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 در ريزوژنز آگروباكتريوم مختلف هاي سويه توسط موئين ريشه ايجاد توانايي مقايسه
Astragalus compactus  

  ميرمعصومي مسعود و زاده ابراهيم حسن ،*نيكنام وحيد حبيبي، صديقه
 يرانقطب تبارزائي موجودات زنده ابخش علوم گياهي و  شناسي، زيست دانشكده علوم، تهران پرديس تهران، دانشگاه

  30/8/90 :تاريخ پذيرش  22/3/90 :تاريخ دريافت
  چكيده

 نوري ساعت 16 نوري شرايط تحت رشد اتاق در گياهان. شد آوري جمع جاجرودمنطقه  از Astragalus compactus بذرهاي
 آگروباكتريوم مختلف هاي سويه با آن اي لپه برگهاي و دمبرگ ساقه، برگ، هاي ريزنمونه سپس. كردند رشد تاريكي ساعت 8 و

 ايجاد با تلقيح حالت در مذكور هاي سويه توسط موئين ريشه تشكيل قدرت. شدند تلقيح WT و 15834، 2659 شامل ريزوژنز
 تشكيل به موفق گونه اين در WT  سويه ريزوژنز آگروباكتريوم. بود سوسپانسيوني تلقيح حالت از تر موفق ها ريزنمونه روي زخم
كه  طوري به ؛كردند القا مشابه هاي ريزنمونه در را موئين ريشه تشكيل 15834 و 2659  هاي سويه ليكهحا در نشد، موئين ريشه
در و ايجاد تركيبات جديد افزايش برخي از اسيدهاي فنلي  .بود بيشتر15834  سويه از 2659  سويه موئين ريشه تشكيل درصد

  .را نشان داد گون داروئي توسط كشت ريشه هاي موئينريشه هاي موئين امكان توليد وافزايش متابوليتهاي ثانوي 

 vniknam@khayam.ut.ac.ir  :پست الكترونيكي،  02161113637: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 توليد شده شيميايي تركيبات از متنوعي و بزرگ گروه
 و ها آنتراكوئينون آلكالوئيدها، شامل كه گياهان توسط
 داروسازي، صنايع در را هميم نقش هستند نوئيدهاوفلاو
 ايفا ها دهنده طعم و رزيگرن عطرسازي، آرايشي، لوازم
 در مسير را تركيبات اين از بسياري گياهان. كنند مي

 براي ثانويه هاي متابوليت. كنند مي توليد ثانويه متابوليسم
 اندك مقادير در و نيستند ضروري هاي گياهي سلول رشد

  .)7(شوند توليدمي

 Srivastava  وSrivastava شمار موئين ريشة هاي كشت 
 قرار مطالعه مورد را اي لپه تك و اي لپه دو گياهان از زيادي
 هاي ريشه مانند را مشابه ثانويه هاي متابوليت توليد و دادند
 متابوليت توليد براي را سيستمي لذا.  كردند مشاهده طبيعي
 اين موئين ايه ريشه بزرگ امتياز .)18(كردند پيشنهاد ثانويه
 براي بيشتري بيوسنتزي هاي ظرفيت اغلب آنها كه است
 نشان والدشان گياه با مقايسه در ثانويه متابوليت توليد
 براي موئين ريشه هاي كشت ،به علاوه). 13 و 4(دهند مي

 وجود والد گياه در كه ثانويه هاي متابوليت از طيفي توليد
 اي ريشه سيستم كي بنابراين. اند شده شناخته نيز ندارند،
 همراه اضافي هاي ژن بيان براي چشمگيري پتانسيل تراژني

 درون شده، اصلاح هاي ژن با مخصوصا ،Ri پلاسميد با
 ريزوژنز آگروباكتريوم حامل هاي سيستم با گياهي سلولهاي

  ).3( كند مياد ايج

 اي كسالهي هستند گياهاني )آستراگالوس( گون سردةگياهان 
 فاقد اي تيغ داراي اي، درختچه اي اي بوته اي علفي ساله، چند
 اي جفت هاي برگچه با ها برگو  آن، فاقد اي ساقه داراي آن،
 پزشكي در مختلف گون هاي گونه هاي ريشه. باشد مي فرد
 خون، فشار ضد شرائين، تصلب از جلوگيري جهت چين
 شيميايي، نظر ازالبته . شود مي استفاده سرطان ضد و مدر
 اند شده مطالعه وسيعي طور به سرده گون در يدهانوئوفلاو

