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 از حاصل تراريخت مويي ريشه دودمانهاي در ثانويه متابوليتهاي توليد توان و رشد مقايسه
  )Cichorium intybus( كاسني

  سيد لطيف موسوي گرگري و زاده، مسعود تقي*بنت الهدي آذرمهر، فرح كريمي

  دانشگاه شاهد، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسيتهران، 
 3/12/91 :اريخ پذيرشت   21/8/91 :تاريخ دريافت

  چكيده
مويي بيش توليد كننده تركيبات ثانويه،  قطعات جداكشت برگ در اين پژوهش با هدف توليد و جداسازي دودمانهاي ريشه

دودمانهاي حاصل از نظر رشد، محتواي فنل و فلاونوئيد كل، شيكوريك . تلقيح شدA4 كاسني با آگروباكتريوم رايزوژنز سويه 
هاي محلول به روش جش فنل، فلاوونوئيد و كربوهيدراتسن. دراتهاي محلول مورد ارزيابي و مقايسه قرار گرفتنداسيد و كربوهي

مشاهده  Jو  A ،H ،Iهاي دودمانبيشترين سرعت رشد در . انجام شد HPLCاسپكتروفتومتري و سنجش شيكوريك اسيد توسط 
داري با يكديگر نشان ندادند ولي از نظر محتواي تفاوت معنيآمده از نظر فنل و فلاوونوئيد كل  به دستهاي دودمان. شد

بيشترين مقادير كربوهيدرات نيز در . حاوي بيشترين مقدار از اين ماده بودند Fو پس از آن دودمان  Jشيكوريك اسيد دودمان 
ين مقادير رشد و توليد با بيشتر Jرسد دودمان با توجه به نتايج حاصل، به نظر مي. مشاهده شد Jو  D ،G ،Iدودمانهاي 

  . شيكوريك اسيد و كربوهيدرات، برترين دودمان حاصل در اين پژوهش باشد
  آگروباكتريوم رايزوژنز، ريشه موئي، كاسني، متابوليت ثانويه :يكليدواژه هاي 

 fkarimi@shahed.ac.ir: ، پست الكترونيكي021-51212227: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
، )Asteraceae(ايها ستارهاسني از اعضاي خانواده گلك

هاي مهم گياهان دارويي گياهي دو ساله و يكي از گونه
- ريشه اين گياه حاوي تركيبات دارويي شامل پلي. است

لاكتونها، ترپن، سزكوئي)inulin(ساكاريدي به نام اينولين 
ها است تامين، شيكوريك اسيد و ويكومارينها، فلاونوئيدها

همچنين از . باشندهاي دارويي مختلفي ميهكه داراي استفاد
اكسيدان راديكال و آنتيدليل تركيبات آنتيه گياه كاسني ب

 ، سرطان و)AIDS( موجود در ريشه براي درمان ايدز
 در بسياري از گياهان، ).22و  17( شودديابت استفاده مي
ثر براي ؤروشي م) Hairy root culture(كشت ريشه موئي 

داراي پايداري  هااين ريشه. استتوليد متابوليتهاي ثانويه 
 ،سريع يرشد علاوه برژنتيكي و بيوشيميايي بوده و 

توانايي سنتز تركيبات طبيعي در سطوح قابل مقايسه با گياه 
). 15( باشداز ديگر ويژگيهاي اين نوع كشت مينيز  مادر

هاي موئي در گياهان در واقع حاصل نوعي تشكيل ريشه
كه  گروباكتريوم رايزوژنزآ ةبيماري گياهي است كه بوسيل

وقتي كه باكتري . شوديك باكتري گرم منفي است ايجاد مي
و    TRكه بين قسمتهاي T-DNA گياه را آلوده مي كند، 

TL  در پلاسميدRi در  باكتري است به گياه منتقل شده و
ميزان  ،به دنبال آن .گيردياه ميزبان قرار مياي گژنوم هسته

مانند و هاي ماكسين سلولي افزايش يافته و در نتيجه ريشه
  ). 8( شودزيادي توليد مي

لكولهاي كنشگر شيميايي وم) ROS(هاي فعال اكسيژن گونه
تند كه داري مانند يونهاي اكسيژن و پراكسيدها هساكسيژن

طرناكي چون سرطان و نقش مهمي در ايجاد بيماريهاي خ
نها سازي اثر آكنند و خنثيمي ءعروقي ايفا - هاي قلبيبيماري

