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 چکیده

هاای  به عنوان ابزار کشت بافتی برای تولید متابولیت Agrobacterium rhizogenesهای مختلف های مویین حاصل از تلقیح گیاهان با سویهریشه
هاای گیااهی را در زماان کوتااهی تولیاد کنناد        های مویین از ثبات ژنتیکی و بیوشیمیایی برخوردارند همچنین قادرند متابولیتباشد زیرا ریشهثانویه می
شایکوری  اساید     جمله از مهمی بسیار ترکیبات دارویی باشد و حاویمی Asteraceaeی دارویی متعلق به تیره گیاه (.Cichorium intybus L)کاسنی 
ثیر ساه  أانجام شد  تا  11325ی سویه A. rhizogenesهای مویین توسط اشد  در این تحقیق  القای ریشهبمی فلاونوئیدها کومارین و اسکولین  اینولین 
روزه بررسای شاد     28روزه و  20هاای بارو و دمبارو    های ماویین در ریزنموناه  ی القای ریشهساعت( بر کارای 72و  48  24کشتی مختلف )مدت هم

ی متر( در ریزنمونهسانتی 16/9ریشه در هر ریزنمونه( و بیشترین طول ریشه ) 5/8درصد( و تعداد ریشه ) 33/53های مویین )بیشترین درصد القای ریشه
انجام  rolBهای اختصاصی ژن با استفاده از آغازگر PCRی های مویین به وسیلهئید مولکولی ریشهساعت هم کشتی حاصل شد  تا 72روزه و  20برو 

های مویین رشدترین لاین ریشه توده در پرمایع( بر میزان تولید زیستMS 2/1مایع و  MSجامد   MSثیر سه نوع محیط کشت مختلف )أشد  در ادامه  ت
 باشد  گرم( می 16/0گرم( و خش  ) 01/2مایع  بهترین محیط کشت برای تولید بیشترن وزن تر ) MS 2/1بررسی شد  نتایج نشان داد محیط کشت 

 
 کشتیهم های ثانویه   متابولیتrolهای مویین  ژن   ریشهاگروباکتریوم رایزوژنزهای کلیدی: واژه
 

   1 مقدمه

از دیرباز تاکنون  گیاهاان دارویای از ارزو و اهمیات خاصای در     
داشت و سلامتی جوامع  هم باه لحااد درماان و هام پای      ین بهتأم

ها برخوردار بوده و هستند  در واقع این بخ  از منابع گیری از بیماری
طبیعی قدمتی همپای بشر داشته و یکی از مهمترین منابع دارویی بشر 

اغلا   کشت گیاهان دارویای  های سنتی روو اند ها بودهدرطول نسل
 هاای ثانویاه  متابولیات جهت تولیاد   ها زمانحتی سالها و نیاز به ماه

( 27باشاد ) بسیار اندک مای    به علاوه مقدار متابولیت تولید شدهددارن
 زا یاا ثیر عوامال متعاددی از جملاه عوامال بیمااری     أتحت ت همچنین

باشد  کشت بافت گیاهان دارویی باه عناوان   تغییرات آب و هوایی می
ارزو معرفای شاده    های ثانویاه باا  ی  راه حل جهت تولید متابولیت

 ترکیباات  افازای   بارای  اماروزه  کاه  هاایی روو از یکی  (10) است

 از استفاده است گرفته قرار توجه مورد بسیار دارویی گیاهان در دارویی

هاای  تشاکیل ریشاه   (34 و 8) باشاد می مویین هایریشه بافت کشت
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ریشهگیرد  ام میانج A. rhizogenesمویین در گیاهان  با استفاده از 
 و بالا ژنتیکی پایداری رشدی بسیار زیاد  سرعت با داشتن مویین  های
باازده   باا  کام  زماان  ارزو  در ی باا های ثانویاه متابولیت تولید امکان

