumگياهان 
القاي ريشه مويين بيشتري  R1000بررسي كردند سويه 

نيز نشان  داشت و همچنين بالاترين سرعت رشد ريشه را
توان نتيجه گرفت كه قدرت تشكيل  بنابراين مي .)26(داد 

توسط نژادهاي مختلف  ريشه مويين تراريخت
آگروباكتريوم رايزوژنز متفاوت است و بستگي به قدرت 

ممكن است يك گونه رو  از اين. زايي آنها دارد بيماري
و به سويه ديگر  گياهي به يك سويه باكتري حساس نباشد

  .شان دهدواكنش ن

هاي مختلف اگروباكتريوم رايزوژنز بر اساس نوع  سويه 
طبق . اپين به انواع مختلف تقسيم بندي مي شوند

هاي دسته  رسد باكتري مشاهدات به دست آمده به نظر مي
 ,TR105, A4, A2-83هاي  براي مثال سويه(اگروپين 

R1000, HR1, 15834, LBA9402 (زايي  در ايجاد بيماري
هاي دسته مانوپين  بيشتري نسبت به باكترياز قدرت 

)TR101, TR7 8196 (اين امر . و اكتوپين برخوردار هستند
ي مجزا T-DNAضور دو يا چند ناحيه حاحتمالا به دليل 

ها مي باشد كه باعث افزايش  اين باكتري Riدر پلاسميد 
به ژنوم گياه ميزبان و در نتيجه   T-DNAشانس انتقال 

  ).26(شود  ها مي اري زايي اين سويهافزايش قدرت بيم

براي  1/2MS، نسبت به محيط كشت 1/2B5محيط كشت  
تري  بالا بردن ميزان توليد ريشه مويين، محيط مناسب

رسد غلظت كمتر  به نظر ميبنابراين ). 5شكل (است  بوده
 MS ½نسبت به محيط كشت  B5 ½نمك در محيط كشت 

هاي مويين فراهم  توليد ريشهبراي محيط مطلوب تري را 
هاي  نيز رشد ريشه) 2008(تيواري و همكاران  .كند مي

 در محيط كشت را Scutellaria baicalensisمويين گياه 
B5 2/1هاي مويين رشد يافته در محيط  ، بيشتر از ريشه

MS 2/1كشت 
در بررسي اثر محيط  ).31(اند  گزارش كرده 

ي هاي كامل و نصف رو با غلظت MSو  B5هاي  كشت
  هاي مويين در گياه ميزان رشد ريشه

Valeriana officinalis ،ميزان رشد مشخص شد كه 
تفاوتي نداشت  B5و  B5 2/1 هاي كشت  ها در محيط ريشه

بيشتر از  MS  2/1اما ميزان رشد ريشه در محيط كشت 
 B5ها در محيط كشت  گرچه ريشه. بود MSمحيط كشت 

). 25(تند داش  MSرشد بهتري نسبت به محيط كشت 
تواند رشد  غلظت محيط كشت يكي از عواملي است كه مي

پوتالون و ). 30(ثير قرار دهد أهاي مويين را تحت ت ريشه
هاي مويين گياه  وزن خشك ريشه) 2009(همكاران 

Stephania suberosa هاي مختلف محيط  را در غلظت
گزارش كردند كه وزن  انآن. بررسي كردند MSكشت 

بوده است  2/1بيشتر از  4/1ن در غلظت خشك ريشه مويي
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 MS 8/1اما وزن خشك ريشه مويين در محيط كشت 
بر اساس گزارش نادريان  ).27(است  كاهش پيدا كرده

هاي مويين حاصل از تلقيح گياه داتوره  رشد ريشه) 1393(
 ،بود MS ¼بيشتر از  MS ½، در محيط كشت A4با سويه 

 B5 ¼از  B5 ½ت ها در محيط كش گرچه رشد اين ريشه
  ). 4(كمتر بوده است 

هاي مويين را  تواند مقدار توليد ريشه گاهي وجود نور مي
ميزان ) 1392(در تحقيق حميدي . ثير قرار دهدأتحت ت