)16.(  
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  از موئين هاي ريشه رشد و القا مطالعه، اين در
Astragalus compactus آگروباكتريوم از استفاده با 

 مقايسه مطالعه اين از هدف. است شده داده نشان ريزوژنز
 آگروباكتريوم مختلف هاي سويه موئين ريشه ايجاد قدرت

 بعدي مطالعات براي تا استاين گونه  روي بر ريزوژنز
 ثانويه هاي متابوليت محتواي و شود انتخاب سويه بهترين
 هاي ريشه و تراريخت هاي ريشه در فنلي اسيدهاي ازجمله
  .گيرند قرار مقايسه مورد طبيعي

  روشها و مواد
 شكستن منظور به بذرها، آوري جمع از بعد: گياهي مواد

 آن سطح روي بر سمباده كاغذ از استفاده با بذر خواب
 طي بذرها سپس). 19و 12(  شد ايجاد هايي خراشيدگي

 با شستشو بار 3-2: شدند ضدعفوني زير بشرح مراحلي
 3- 2 ثانيه، 60 مدت به %70 اتانول در آنها دادن قرار آب،
 هيپوكلريت در آنها دادن قرار مقطر، آب با آبكشي بار

 دقيقه 15 مدت به tween 20 قطره دو حاوي % 5/5 سديم
  ). 8و  6( استريل مقطر آب با آبكشي بار 5- 4 بعد و

 نيمه MS كشت محيط در شده ضدعفوني بذرهاي سپس
 ساكارز% 3 و آگار % 8/0 با رشد هورمونهاي بدون غلظت
 ظهور محض به. گرفتند قرار تاريكي در و شده داده كشت
 ساعت 16 نوري دوره تحت رشد اتاق به آنها ها، ريشه
  ). 14( گرديدند منتقل تاريكي ساعت 8 و نوري

 WTو  2659، 15834 هاي سويه: باكتريايي هاي سويه
 اين. شدند استفاده تلقيح براي ريزوژنز آگروباكتريوم

 ها سويه اين. شدند تهيه بلژيك گنت دانشگاه از ها سويه
 به سانتيگراد درجه 25 در آگار%  5/1 با LB   محيط روي
  ).15(كردند شدر ساعت 48 مدت

 با آزمايش: ريزوژنز آگروباكتريوم توسط موئين ريشه القاي
 تهيه اي لپه هاي برگ و دمبرگ ساقه، برگي، ريزنمونه چهار
 زخمي سطوح. شد انجام اي هفته 3 هاي رست دانه از شده

 شدند آلوده WT و 2659 ،15834 هاي سويه با ها ريزنمونه

. شدند منتقل اه ديش پتري درون MS محيط به بعد و
 محيط از ساعت 60 حدود از پس شده تلقيح هاي ريزنمونه

MS كشت محيط محتوي هاي ديش پتري در و شده خارج 
MS بيوتيك آنتي اضافه به ساكارز% 3 و آگار% 8/0 با 

 تا گرفتند قرار ليتر در گرم ميلي 250 غلظت با سفاتوكسيم
 واكشت عمل. گردند حذف محيط از اضافي باكتريهاي
انجام  آلودگي مشاهده محض به اي ساعت 48 هر معمولا

 در. شد استفاده گونه هر براي تكرار سه در نمونه 50 .شد
 شدند داده قرار شده تلقيح هاي ريزنمونه از عدد 5 پليت هر
 ساعت 16 نوري دوره در سانتيگراد درجه 25 دماي در و

 نوع هر براي. گرفتند قرار تاريكي ساعت 8 و روشنايي
. شد گرفته نظر در تعدادي ريزنمونه شاهد نيز يزنمونهر

. بود متفاوت سويه هر توسط موئين ريشه تشكيل فراواني
 هاي ريزنمونه هاي بريدگي محل در موئين هاي ريشه ظهور
 موئين هاي ريشه طول كه زماني. شد مشاهده شده تلقيح
 B5 غلظت نيمه محيط به آنها رسيد متر سانتي 2 به حداقل
% 3 محتوي)  pH=  75/5( رشد هورمون گونه هر بدون

 ساعت 16 نوري دوره در و گرديدند منتقل ساكارز
 سانتيگراد درجه 25 دماي در تاريكي ساعت 8 و روشنايي

). 17( گرفتند قرار دقيقه در دور 80 با شيكر دستگاه روي
  .شدند واكشت تازه محيط به روز 15 هر ها ريشه

 ،منظور استخراج تركيبات فنلي به :استخراج تركيبات فنلي
% 80 متانل  ميلي ليتر 4گرم ماده خشك گياهي توسط  4/0