های رشد گیاهی  راهکاری سودمند فراوان و بدون نیاز به تنظیم کننده
هاای  کشت ریشه ه طور مثال درباشد ببرای تولید ترکیبات دارویی می
باه   (Scopolamine)ی اسکوپولامین مویین گیاه بذرالبنج مقدار ماده

  (30و  26) وزن خش  ریشه گزارو شده است %1/4میزان 
بسته به مناطق مختلف   .Cichorium intybus L))گیاه کاسنی 

کناد  تقریباات تماام    سااله رشاد مای   سااله و نناد  به صورت یکساله  دو
گیرد  از جمله ترکیباات  اسنی مورد استفاده قرار میهای گیاه کقسمت

های سادیم  منیازیم    برو کاسنی شیکوری  اسید  سولفات و فسفات
درصد اینولین  قناد 11-15پتاسیم و نیترات پتاسیم است  ریشه دارای 

های مختلف از قبیل گلاوکز  فروکتاوز و سااکارز  شایکوری  اساید       
های کاسنی گلباشد تارتاری  میلاکتون  اسید ترپنپکتین  سسکویی

ی این گیاه در درماان  اشد  از ریشهبی شیکوری  اسید میحاوی ماده
های کبادی و صافراوی و التیاام زخام  همچناین باه عناوان        بیماری

بار  کننده به عمل هضم غذا  مدر و ت اشتهاآور  محرک صفرا و کم 
ی بادن از  ه(  با توجه باه اهمیات کباد در تصافی    12شود )استفاده می
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ی کاسانی در  های کبدی در کشور  اهمیت ریشاه سموم و کمبود دارو
های کبدی و صفراوی بی  از پی  مورد توجاه اسات    درمان بیماری

حاصال از   نییمو یشهیر و کشت القا یسازنهیبه قیتحق نیا از هدف
 .Aزا اسااتفاده باااهااای باارو و دمباارو گیاااه کاساانی   ریزنمونااه

rhizogenes باشد می یاشهیش درون طیشرا در 11325ی سویه 

ثیر عوامل مختلفی قرار دارد  بسته أهای مویین تحت تتولید ریشه
ی مناسا  بارای القاای    های گیاهی مختلاف  ناوع ریزنموناه   به گونه
های مختلاف  ین ممکن است متفاوت باشد  انواع قسمتهای مویریشه

رو  گره ساقه  سااقه و  گیاه از جمله کوتیلدون  هیپوکوتیل  برو  دمب
ی گیاهی استفاده کارد  توان به عنوان ریزنمونهی کامل را میگیاهچه

سازی مدت تماا   (  بهینه32 و 9تا بهترین ریزنمونه را گزین  کرد )
کشاتی نیاز از عوامال    بافت گیاهی باا بااکتری در طای تلقایح و هام     

در ایان  (  37باشاد ) ین مای هاای ماوی  گذار در القاء و رشد ریشاه تأثیر
کشتی مختلف  بیشترین درصد القای ریشهتحقیق از بین سه مدت هم

کشاتی حاصال شاد هماانکور کاه      ساعت هام  72های مویین در اثر 
کشتی ساعت هم 72های دیگری نیز گزارو کردند که مدت پژوه 
روز هام  6تاا   1های مویین نسبت باه ثیر را در القای ریشهأبیشترین ت
 48نیاز   .Berberis aristata DCدر گیااه  ( همچنین 18کشتی بود )
کشتی داشاته  ساعت هم 24کشتی کارایی بهتری نسبت به ساعت هم
( Arachis hypogaeaهمچنااین در گیاااه بااادام زمیناای ) ( 5اساات )

کشاتی  سااعت مادت هام    48بهترین مدت زمان تلقیح  پنج دقیقه و 
باه داخال ژناوم     T-DNAی (  اتصاال ناحیاه  15گزارو شده است )

های تولیاد  افتد به همین دلیل ریشهگیاهی بصورت تصادفی اتفاق می
دهند  شده معمولات الگوهای مختلف تجمع متابولیت ثانویه را نشان می