ها توسط آنتي اكسيدانها و سيستمهاي جاروب كننده راديكال
طور اين راديكالها از طريق  همين). 4(گيرد صورت مي

نتيجه تخريب غشاء، تخريب پراكسيداسيون ليپيدها و در 
ها و مها، از بين بردن رنگيزهكردن آنزيها، غيرفعالپروتئين

- تنش ثانويه اكسيداتيو ايجاد مي DNAاختلال در عملكرد 

اي سلولي و كنند كه منجر به خسارات جدي به ساختاره
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هاي ها به دليل ساختار و گرهفنل). 2(شود گياه مي
- تركيباتي با قدرت آنتي هيدروكسيلي كه دارند عموماً

، ارتباطي منفي بين عاتمطال). 5(اكسيداني قوي هستند 
و خطر  ار از ميوه و سبزيهاي غذايي سرشمصرف رژيم

قسمتي از . اندهاي مزمن را در انسان نشان دادهبيماري
ها در رژيم غذايي ها و سبزيدهاي فيزيولوژيكي ميوهعملكر

به ). 4(فنلي آنهاست انسان، مربوط به فراواني ذخائر پلي
بيوسنتز و تجمع انواع  هاي دفاعي گياه منجر بهپاسخ علاوه

خمي ها يا زحمله پاتوژن. گرددنويه گياهي ميتركيبات ثا
دنبال آن ه شدن گياه منجر به القاء پاسخهاي دفاعي و ب

گردد بيوسنتز تركيبات ثانويه همچون فنل و فلاونوئيدها مي
اسيد تارتاريككافئوئيلشيكوريك اسيد كه به نام دي). 1(

 HIVليل توانايي در مهار آنزيم شود به دنيز شناخته مي

integrase تحريك ترشح انسولين و جذب  چنينو هم
- گسترش نگران .)11(گلوكز، مورد مطالعه قرار گرفته است

، كشف عوامل )AIDS(كننده سندروم نقص ايمني اكتسابي 
درماني براي جلوگيري از تكثير ويروس مسبب نقص 

درك پيشرفته . سازدرا ضروري مي) HIV-1(ايمني انساني 
از چگونگي چرخه سلولي ويروس اين امكان را فراهم 
ساخته كه اهداف خاصي به منظور قطع چرخه سلولي 

  integraseيكي از اهداف، آنزيم . عريف گرددويروس ت
ويروسي با  DNAويروسي است كه مسئول ورود و ادغام 

DNA اين ورود . سلول ميزبان استDNA  براي ايجاد
بنابراين عواملي كه بتوانند از . آلودگي ويروسي لازم است

عمل آورند به عنوان عوامل ضد ايدز ه اين فرآيند ممانعت ب
ترين شيكوريك اسيد يكي از قوي. شوندشناخته مي

بوده و داراي فعاليت  HIV-1 integraseهاي مهاركننده
ترين به عنوان عمده(اينولين نيز . )12(ضدايدزي است 

داراي اثرات مفيد ) محلول موجود در كاسني كربوهيدرات
دارويي از جمله جهت مصرف افراد ديابتي، متابوليسم 

كلسيم و منيزيم و تعيين  ليپيدها، دخالت در جذب بيشتر
) Glomelural filtration rate(ميزان فيلتراسيون گلومرولي 

  ).19(است 

كره زمين و عدم كفايت  با توجه به افزايش جمعيت
هاي كشاورزي براي كشت انواع گياهان به وسعت زمين

-هاي مويي ميمواد اوليه دارويي، كشت ريشه ينتاممنظور 

به اين . رود به كاريگزين يك روش جا به عنوانتواند 
هاي منظور بهتر است تلقيح قطعات جداكشت با سويه

هايي از زوژنز بارها صورت گرفته و دودمانآگروباكتريوم راي
در اين مطالعه،  .ريشه مويي با صفات برتر غربال شوند

اي حاصل از تلقيح قطعات جداكشت هاي ريشهدودمان
ظر سرعت رشد و از ن A4سويه  A.rhizogeneseكاسني با 

توان توليد فنل، فلاونوئيد، شيكوريك اسيد و كربوهيدرات 
به اند و بر اين اساس بهترين دودمان با هم مقايسه شده

قبلا پژوهشي با هدف مشابه . آمده معرفي شده است دست
  . باشدروي كاسني صورت نگرفته و اين اولين گزارش مي