. گيري شد و با استفاده از كاغذ صافي صاف گرديد عصاره
ديش ريخته، اين عمل سه بار  روشناور حاصل را در پتري

. مجموعه روشناورها در هواي آزاد تبخير گرديد. تكرار شد
ميلي  7باقي مانده ته ظرف را با  ر روشناورها،يپس از تبخ

و  دش ريختهليتر استونيتريل شسته و در قيف دكانتور 
و كمي  گرديدهگزان به دكانتور اضافه  nميلي ليتر  5حدود 
فاز فوقاني . دو فاز تشكيل شد بعد از مدتي .داده شدتكان 

 بودهاي فنلي از قبيل تري گليسريدهايي  حاوي ناخالصي
و فاز تحتاني حاوي اسيدهاي  شدهگزان حل  nكه در 

  .دگرديكه در استونيتريل حل  بودفنلي 
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براي بررسي تركيبات فنلي با  :مشتق سازي اسيدهاي فنلي
ميلي ليتر از  GLC (، 1(مايع  –روش كروماتوگرافي گاز

ي تركيبات فنلي خشك امعرف پيريدين را به ظرف محتو
ل فوق به محلو. شده اضافه كرده و به خوبي تكان داده شد
 2/0سپس به آن . يك ظرف كوچك دربدار منتقل گرديد

ميلي ليتر  1/0ميلي ليتر معرف هگزامتيل دي سيلازان و 
ثانيه ورتكس  30تري متيل كلروسيلان اضافه و به مدت 

توسط  GLCجهت آناليزها  از اين پس عصاره. گرديد
استفاده قرار  ساخت شركت شيماتزو مورد GC دستگاه
  .)5( گرفتند

   نتايج
  موئين هاي ريشه بطوركلي تحقيق اين در

Astragalus compactus القاي توانايي مقايسه منظور به 
 توليد ريزوژنز آگروباكتريوم مختلف هاي سويه موئين ريشه
  .اند شده

 بريده سطوح روي موئيني ريشه هيچ: موئين ريشه القاي
  دمبرگ و اي لپه هاي برگ هاي ريزنمونه شده

Astragalus compactus از تعدادي در. نشد تشكيل 
. گرديدند ظاهر موئين هاي ريشه برگي هاي ريزنمونه
 ريشه هيچ نيز شاهد هاي پليت از هيچكدام در همچنين
  .نشد تشكيل موئيني

 هاي ريزنمونه از% Astragalus compactus47  گونه در
 از% 36 و روز 27 از پس 2659 سويه با شده تلقيح برگي

 35 از پس 15834 سويه با شده تلقيح برگي هاي هريزنمون
 از% 35 در همچنين. دادند تشكيل موئين ريشه روز

 ريشه نيز 2659 سويه با شده تلقيح ساقه هاي ريزنمونه
  ).1 شكل( شد مشاهده موئين

 هفته دو :تعليقي كشت محيط در موئين هاي ريشه رشد
. شد ريگي اندازه آنها طول موئين، هاي ريشه ظهور از پس

 و داده برش را موئين هاي ريشه از متري سانتي 2 قطعات
 ميلي 50 محتوي ليتري ميلي 250 ارلن كي در را كدام هر

 ليتر در ميكروگرم 38 محتواي B5 غلظت نيمه محيط ليتر
 طول واكشت هر طي روز 15 هر. داديم قرار سفاتوكسيم

 كه داد نشان آمده دست به نتايج. شد مي گيري اندازه ها ريشه
 Astragalus گونه در موئين هاي ريشه رشد نسبي سرعت

compactus گرم 14/0 با برابر 2659 سويه با شده تلقيح 
 كنترل ريشه رشد سرعت كه صورتي در. است بوده روز در

 آينده روزهاي در كه بود اول روزهاي در گرم 002/0
 تلقيح از حاصل موئين هاي ريشه. شد متوقف رشدشان

 شده رنگ اي قهوه روز چند از بعد15834 سويه با ها گونه
  .رفتند بين از و
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  ساقه و برگي قطعات در موئين ريشه تشكيل درصد - 1 شكل

A. compactus 1: ريزوژنز آگروباكتريوم هاي مختلف سويه مجاورت در .
  wt سويه. 3 و 15834 سويه. 2  ،2659 سويه

 بجز ها هسوي همه كه است شده داده نشان تحقيق اين در
WT شوند مي گونه اين در موئين ريشه القاي سبب .
 بودند شده القا 2659 و 15834 توسط موئين هاي ريشه