 Daboisiaین از گیاااه یهااای مااو لایاان ریشااه  45در پژوهشاای 

leichhardtii F.     آنالیز شد و دریافتند که تغییارات قابال تاوجهی در
های مختلاف وجاود دارد    کالوئید در بین لاینسرعت رشد  محتوای آل
ین یهاای ماو  در ژنوم گیاه  توان ریشه T-DNAبسته به جایگاه ورود 

های ریشه باشد  مشخص شده کهدر تولید متابولیت ثانویه متفاوت می
باشاد  اماا   ها آسان میین از نظر ژتیکی پایدار بوده و زیرکشت آنموی
باشاد و بارای دساتیابی باه     نی میهای مختلف آن دارای ناهمگلاین
ی بیشتری های برتر که دارای قدرت رشد و تولید متابولیت ثانویهلاین
  ( 9ها انجام شود )باشند لازم است عمل گزین  بین لاینمی

هاای  های گیاهی  بافات تحقیقات نشان داده است در بیشتر گونه
واقع سان   د  درین دارنهای مویآیی بیشتری در تولید ریشهتر کارجوان

هاا تاأثیر گذاشاته و    ریزنمونه بر خصوصایات فیزیولاوژیکی ریزنموناه   
هاای  های گیاهی بر تراریخت شادن و بیاان شادن ژن   توانایی سلول

 دهد منتقل شده از اگروباکتریوم رایزوژنز را تحت تأثیر قرار می
 

 هامواد و روش

 عفونی و کشت بذرضد

در محلاول   دقیقاه  30 تماد  بهبذور  ابتدا عفونی بذور ضد جهت
 در محلاول  لامیناار  هاود  زیار  سپس  درصد نگهداری شدند 2بنومیل 

 گردیدناد و  عفاونی ضد دقیقه 20 مدت درصد به 5 سدیم هیپوکلریت

 ورغوطاه  ثانیه 90 مدت به درصد 70 الکل پس از نند بار آبکشی  در
 داده شستشاو  اساتریل  مقکار  آب با دقیقه 15به مدت  سپس و ندشد
  گردیدند ( کشت23) MS کشت محیط در شده عفونیضد بذور  شدند
 دماای  باا  رشاد  اتاقا   در گرفت و قرار بذر عدد 20 شیشه هر داخل
 ساعت 8 و روشنایی ساعت 16 نوری تناوب و گرادسانتی درجه 2±25

   شدند نگهداری تاریکی
 

 تهیه سوسپانسیون باکتری

لیتار محایط   میلای  10در   A. rhizogenesی  کلونی از باکتری
بیوتیاا  گاارم در لیتاار آنتاایمیلاای 50( مااایع حاااوی 4) LBکشاات 

ریفامپسین  کشت گردید  کشت باکتری در شیکر انکوبااتور باا دماای    
 24باه مادت   دور در دقیقاه   120گراد و با نرخ  ی سانتیدرجه 26

سوسپانسیون باکتری برای تلقایح   600ODساعت قرار داده شد  میزان 
 در نظر گرفته شد   LB   6/0شت در محیط ک

 

 کشتی ریزنمونه با باکتری تلقیح و هم

 و دمبارو تهیاه   بروی نمونه ریز روزه 28و  20های از گیاهچه
در  و شاادند داده باارو متاارسااانتی 1 طااول بااه هااانمونااه ریااز  شااد

هاای  نمونهور شدند  ریزدقیقه غوطه 15سوسپانسیون باکتری به مدت 
وی کاغذ صافی  نسبتات خشا  گردیاد و ساپس روی    تلقیح شده  در ر
گارم در لیتار آگاار     5/5درصاد سااکارز و    3حاوی  MSمحیط کشت 

ی سانتیدرجه 25±2ساعت در دمای  72و  48  24کشت و به مدت 
های تلقیح نشده نیز ایط تاریکی نگهداری شدند  ریزنمونهرگراد و در ش