  هامواد و روش
هاي  شت برگ از گياهچهقطعات جداك: كشت ريشه موئي

اي حاصل از كشت بذر كاسني در شرايط چهار هفته
  تهيه شد و) in vitro( ايسترون درون شيشه

 .تلقيح گرديد A4سويه   Agrobacterium rhizogenesبا
فاقد  MSقطعات جدا كشت تلقيح شده در محيط كشت 

ساعت انكوباسيون  48پس از . ندهورمون كشت داده شد
درجه سانتي گراد، قطعات جدا كشت به  28در دماي 

بيوتيك آنتيفاقد هورمون حاوي  MSمحيط كشت 
در شرايط تاريكي در  منتقل و mg L−1250 مسفوتاكسي

روز  15ها پس از اولين ريشه. دماي اتاق نگهداري شدند
كه در واقع از  حاصلهاي ريشههر يك از . دشمشاهده 

مستقل  دودمان يك به عنوانيك سلول منشا گرفته بود 
)root line ( در محيط كشت نيمگانه جدابطورMS   ،مايع

در شيكر كشت داده شد و  mg L−1250 سفوتاكسيمحاوي 
. گراد نگهداري شددرجه سانتي  25انكوباتور با دماي 

هاي موئي هر دو هفته يك بار واكشت و توزين ريشه
 ,A, B, C, Dشامل اي، دودمان ريشه يازدهدر نهايت . شدند

E, F, G, H, J, I, K   افزايش وزن (از نظر سرعت رشد
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مورد مقايسه هاي ثانويه و محتواي متابوليت) نسبت به زمان
 .قرار گرفتند

-از ريشه DNAاستخراج :  PCRژنوم و آناليز  استخراج

هاي غير ترانسفورم هاي حاصل از تلقيح با باكتري و ريشه
صورت ) 2007(و همكاران  Khanكاسني بر اساس روش 

به نيز  A4سويه  A.rhizogenesپلاسميد ). 14(گرفت 
با استفاده از  PCRآزمون  .كنترل مثبت استفاده شد عنوان

استخراج  DNAبر روي  rolBپرايمر طراحي شده براي ژن 
  ).1جدول(شده انجام شد 

  rolBآغازگر رفت و برگشت طراحي شده براي تكثير ژن  -1جدول 
5’-ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3’Forward 

5’-TAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3’Reverse 

مرحله اول : جهت تكثير ژن به صورت زير بود PCRبرنامه 
جهت باز  گراد سانتي درجه 94 در دماي دقيقه 2 مدت به

 با سيكل 35، مرحله دوم  DNAشدن ابتدايي دو رشته 
 درجه 55 ثانيه، 45 مدت به گراد سانتي درجه 94 برنامه؛
 به گراد سانتي درجه 72 و ثانيه 45 مدت به گراد سانتي
جه سانتي گراد به مدت در 72ثانيه و مرحله سوم  50مدت 

 روي بر ،PCR محصول نتايج، بررسي به منظور. دقيقه 7
  ).23(شد  برده درصد 1 آگارز ژل

گيري فنل و فلاوونوئيد تهيه عصاره پلي فنلي و اندازه
گرم از بافت ريشه در  2فنلها استخراج پلي براي: كل
mL30  2/3(درصد  70اتانول =pH به ) با فرميك اسيد

به عصاره . در طول شب خيسانده شد خوبي سائيده و
آمده براي سنجش فنل و فلاونوئيد كل مورد استفاده  دست

ميكروليترعصاره 125براي سنجش فنل كل، . قرار گرفت
ميكروليتر  125ب دوبار تقطير و ليتر آميلي 5/0فنلي، پلي

دقيقه  6وبعد از گذشت  سياكولتا مخلوط -معرف فولين
به مخلوط  درصد 7ليتر محلول سديم كربنات ميلي 25/1

حاصل افزوده شد و در نهايت حجم محلول با آب مقطر 
دقيقه در تاريكي  90محلول به مدت . ميلي ليتر رسيد 3به 

نانومتر با  760موج  نگهداري و سپس جذب آنها در طول
استفاده از اسپكتروفتومتر خوانده شد و مقدار فنل كل در 
هر نمونه با كمك معادله حاصل از منحني استاندارد گاليك 