مويين براي گياه پروانش در شرايط روشنايي   توليد ريشه
) 1393(طبق پژوهش نادريان . بيشتر از تاريكي بود

  ره نيز در شرايط تاريكي ريشههاي گياه داتو ريزنمونه
اما در اين تحقيق به جز ) 4و1(مويين بيشتري توليد كردند 

هاي  ، ساير سويه ها از نظر  مقدار توليد ريشهMSUسويه 
مويين در شرايط نور و تاريكي، تفاوت معني داري ايجاد 

  .نكردند

هاي مويين  هاي نرمال با ريشه ثير هورمون بر رشد ريشهأت
هاي طبيعي، استفاده از  در كشت ريشه. دمتفاوت بو

گرم بر ليتر  ميلي 1و  5/0در هر دو غلظت  IAAهورمون 
. با محيط كشت فاقد هورمون اختلاف معني داري داشت

ازجمله ژنهايي كه در توليد تركيبات اكسين دخالت دارند 
-TLمي باشند كه در بخش  rolCو  rolA  ،rolBژنهاي 

DNA  ازT-DNA روباكتريوم رايزوجنز حضور پلاسميد آگ
علاوه بر . دارند و تركيبات مشابه اكسين توليد مي نمايند

پلاسميد آگروباكتريوم،   TR-DNAاين ژنها، در بخش
نيز حضور دارند كه مسير   tms-2و  tms-1ژنهاي 

  ).22(كنند  ميبيوسنتزي ديگري براي اكسين فراهم 

فاده از اكسين افزايش و بهبود رشد ريشه هاي مويين با است 
  ماننددر گونه هاي مختلف گياهي  IAAها ازجمله 

Linum flavum ،Lobelia inflate   وNepeta cataria 
  واقع در rolژن هاي  ).16،6،35( گزارش شده است

T-DNA ي باكتريAgrobacterium rhizogenes   كه در
مويين نقش دارند، باعث افزايش حساسيت   القاي ريشه

افزايش هورمون . شوند ورمون اكسين ميها به ه سلول
تواند باعث افزايش رشد  هاي تراريخته مي اكسين در ريشه

  ).15(آنها شود 

هاي زماني  هاي مويين هميشه بهار در بازه ميزان رشد ريشه
در گياه هم خانواده . )8شكل ( مختلف متفاوت بوده است

 30هاي مويين تا روز  بهار يعني كاسني، ريشه هميشه
ميزان رشد  35تا  30زايش رشد نشان دادند اما از روز اف

نيز ) 1382( در تحقيق مشتاقي). 18(كمتري داشته اند 
هاي  هاي مويين گياه داتوره در ماه اول نسبت به ماه ريشه

دوم و سوم رشد بيشتري داشته اما در ماه سوم رشد 
  .هاي مويين كاهش يافته است ريشه

گرم در  ميلي 50غلظت ر محرك متيل جاسمونات، تنها د
ذاكر و همكاران . ، مقدار اولئانوليك اسيد را افزايش دادليتر

مولار از محرك  ميلي 100و  50، 10غلظت  3اثر ) 2015(
متيل جاسمونات را بر ميزان تركيب كريپتوتانشينون در 

. بررسي كردند Perovskia abrotanoidesكشت ريشه گياه 
اين محرك توانسته بود ميزان  مولار از ميلي 10تنها غلظت 

البته . اين تركيب را در مقايسه با نمونه شاهد افزايش دهد
دو غلظت ديگر ميزان اين تركيب را نسبت به نمونه شاهد 

  ).36(كاهش داده بودند 

ريشه گياه هميشه بهار علاوه بر توليد اولئانوليك اسيد، منبع 
د توليد شده ذخيره اين تركيب نيز هستند و اولئانوليك اسي

هاي جوان هميشه بهار نيز در ريشه گياه ذخيره  در برگ
در اين تحقيق ميزان اولئانوليك اسيد در ). 28(شود  مي

هاي  حدود هشت برابر برگ) ميكروگرم 16(ريشه گياه 
است كه اين نتايج با مطلب ) ميكروگرم 1/2(هميشه بهار 