کشات گردیدناد  ایان    به عنوان شاهد در شارایکی مشاابه باا تیماار     
آزمای  بصورت فاکتوریل در قال  طرح کااملات تصاادفی انجاام شاد      

استریل مقکر ها در آب کشتی  ریز نمونهپس از سپری شدن مدت هم
گرم در لیتر سفوتاکسیم شستشو داده شدند و پاس از  میلی 250حاوی 

جاماد   MSخش  کردن روی کاغذ صافی استریل  به محیط کشات  
هر آزماای   گرم در لیتر سفوتاکسیم انتقال داده شد  لیمی 500حاوی 

 بعد  گردید کشت نمونه پنج ریز تکرار هر و در با سه تکرار انجام شد

 سلفون با هادی  پتری اطراف کشت  محیط در هانمونه ریز استقرار از

 سااعت  16 شارایط  و گاراد ساانتی  درجاه  25±2 دمای در و شد بسته
  شدند داده قرار تاریکی ساعت 8 و( لوکس 2000 نور شدت) روشنایی

هاای  ها  درصد القاای ریشاه  پس از گذشت نهار هفته از ظهور ریشه
 ها محاسبه گردید مویین  میانگین تعداد و طول ریشه
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های مویین با استتفاه  ا  ررایمرهتای   یید مولکولی ریشهتأ

 اختصاصی

روو باه   DNAهای مویین  استخراج یید مولکولی ریشهأجهت ت
CTAB (17از ریشه )  هاای حاصال از   های مویین و همچناین ریشاه
 .Aهای تلقیح نیافته به عنوان شااهد انجاام شاد  پلاسامید     ریزنمونه

rhizogenes نیز به عنوان کنترل مثبت استفاده شد   11325ی سویه
 DNAبار روی  B   rolهاای اختصاصای ژن  با آغازگر PCRی برنامه

-'5هاا باه صاورت زیار باود:      توالی آغاازگر استخراج شده انجام شد  

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3'  آغازگر(
-'5مسااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااتقیم( و 

TAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3' 
شامل ی  نرخه واسرشتگی اولیاه   RCRی )آغازگر معکو (  برنامه

نرخاه شاامل    35دقیقاه    5گراد به مدت ی سانتیدرجه 94 در دمای
دقیقه  اتصاال   5گراد به مدت ی سانتیجهدر 94واسرشتگی در دمای 

ثانیه  بساط در   45گراد به مدت ی سانتیدرجه 55ها در دمای آغازگر
ثانیه و ی  نرخه  30دقیقه و  1گراد به مدت ی سانتیدرجه 72دمای 

 دقیقاه باود    7گراد باه مادت   ی سانتیدرجه 72بسط نهایی در دمای 
درصااد در  8/0ژل آگااارز  پااس از الکتروفااورز در PCRمحصااولات 

 برداری قرار گرفتند دستگاه ژل داک  مورد مشاهده و عکس
 

 های مختلفکشت محیط هر هاریشه کشت

 هاای ماویین  نهاار لایان    برای انتخاب بهترین لاین ریشاه ابتدا 
مختلف حاصل از ی  ریزنمونه  در ظروف جداگانه در محایط کشات   

MS  سفوتاکسیم  در ظروف شیشاه  گرم در لیتر میلی 400مایع حاوی
و دور در دقیقاه   120سپس در شیکر انکوباتور با دور  مربا کشت شدند

گراد و در تاریکی نگهداری شدند پس از ساه  ی سانتیدرجه 26دمای 
ی ماویین کاه بیشاترین رشاد )افازای  وزن( را      هفته  لاینی از ریشه

رده نشاده  آو هاا ها انتخااب شاد )داده  داشت با استفاده از توزین ریشه
ثیر ناوع محایط کشات در    أبررسی ت منظور به ی بعد  در مرحلهاست(