ميلي  25/0براي سنجش فلاونوئيد كل . اسيد محاسبه شد
، درصد 5ميكروليتر سديم نيترات  75ليتر عصاره پلي فنلي، 

 10ه شده آلومينيوم كلرايد ميكروليتر محلول تازه تهي 75

مولار 1ميلي ليتر محلول سديم هيدروكسايد  5/0و  درصد
 با هم مخلوط شد و سرانجام حجم نهايي محلول با استفاده

 5بعد از . ليتر رسانده شدميلي 5/2از آب دو بار تقطير به 
نانومتر با استفاده از  510دقيقه جذب آنها در طول موج 

ها با سه سنجش همه نمونه. شد اسپكتروفتومتر خوانده
تكرار مستقل انجام شد و مقدار فلاونوئيد كل در هر نمونه 
با كمك معادله حاصل از منحني استاندارد كوئرستين 

  ).6(محاسبه شد 
سنجش :  HPLC شيكوريك اسيد توسط سنجش

) 2008( و همكاران Llorachروش  شيكوريك اسيد به
 Knauer( HPLCتگاه از دسبدين منظور . )13(نجام شد ا

GmbH, Germany( با مشخصات  يو ستون)mm ID4 ×
mm 125 (C18:ميلي  8/0سرعت جريان حلال . استفاده شد

 5/0اسيدي شده با  آب شاملفاز متحرك  وليتر در دقيقه 
بود كه ) Bحلال ( لومتان و) Aحلال (فرميك اسيد  درصد

 5با گراديان  برنامه. ريزي شدگراديان برنامهصورت ب
 درصد 40دقيقه به  25شروع شد و طي  Bحلال  درصد

صورت دقيقه ب 5دقيقه رسيد و به مدت  در Bحلال 
 nm طول موج دستگاه روي .ايزوكراتيك ادامه يافت

336=λ ميكروليتر عصاره  20براي هر تزريق از . تنظيم شد
شيكوريك اسيد در محتواي . استفاده شدفنلي پلي

بر اساس سطح زير منحني  موئي،دودمانهاي مختلف ريشه 
به  رسم شدهبا استفاده از منحني استاندارد  و آمده به دست

  . محاسبه گرديد) Sigma(وسيله شيكوريك اسيد استاندارد 
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ريشه (ترل منفي كن: NC، )ژنوم باكتري(كنترل مثبت : PCماركر وزن مولكولي، : M. هاي ريشه موييدر دودمان rolBبراي ژن  PCRنتيجه آزمون . 1شكل

  موئي دودمانهاي مختلف ريشه: A-K، )گياهچه حاصل از كشت بذر كاسني
  

سنجش قندهاي محلول به روش : هاسنجش كربوهيدرات
گرم از بافت ريشه  1/0. سولفوريك اسيد انجام شد -فنل

به خوبي سائيده و به  درصد 80ليتر اتانول در يك ميلي
ر دقيقه سانتريفوژ دور د 7000مدت يك دقيقه با سرعت 

عمل استخراج با همين روش سه بار ديگر تكرار و هر . شد
. دگرديخشك  بار مايع رويي به يكديگر افزوده و كاملاً

باقيمانده حاصل از تبخير در  آب مقطر نيمه گرم حل شد 
ليتر از هر نمونه به لوله آزمايش منتقل و و به   يك ميلي

ها اضافه و به مدت به آن درصد 5ر محلول فنل ليتميلي 5/0
ليتر آب مقطر به عنوان از يك ميلي. دقيقه ورتكس شد 1

ليتر اسيد سولفوريك ميلي 5/2سپس . شاهد استفاده شد
تا حرارت لازم  هغليظ به آرامي به سطح هر لوله اضافه شد
دقيقه  30بعد از . براي پيشرفت واكنش را فراهم سازد

به نانومتر  485وج ها در طول مجذب هر يك از نمونه
آمد و مقدار كربوهيدرات در هر نمونه با كمك  دست
هاي معين گلوكز له حاصل از منحني استاندارد غلظتمعاد

ها با سه تكرار مستقل سنجش همه نمونه). 21(محاسبه شد 
  .انجام گرفت

  نتايج
هاي ريشه مويي، ژنوم دودمان PCRالكتروفورز محصول 

 rolBيد حضور ژن ؤكه م  bp720اي به طول تكثير قطعه
 DNA(اين باند تنها در كنترل مثبت . نشان دادبود را 