  . )1شكل (

ناشناخته  ةقلك ي :نتايج حاصل از بررسي تركيبات فنلي
درصد بين هيدروكسي بنزوئيك اسيد و سيرنژيك  17/10با 

د از درصد كوماريك اسي. اسيد در ريشه موئين ديده شد
درصد در ريشه تراريخت  207/0درصد در برگ و  705/0

يك . درصد در ريشه موئين افزايش يافت 749/7نشده به 
نژيك اسيد و يدرصد بين سير 85/17ناشناخته با  ةقل

هاي ديگر  كه در نمونه شد كوماريك اسيد مشاهده مي
نين نيز در يدرصد كافئيك اسيد و نارنژ .نداشتوجود 
ناشناخته ديگري با ة قل. بودن افزايش يافته هاي موئي ريشه

كافئيك اسيد و  استاندارد درصد تركيب فنلي بين دو 2/56
جدول ( هاي موئين ديده شده است نارنژينين تنها در ريشه
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شان خيلي نزديك  هايي كه درصد تركيبات فنلي بقيه قله). 2
به . اند مورد توجه قرار نگرفته تحقيق حاضربهم بود در 

روند  ،GLCبررسي تركيبات فنلي به كمك  يكلطور 
  هاي تراريخت شده  كاهشي يا افزايشي منظمي را در نمونه

 1 جدول در .هاي غيرتراريخت نشان نداده است و نمونه
 مشخص آنها بازداري زمان و استاندارد فنلي تركيبات انواع
  . است شده

  نهاآ بازداري زمان و استانده فنلي تركيبات انواع -1 جدول
 تركيبات فنليزمان بازداري تركيبات فنليزمان بازداري

509/14 
087/15  
381/21  
742/27  
- 

  فروليك اسيد
  كافئيك اسيد
  نارنژينين

كلروژنيك اسيد
- 

128/8  
467/8  
369/11  
503/12  
022/13  
384/13 

 وانيلين

  سيناميك اسيد
دي هيدروكسي بنزوئيك اسيد

  نژيك اسيديسير
  كوماريك اسيد

 اسيدگاليك 

  
  

  A.compactusگونه جداكشت قطعات در GLC%) ( ناشناخته و شده شناخته فنلي اسيدهاي درصد -2 جدول
 فنلي تركيبات برگ ريشه موئين ريشه

-  
198/0  
168/10  
-  
749/7  
298/0  
615/6  
-  
075/1  
265/1  
785/0  
229/56  
711/0 

286/0 
19/0  
-  
194/16  
207/0  
164/0  
-  
277/10  
541/0  
-  
-  
-  
135/0 

596/1 
3/0  

-  
782/46  
855/17  
-  
718/1  
0048/1  
098/0  
-  
281/2  
32/0  
563/0 

  وانيلين
 اسيد بنزوئيك هيدروكسي

 ناشناخته

  اسيد سيرنژيك
 ناشناخته

 اسيد كوماريك

  اسيد گاليك
 ناشناخته

 ناشناخته

  اسيد فروليك
  اسيد كافئيك

  ناشناخته
 نژنينينار

  

  بحث
ستفاده از فرآيند تراريختي بافت هاي گياهي با ا

ثير عوامل مختلفي شامل تاآگروباكتريوم ريزوژنز تحت 
ژنوتيپ، ساختار قطعه ي جداكشت، سن قطعه ي 

نوع سويه هاي باكتريايي و عوامل شيميايي و  جداكشت،
قابليت متفاوت سويه  .فيزيكي محيط كشت قرار مي گيرد

به قطعات  T-DNAدر انتقال  ها هاي مختلف اين باكتري
گونه ي خاص و متعاقباً القاي تشكيل ريشه جداكشت يك 

ي موئين در آن ها به خوبي در مطالعات زيادي به اثبات 

نتايج مطالعه ي حاضر نشان داد كه القاي  .رسيده است
ثير سويه تاريشه ي موئين در گونه هاي مورد بررسي تحت 

هاي آگروباكتريوم ريزوژنز و نوع قطعه ي جداكشت مورد 
در همه ي قطعات  ت به نحوي كه تقريباًاستفاده قرار گرف

جداكشت برگي از گونه هاي مختلف، ريشه ي موئين 
اما از هيچ كدام از قطعات دمبرگ، محور زير . تشكيل شد

لپه و برگ هاي لپه اي تلقيح شده با آگروباكتريوم ريزوژنز 
  .ريشه ي موئيني حاصل نشد
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 ريباكت با گياه آلودگي اثر ريشه هاي  موئين  كه در