 باه    جادا و های لاین برتار گرم از نوک ریشهمیلی 100 ها رشد ریشه
جاماد    MS کشات  محایط  لیتار میلی 15 حاوی مربای شیشه ظروف

MS  مایع وMS2/1  لازم باه ککار   کشات گردیاد    تکرار  سهدر مایع
گرم در لیتر در تمام محیط میلی 500سیم با غلظت است که از سفوتاک

های کشت شده در محایط ماایع بار روی    ریشه ها استفاده شد کشت
گاراد در  ی سانتیدرجه 25±2و دمای دور در دقیقه  100شیکر با دور 

های کشت شده در محیط کشت جاماد در  تاریکی قرار گرفتند و ریشه
گراد در تاریکی نگهاداری  یی سانتدرجه 25±2ثابت و دمای بصورت 

 پانج بعاد از    هاا انجاام گردیاد   شدند  هر دو هفته یکبار واکشت ریشه
هاا باا   تار آن بیرون آورده شاد و وزن   ییها از شیشه مرباهفته  ریشه

 خشا   از پاس   شاد  گیاری اندازه گرم 01/0حسا  با دقت  یترازو

 48 مادت  باه  گاراد ساانتی  درجاه  30 دمای در آون در هاریشه کردن
 شد  بردارییادداشت آن خش  وزن ساعت
 

 ها آماری هاه  آنالیز

کشاتی  ثیر سن ریزنمونه و مادت هام  آزمای  مربوط به بررسی تأ
 هاای )برای برو و دمبرو به طور جداگانه( بار میازان القاای ریشاه    

تصاادفی انجاام شاد      مویین بصورت فاکتوریل در قال  طارح کااملات  
ثیر سن ریزنمونه و نوع محیط کشت بار  أهمچنین آزمای  مربوط به ت

هاای ماویین باه    میزان وزن تر و خش  لاین انتخاب شاده از ریشاه  
دادهصورت آزمای  فاکتوریل در قال  طرح کاملا تتصادفی انجام شد  

قبال    گرفت قرار تحلیل و تجزیه مورد SPSS  16 افزارنرم توسط ها
هاا انجاام گردیاد     ادهن دهای آماری  آزمون تست نرمال باود از آنالیز
 درای دانکان  ها با استفاده از آزمون نند دامناه ی میانگین دادهمقایسه
 انجام شد  درصد 5 احتمال سکح
 

 بحثنتایج و 

  برگ هاینمونه هر ریز های مویینالقای ریشه

اثار متقابال    کاه  داد نشان هاداده واریانس تجزیه از حاصل نتایج
 و هاای ماویین  القاای ریشاه   درصد کشتی برمریزنمونه و مدت ه سن

 سان  اصالی  اثار  دار نباوده اماا  هاا معنای  ریشاه  تعداد و طول میانگین
های ماویین و میاانگین تعاداد و طاول     ریزنمونه بر درصد القای ریشه

باشد همچنین اثر اصلی دار میدرصد معنی 1ها در سکح احتمال ریشه
ماویین و میاانگین تعاداد    هاای  کشتی بر درصد القای ریشاه مدت هم
ها در سکح درصد و بر میانگین طول ریشه 5ها در سکح احتمال ریشه
ی میاانگین  نتایج حاصل از مقایسهباشد  دار میدرصد معنی 1احتمال 
 20هاای بارو   کشتی ریزنموناه ساعت هم 72ها نشان داد مدت داده
عدد  5/8ن درصد تراریختی و میانگی 33/53ی  با در القای ریشه روزه

ثیر را در أمتر در هار ریزنموناه بیشاترین تا    سانتی 16/9ریشه و طول 
  هاای غیرتراریخات  است  در ریزنموناه  های مویین داشتهالقای ریشه

درصد(  33/13روزه ) 20های بیشترین القای ریشه های نابجا در برو
 ( 1و شکل  2و  1مشاهده شد )جدول 