كه   اي تراريخت مشاهده شد در حاليهو ريشه) باكتري
هاي شاهد فاقد قطعه حاصل از ژنوم ريشه PCRمحصول 

bp720 1شكل (بود(.  
هاي موئي روي قطعات مراحل ايجاد ريشه 2شكل

كشت مايع و رشد و  حيطها به مانتقال آن جداكشت،
بيشترين رشد . دهدها در محيط مايع را نشان مياستقرار آن

  J و E ،H ،Iهاي مشاهده شد كه با دودمان Aدر دودمان 
شت و كمترين رشد مربوط به داري نداتفاوت معني

 264/0رشدي برابر   Aدودمان. بود Kو  B ،Cهاي دودمان
گرم در  1/0حدود  Kو  B ،Cهاي دمانگرم در روز و دو
حتواي بيشترين و كمترين م). 3شكل (روز رشد داشتند 

 Kو  Bمويي  هاي ريشهفنل كل به ترتيب در دودمان
از نظر محتواي  Jو  A ،Bهاي دودمان ).4شكل(مشاهده شد 

داري را نسبت به هم نشان فلاونوئيد كل بافت تفاوت معني
ساير  لاونوئيد كل نسبت بهندادند و داراي بيشترين مقدار ف

نيز كمترين مقدار را نسبت به  Kدودمان . ها بودنددودمان
  ).5شكل(سايرين نشان داد 

  
  الف ب                      ج

  هاي موئي حاصل از تلقيح قطعات جداكشت و رشد ريشه ءالقا. 2شكل
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ايجاد اوليه ) الف. A4برگ كاسني با آگروباكتريوم رايزوژنز سويه 
شده در اي ايجاد شده بر سطح برگهاي تلقيح ها از محل جراحتهريشه

ها بعد از ازدياد ريشه) ها به محيط مايع جانتقال ريشه) محيط جامد ب
  گذشت يك ماه از انتقال به محيط مايع

a

c c

bc abc
bc bc

ab abc
abc

c
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0.35
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شد 
ر

 )
g/

da
y)

دودمان هاي ريشه مويي

هاي ريشه موياي حاصل از تلقيح قطعات مقايسه رشد دودمان. 3شكل 
حروف متفاوت نشان . A4وژنز سويه جدا كشت با آگروباكتريوم رايز

  . (p≤0.05) باشددار بين ميانگينها ميدهنده تفاوت معني

هاي ريشه موياي حاصل از محتواي فنل كل بافت در دودمان. 4شكل
هنده تفاوت دحروف متفاوت نشان. A4آگروباكتريوم رايزوژنز سويه 

  ).(p≤0.05باشد ها ميدار بين ميانگينمعني
  

زمان بازداري تركيب استاندارد شيكوريك اسيد تهيه شده 
 ± HPLC ،5/0 استفاده از كروماتوگراماز شركت سيگما با 

محتواي شيكوريك اسيد بافت  ).6شكل (آمد  به دست  28
ين مقدار كمتر Kو در دودمان  بيشترين Jريشه در دودمان 

  ).7شكل(ها داشت را نسبت به ساير دودمان

c c
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de de
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FW

)

دودمان هاي ريشه مويي

هاي ريشه مويي حاصل واي فلاونوئيد كل بافت در دودمانمحت. 5شكل 
ها دار بين ميانگينهنده تفاوت معنيدحروف متفاوت نشان. A4از سويه 

  ).(p≤0.05باشد مي
 Jو  G ،Iهاي در دودمانمحتواي كربوهيدرات بافت ريشه 

داري به طور  معني Fو  A ،B ،C ،Eهاي نسبت به دودمان
  ).8شكل(بيشتر بود 

 

  

هاي ريشه مويي واي شيكوريك اسيد بافت در دودمانمحت. 7شكل
هنده دحروف متفاوت نشان. A4حاصل از آگروباكتريوم رايزوژنز سويه 

  ).(p≤0.05باشد ها ميدار بين ميانگينتفاوت معني

  گيريبحث و نتيجه
كه در اثر آلودگي گياه با باكتري آگروباكتريوم   ريشه موئي

ي ژنتيكي شود، سرعت رشد بالا و پايداررايزوژنز ايجاد مي
همين طور به عنوان منبعي براي توليد . زيادي دارد