  .فوق مطابقت دارد

تركيبات  بهار، ياه هميشههاي گياهي در گ كاربرد هورمون
ليك نوو اولئامحتواي كاروتنوئيد  ها، كلروفيل شيميايي مانند

 محيط گياه، كشت منطقه همچنين .دهد ميتغيير  رااسيد 
 كه هستند مواردي از همه گياه كشت تراكم و رشد
 هميشه گياه در را فيتوشيميايي تركيبات غلظت توانندمي
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محققان مقادير متفاوتي از  .)13(دهند  قرار ثيرأت تحت بهار
. اند اولئانوليك اسيد را در گياه هميشه بهار گزارش كرده

ميزان اولئانوليك اسيد ) 2013(دلاگاس و همكاران 
هاي طبيعي گياه هميشه بهار رشد  گليگوزيد را در ريشه

گرم بر گرم وزن  ميلي MS 42/8يافته در محيط كشت 
يب در ريشه هميشه خشك اعلام كردند اما مقدار اين ترك

اي در تحقيق رازوسكي و  بهار رشد يافته در شرايط گلخانه
ميكروگرم در يك گرم وزن تر اعلام  30) 2003(همكاران 

رسد شرايط كشت هميشه  به نظر ميبنابراين ). 28و9(شد 
هاي ژنوتيپي در ارقام مختلف هميشه بهار  بهار و نيز تفاوت

ثر ؤدر اين گياه بسيار م روي ميزان توليد اولئانوليك اسيد
ميزان اولئانوليك اسيد ) 2013(دلاگوس و همكاران . است

ي مويين گياه  ها هاي مختلف ريشه گليكوزيد را در كلون
گيري كردند و مقادير مختلفي از كمتر از  هميشه بهار اندازه

گرم در  ميلي 7/16گرم بر يك گرم وزن خشك تا  ميلي 5/0
در اين تحقيق ). 9(كردند  يك گرم وزن خشك را گزارش

  ميزان اولئانوليك اسيد در يك گرم از وزن خشك ريشه
-Tانتقال . ميكروگرم بود 665/0مويين گياه هميشه بهار 

DNAهاي مويين هميشه بهار  آگروباكتريوم به ريشه ي
ممكن است در مسير سنتز تركيبات فيتوشيميايي در اين 

ت ميزان توليد اين ها  اختلال ايجاد كند و ممكن اس ريشه
شايد انتخاب رو  از اين. ثير قرار دهدأتركيبات را تحت ت

  كلون ديگري بتواند به افزايش توليد اين تركيب در ريشه
 .مويين كمك نمايد
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Abstract 

Calendula officinalis is a medicinal plant and widely used for its anti-inflammatory, 
antibacterial, antifungal and etc properties. Oleanolic acid is an important bioactive 
compounds which found in C.officinalis. Hairy root cultures are characterized by high 
growth rate and ability to synthesize secondary metabolites. Some factors are effective 
on the production of hairy roots. So this experiment was performed to select the best 
strain of Agrobacterium rhizogenes, culture medium and light condition for production 
of hairy roots. Highest (43/4%) and the lowest (13/69%) of hairy root production were 
obtained by MSU and 2656 strains respectively. The Average production of hairy roots 
in ½B5 culture medium, 35/84% and in ½ MS culture medium was 25/67%. So it seems 
that the ½ B5 medium is better culture medium. There was no significant difference 
between light and dark condition for production of hairy roots. The branches (6-7cm) 
from A1 clone of hairy roots were cultured in ½ B5, ¼ B5, ½ MS and ¼ MS culture 
media, in both liquid and solid media, and the branches were treated by three 
concentrations of auxin (IAA) (0, 5.0 and 1 mg/l). After two months, Hairy roots have 
highest growth in the ½ B5 culture medium with 1mg/l of IAA. The effect of three 
levels of methyl jasmonate elicitor (0, 500 and 100mM) on amount of oleanolic acid 
was investigated in normal roots and hairy roots and determined by HPLC. Methyl 
jasmonate at 500mM, increased oleanolic acid production but at 100mM concentration, 
this compound was reduced. 

Key words: Calendula officinalis, Hairy roots, HPLC , Oleanolic acid, strains of 
bacteria 