یین گیاه کاسنی با استفاده از های مودر تحقیق حاضر القای ریشه
هاا از  انجام شاد و تلقایح ریزنموناه    A. rhizogenes 11325ی سویه

دقیقاه انجاام    15طریق شناورسازی در سوسپانسیون باکتری به مدت 
هاای  ثر بار القاای ریشاه   ؤشد  روو و مدت زمان تلقیح از عوامال ما  

بارای  باشد  در بسایاری از تحقیقاات از روو شناورساازی    مویین می
 .Aثیر أهمچنااین تاا  (36 و 35  22تلقاایح اسااتفاده شااده اساات )  

rhizogenes های مویین به عوامال مختلفای از جملاه    بر القای ریشه
ریزنموناه  ناوع ریزنموناه  مادت      ناوع گیااه  سان   ی بااکتری   سویه
 ( 28) کشتی  نوع محیط کشت بستگی داردهم
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یین هساتند و  های ماو های گیاهی مستعد القای ریشهبرخی گونه
های مویین تولید کنند توانند ریشهها به سختی میبرخی دیگر از گونه

که فنل  (ginkgo Biloba)های نوبی از جمله گیاه جینکو مثلات گونه
های مویین به سختی در آنهاا اتفااق   کند  القای ریشهزیادی تولید می

سن ریزنمونه ها نیز بسته به نوع و شه(  زمان ظهور ری19 و 1افتد )می
 9-12هاای بارو در مادت    طوری که در ریزنمونهباشد بهمتفاوت می

روز پاس از تلقایح    15های دمبارو  روز پس از تلقیح  اما در ریزنمونه
 Zanthoxylumهای برگی گیااه  ظاهر شد  همچنان که در ریزنمونه

zanthoxyloides 11 ( در گیااااااااه 18روز  )Scrophularia 

buergeriana miquel 15 های مویین ظاهر روز پس از تلقیح  ریشه
های با های مویین در ریزنمونههمچنین درصد القای ریشه (29) شدند

 33/53روزه  20هاای  تر بیشتر بود به طاوری کاه در بارو   سن پایین
همچناین نتاایج   درصاد باود     66/46روزه  28های درصد اما در برو
بیشااترین  MSو محاایط کشاات  A13ی داد سااویهپژوهشاای نشااان 

های کوتیلدونی هشت های مویین در ریزنمونهکارایی را در القای ریشه
 ( 14روزه داشته اند )

 
 Cichorium)ی )کاسنگیاه  های نابجا و مویینکشتی مختلف بر برخی صفات ریشهریزنمونه و مدت هم ثیر سنأتجزیه واریانس ت -1 جدول

intybus L.  
Table 1- Analysis of variance for the effect of different explant age and co-culture time on some characteristics of Cichorium 

intybus L. hairy roots 

 میانگین مربعات
Mean of squares درجه آزادی 

df 

 منابع تغییرات

Sources of variation طول ریشه 
Root length (cm) 

 تعداد ریشه
Root number 

 صد القای ریشهدر
Root induction (%) 

102.58 ** 79.88** 2058.58** 3 
 سن ریزنمونه

Explant age 

45.28** 33.04* 1077.77* 2 
 مدت هم کشتی

Co-culture time 

6.56 ns 1.96 ns 85.18 ns 6 
 سن ریزنمونه × مدت همکشتی

 Explant age × Co-culture time 

5.57 5.38 300 24 
 مایشیاشتباه آز

Error 
ns  درصد 1و  5داری در سکح احتمال داری و معنی*  **: به ترتی  غیر معنی 

ns,*,**: non-significant and significant at 5 and 1% probability levels, respectively 

 

 
 .Cichorium intybus L)ی )کاسنگیاه  یینهای مودرصد القای ریشه کشتی برمدت هم و سن ریزنمونه تأثیر میانگین یمقایسه -1شکل 

Figure 1- Mean comparisons of the effects of explant age and co-culture time on hairy root induction of Cichorium intybus L. 