هاي ثانويه در مقاديري قابل مقايسه با بيوسنتز اين متابوليت
   .)8(رود تركيبات در ريشه گياهان به شمار مي
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سمت چپ كروماتوگرام استاندارد و سمت راست كروماتوگرام عصاره فنلي يكي از . )RT=28 ± 0.5(شيكوريك اسيد  HPLCكروماتوگرام . 6شكل
  .دهدهاي ريشه مويي را نشان مينمونه

  

  
- هاي ريشه محتواي كربوهيدراتهاي محلول بافت در دودمان. 8شكل

حروف متفاوت . A4ز آگروباكتريوم رايزوژنز سويه مويي حاصل ا
  .)(p≤0.05باشد ها ميدار بين ميانگينهنده تفاوت معنيدنشان

-Tباتوجه به عدم قطعيت در تعداد كپي و مكان ورود 

DNA  گياه ميزبان و همچنين برهمكنش آنها با به ژنوم
لگوهاي هاي موئي ايجاد شده اغلب اهاي اطراف، ريشهژن

در  .دهنداز تجمع متابوليتهاي ثانويه را نشان مي متفاوتي
اي ران چهل و پنج دودمان ريشهو همكا Mano  1989سال 

را  Duboisia leichhardtiiآمده از تلقيح گياه  به دست
و  اي را از نظر ميزان رشدهاي قابل ملاحظهبررسي و تفاوت
هاي مختلف مشاهده كردند ها در دودمانمقدار آلكالوئيد

از تلقيح آگروباكتريوم رايزوژنز  Hook 1994در سال ). 18(
پنج  Leontopodium alpinum Cass.   در گياه 9402سويه 

ها را از نظر آورد و آن به دستاي متفاوت را دودمان ريشه

. هاي روغني با هم مقايسه نمودميزان رشد و اسانس
دودمانهاي انتخاب شده از نظر فاكتورهاي بررسي شده 

او علت تفاوت بين . داري را با هم نشان دادندمعني تفاوت
گيري شده در بعضي اندازه هايمتابوليت مقادير پايين

بت به محتواي بالاي اين متابوليتها در ساير ها نسدودمان
ترانسفورماسيون ضعيف بيان آمده را  به دستدودمانهاي 

به مويي  نيز يازده دودمان ريشه در اين پژوهش). 7(كرد 
نظر سرعت رشد و مقادير متابوليتهاي  كه از آمد تدس

داري را با هم نشان دادند كه هاي معنيمورد بررسي تفاوت
در ژنوم گياه  T-DNAناشي از تصادفي بودن جايگيري 

د كپي انتقال يافته و برهمكنش طور تعدا ميزبان و همين
انتقال تركيب مناسبي از . است هاي اطراف آنآنها با ژن

هاي موئي از باكتري به گياه براي تشكيل ريشه rolهاي ژن
تواند همه ها نمياست و انتقال تنها يكي از اين ژنلازم 

 از مهم). 20(ويژگيهاي سندرم ريشه موئي را نشان دهد 
فلاونوئيدها و فنلهاي اسيدي، عملكرد  دلايل اهميت ترين

شرايط تنشي همچون . باشدها در مكانيسمهاي دفاعي ميآن
، جراحت و آلودگي ميكروبي سبب افزايش UV اشعه

بنابراين فاكتورهاي محيطي . شودبيوسنتز تركيبات فنلي مي
هاي اسيدي ايي در محتواي فلاونوئيدها و فنلسزه تاثير ب
هايي همچون مشاهده شده كه تجمع فلاوانول .دارند

V
olts

  

Minutes  
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كامپفرول و مشتقات گليكوزيدي آن با جراحتي در روزنه 
سزايي در ه اين فلاونوئيدها كمك ب. يابدافزايش مي

در بين تركيبات . كنندجلوگيري از عفونتهاي ميكروبي مي
هيدروكسي سيناميك اسيد و ها، كومارينفنلي هيدروكسي 

 .ها دارندا بيشترين نقش دفاعي را در جراحتهفلاونول
نيز در اثر ) PAL(آمونيالياز آلانينهمچنين بيان آنزيم فنيل

زخم و جراحت افزايش يافته و منجر به سنتز محصولات 
از آنجا كه استفاده از آگروباكتريوم به . شودفنلي بيشتري مي

تواند به عنوان منظور تلقيح و ايجاد ريشه موئي خود مي
رسد كه نوعي عامل پاتوژن براي گياه عمل كند، به نظر مي