 رشد سرعت ريزوژنز توليد مي شود داراي آگروباكتريوم

 براي منبعي عنوان به بوده و زيادي ژنتيكي پايداري و بالا

مورد استفاده قرار مي گيرد   گياهان توليد متابوليتهاي ثانويه
  ).2و 1( 

 و 15834 همانطوريه در قسمت نتايج ذكر شد دو سويه
گونه مورد  در ينموئ ريشه باعث القاي توانستند  2659

 كي ژنوتيپ كه دادند نشان نتايج اين .مطالعه از گون شوند
 آگروباكتريوم توسط موئين ريشه القاي براي مهم عامل

 نهمكارا و Dobigny هاي افتهيبا  ما نتايج. است ريزوژنز
از سيب  رقم دو در موئين هاي ريشه در رابطه با تشكيل

وباكتريوم ريزوژنز تحت تاثير سويه هاي مختلف آگر زميني
قبلاً ) 1997(و همكاران  Ionkova ).3( همخواني دارد

تاثير متفاوت سويه هاي مختلف آگروباكتريوم ريزوژنز در 
القاي ريشه موئين در آستراگالوس مونگوليكوس را نشان 

اما تا كنون داده منتشر شده اي در مورد   ).10(داده اند 
  .ت نشده استگونه مورد مطالعه در اين تحقيق ياف

برخي از اسيدهاي فنلي در ريشه  و بروز نظر به افزايش
 ريشه هايدر مقايسه با  گونه مورد مطالعه هاي موئين

اميد به امكان افزايش ) 2جدول (شاهد غير تراريخت 
با كشت ريشه  متابوليتهاي ثانوي منجمله تركيبات فنلي

ين با اينحال تكرار پذير بودن ا. وجود دارد هاي موئين
تحقيقات بيشتر و . نتايج از اهميت زيادي برخوردار است

تكميلي مي تواند موفقيت اين روش را بيشتر تضمين 
  .نمايد

در پايان لازم به ذكر است كه تا كنون گزارش هاي 
محدودي در مورد القاي ريشه موئين در گونه هاي مختلف 

همانطوريه مي دانيم ). 11و  10، 9(گون منتشر شده است 
نيك كشت ريشه موئين از تكنيك هاي مفيد براي توليد تك

متابوليتهاي ثانوي در گياهان است و در مورد گونه هاي 
متابوليتهاي  استخراجگون نيز از ريشه هاي موئين جهت 

استفاده ) 11(و موسيلاژ ) 10و 9(ثانوي مانند ساپونين ها 
به اينكه گونه هاي مختلف گون از نظر  نظر. شده است

و تاكنون بر  )21و 10( داروئي مورد توجه هستندخواص 
روي گون هاي بومي ايران از نظر خواص داروئي و 
تركيبات شيميائي موجود در آنها تحقيقات زيادي انجام 

و با توجه به اهميت كشت ريشه هاي موئين از  نشده است
كشت  نابراين مي توان به آيندهب )20(نظر زيست فناوري 
ت توليد متابوليتهاي ثانوي و تركيبات ريشه هاي موئين جه
  .داروئي اميد وار بود
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Comparison of hairy root induction by various strains of 

Agrobacterium rhizogenes in Astragalus compactus 
Habibi S., Niknam V., Ebrahimzadeh H. and Mirmasoumi M. 

Plant Biology Dept. and Center of Excellence in Phylogeny of Living Organisms in Iran, School of Biology, 
College of Science, University of Tehran, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Astragalus compactus L. seeds were collected from Jajrood in the province of Tehran 
from Iran. The seeds germinated and were grown in growth chamber under the 
phototoperiod of 16 h light and 8 h dark. Then the leaf, stem, pedicle and cotyledon 
explants from sterilized three-week-old seedlings were cutted and infected with 
Agrobacterium rhizogenes strains: 15834, 2659 and WT. The induction of hairy roots 
using wounded explants were more efficient comparing intact explants. Hairy roots 
were obtained from leaf and stem explants but no hairy roots were induced from 
cotyledon and pedicle explants of Astragalus compactus. The highest frequency of hairy 
roots induction was obtained by strain 2659. Strain 15834 was beneficial but not as 
effective as strain 2659. In contrast, strain WT did not induced any hairy roots in the 
explants. Finally, results of this study could be useful for induction of hairy roots and 
extraction of important secondary metabolites in Astragalus compactus.  
Key words: Astragalus, Agrobacterium rhizogenes, Hairy root. 