ود اقدام به مقابله با گيري سيستم دفاعي خبه كارگياه با 
كند و در پي آن مقادير فنل و فلاونوئيد توليد باكتري مي
كه شش با توجه به دانستن اين). 24و  3(رود شده بالا مي

ژنهاي (وجود دارد    T-DNAاپرون در سمت چپ ناحيه
Vir (ها براي انتقال ژنوم باكتري به ژنوم گياه كه عملكرد آن

با هم پروتئيني را  Vir G و VirAنواحي . الزامي است
را فعال  Virكنند كه رونويسي از ساير ژنهاي رمزگذاري مي

 فعال عوامل. گيردنموده و به دنبال آن انتقال ژن صورت مي
مانند  ليفن تركيبات اسيدي، pH شامل VirA ناحيه كننده

 گروههاي و )Asetosringon) (24( استوسيرينگون
 با مونوساكاريدها اين. ندباشمي منوساكاريدها از مشخصي
 عمل) كننده تشديد( سينرژيك صورت به فنلي تركيبات

ت رود ازدياد توليد تركيبابنابراين احتمال مي). 3(كنند مي
دفاع در مقابل عامل پاتوژن  به منظورفنلي توسط گياه كه 

گيرد خود به عنوان عاملي براي تلقيح بهتر عمل صورت مي
موئي ايجاد شده داراي پايداري كند و از آنجا كه ريشه 

ژنتيكي است توليد مداوم تركيبات فنلي را در بر خواهد 
هاي مختلف اين مطالعه مشاهده شد كه دودمان در. داشت

ريشه موئي مقادير متفاوتي از فنل و فلاونوئيد توليد 
-Tتواند ناشي از تفاوت در مكان جايگيري نمودند كه مي

DNA ها هر يك از دودمان ءنشاول تراريخت مدر ژنوم سل
و  Heimlerتوسط  2009اي كه در سال در مطالعه. باشد

همكاران انجام شد مقادير تعدادي از فنلها و فلاونوئيدهاي 

فنلي گياه كاسني بررسي شد و آنها طبق موجود در عصاره 
فنل  به عنواناسيد را  آمده، شيكوريك به دستنتايج 

در سال  Leeهاي بررسي.  )6(شاخص كاسني معرفي كردند 
، Lamiaceaeو  Asteraceaeنشان داد كه در دو تيره  2010

-ترين مشتقات كافئيك اسيد مياسيد از عمدهشيكوريك

و همكاران  Leeدر مطالعه انجام شده توسط . )9(باشد 
دو  مقدار فنل كل و شيكوريك اسيد در برگ و ساقه

و  Sweet basilشامل ) Ocimum basilicum(واريته ريحان 
Thai basil مقدار فنل كل در . سنجيده شدSweet basil 

گرم بر ميلي 44/2گرم بر گرم وزن تر برگ و ميلي  23/5
م بر گرم گرميلي Thai basil 05/6گرم وزن تر ساقه و در 

. گرم بر گرم وزن تر ساقه بودميلي 31/2وزن تر برگ و 
 Thai basilو  Sweet basilمحتواي شيكوريك اسيد نيز در 

گرم بر گرم وزن تر برگ و ميلي 885/0و  518/0به ترتيب 
 Thai basilگرم بر گرم وزن تر ساقه در نمونه ميلي 003/0
. )10(د بود فاقد شيكوريك اسي sweet basilساقه . بود
هش حاضر، مقدار فنل كل در نتايج حاصل از پژو طبق

گرم بر گرم ميلي 608/3تا  241/1هاي مختلف بين دودمان
و ) گرم بر گرم وزن خشكميلي 82/50و  54/20(وزن تر 

گرم بر ميلي 18/3تا  054/0محتواي شيكوريك اسيد بين
گرم بر گرم وزن ميلي 52/41و  705/0(گرم وزن تر 

بت شيكوريك اسيد به فنل كل در نس. متغير بود) خشك
 Thaiو  Sweet basilو همكاران در برگ  Leeي مطالعه

basil  001/0و در ساقه صفر و  15/0و  01/0به ترتيب 
آمده در اين  به دستباشد و در مقايسه با مقدار مي

و  71/1پژوهش كه بيشترين وكمترين مقدار آن به ترتيب 
هاي رت ديگر دودمانبه عبا. كمتر است باشد،مي 015/0

ريشه مويي كاسني در اين پژوهش، حاوي مقادير زيادتري 
- ريشه  از شيكوريك اسيد نسبت به كل فنل توليد شده در

 Ocimuهاي موئي اين گياه در مقايسه با همين تناسب در 

basilicum 10( باشند مي(.   
شيكوريك اسيد در واقع نوعي هيدروكسي سيناميك اسيد 

ز اين شود، از آنجا كه سنت ن محسوب ميو از مشتقات آ
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ها نوع فنل در پاسخ به آلودگيها و جراحتها بيش از ساير فنل
گيرد، در پاسخ به پاتوژن آگروباكتريوم رايزوژنز صورت مي

و جراحت ايجاد شده در روش تلقيح، وجود مقادير قابل 
فلاونوئيدها . توجهي از شيكوريك اسيد قابل انتظار است

سزايي در پاسخ به ه نيز نقش ب) لاونولهابه خصوص ف(
آلودگي با آگروباكتريوم به روشي . ميكروبي دارند جراحات

كه در اين پژوهش انجام شد شاخص يك جراحت 
ميكروبي است و بنابراين تمايل بيشتر مسير بيوسنتزي به 

تواند ها ميبيشتر فلاوونوئيدها نسبت به فنل سمت توليد
   .ي به اين نوع جراحات باشدناشي از نوع پاسخ دفاع

هاي محلولي است كه به فراواني اينولين از دسته كربوهيدرات
رو سنجش كل از اين. دشودر ريشه گياه كاسني ديده مي

اي تواند به عنوان نمايندههاي محلول در آب ميكربوهيدرات
همين منظور دودمانهاي به . از مقدار اينولين در بافت باشد

ن پژوهش از نظر مقدار آمده در اي ستبه دريشه مويي 
در . هاي محلول مورد مقايسه قرار گرفتندكربوهيدرات

و همكاران  Kumariتوسط  2007تحقيقي كه در سال 
ريشه و برگ (انجام شد مقدار اينولين در بافتهاي مختلف 

گياه كاسني ) و كالوس in vivoو  in vitroدر شرايط 
گرم ميلي 100برابر با  تقريباًبيشترين مقدار . گيري شداندازه

گزارش  in vitroبر گرم وزن خشك در ريشه در شرايط 
دست آمد كه هاي مختلفي بهدودماندراين تحقيق ). 16(شد 

را نسبت به گزارشهاي آمده  مقادير بالايي از كربوهيدرات
ها نوع ترانسفورماسيون اين ريشه احتمالاً. در منابع داشتند

بيان بالا و افزايش عملكرد كه باعث اي بوده به گونه
ها و در نهايت اي دخيل در متابوليسم كربوهيدراتهآنزيم

هاي به از آنجا كه دودمان. آنها شده استافزايش توليد 
باشند با دست آمده ريشه موئي داراي ثبات ژنتيكي مي

كنترل و ثابت نگه داشتن عوامل محيطي ديگر و واكشت 
ها به دت و يا با انتقال ريشهها در دراز ممداوم ريشه
ها را وليد كربوهيدرات و ساير متابوليتتوان تبيوراكتور مي

  .در حد توليد تجاري آنها گسترش داد
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Comparative study of growth and secondary metabolite 
production ability in transformed hairy roots from Cichorium 

intybus 
Azarmehr B., Karimi F., Taghizade M. and Mousavi Gargari S.L. 

Biology Dept., Faculty of Sciences, Shahed University, Tehran, I.R. of Iran 
Abstract 

Cichory (Cichorium intybus) roots contain medicinally important compounds such as 
phenols (mainly cichoric acid), Flavonoids and inulin. Here, we obtained and 
established 11 different hairy root lines of chichory  by inoculation of plant sterile leaf 
explants with the soil bacterium Agrobacterium rhizogenes, A4 strain. Phenolic 
compounds, total flavonoids and carbohydrates were determined by spectrophotometer, 
and chicoric acid was determined by HPLC. The highest growth rates were observed in 
A, H, J and I root lines. Total phenol and flavonoid contents had no significant 
difference between the obtained root lines but cichoric acid in J and then in F lines were 
more than the other lines. The highest levels of carbohydrates were observed in D, G, J 
and I root lines. According to the results, The J root line was the best one for growth 
rate, cichoric acid and carbohydrate production.    
Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Cichorium intybus, hairy root culture, 
secondary metabolite 

 

 

 

 

 

 

  