(DMRT, p<0.05)  
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 .Cichorium intybus L)ی )کاسنگیاه  ای مویینهروی صفات ریشه کشتی برمدت هم و سن ریزنمونه تأثیر میانگین یهمقایس -2 جدول

Table 2- Mean comparisons of the effects of explant age and co-culture time on hairy root characteristics of Cichorium 

intybus L. 
 طول ریشه 

Root length (cm) 
 تعداد ریشه

Root nunber 
 )روز(کشتی )ساعت( + سن ریزنمونه مدت هم

Explant age (day) + Co-culture time (hours) 
 

d 0.83 c 0.33 20+24 

ت
یخ
رار
ر ت
غی

 
N

o
n

-T
ra

n
sf

o
rm

 

d 1 c 0.33 20+48 
bcd 3.66 c 1 20+72 
d 1 c 0.33 28+24 

d 1.33 c 0.33 28+48 
cd 2.83 c 0.66 28+72 
abc 6.16 bc 3.23 20+24 

ت
یخ
رار
ت

 T
ra

n
sf

o
rm

 

ab 7.86 ab 7 20+48 
a 9.16 a 8.5 20+72 

cd 3.5 c 1.66 28+24 
abcd 5.03 bc 2.83 28+48 

a 8.73 a 8.33 28+72 
 باشندنمی( p<0.05)با استفاده از آزمون نند دامنه ای دانکن دار اعداد با حروف مشترک در هر ستون دارای اختلاف معنی

Numbers followed by the same letter are not significantly differentns based on Duncan’s multiple range test (p<0.05) 
 

 همبرگ هاینمونه هر ریز های مویینالقای ریشه

اثار متقابال    کاه  داد نشان هاداده واریانس تجزیه از حاصل نتایج
 و های ماویین القای ریشه درصد ها برکشتیریزنمونه و مدت هم سن

 سان  اصالی  اثار  دار نباوده اماا  هاا معنای  ریشاه  داد و طولتع میانگین
های ماویین و میاانگین تعاداد و طاول     ریزنمونه بر درصد القای ریشه

باشد همچنین اثر اصلی دار میدرصد معنی 1ها در سکح احتمال ریشه
هاای ماویین و میاانگین تعاداد     کشتی بر درصد القای ریشاه مدت هم
ها در سکح و بر میانگین طول ریشه درصد 5ها در سکح احتمال ریشه

ی میاانگین  نتایج حاصل از مقایسهباشد  دار میدرصد معنی 1احتمال 
 20بارو  دمهای کشتی ریزنمونهساعت هم 72ها نشان داد مدت داده
درصد( شاد همچناین    33/33  باعث بیشترین میزان تراریختی ) روزه

متر( سانتی 46/11ه )( و طول ریش66/3بیشترین میانگین تعداد ریشه )
روزه حاصال شاد    28بارو  دمهاای  کشتی ریزنمونهساعت هم 72در 

  غیرتراریخات دمبارو  هاای  (  در ریزنموناه 3و شاکل   4و  3)جدول 
 (  2 های نابجا صورت نگرفت )شکلالقای ریشه

 
 Cichorium intybus) یکاسن اهیگ نابجا مویین هایکشتی مختلف بر برخی صفات ریشهریزنمونه و مدت هم ثیر سنأتجزیه واریانس ت -3 جدول

(L. 
Table 3- Analysis of variance of different explant age and co-culture time on some characteristics of Cichorium intybus L. 

hairy roots 

 میانگین مربعات
Means of square رجه آزادید 

df 
 منابع تغییرات

Sources of variation طول ریشه 
Root length (cm) 

 تعداد ریشه
Root nunber 

 درصد القای ریشه
Root induction (%) 

173.30** 14.54** 977.77** 3 
 سن ریزنمونه

Explant age 

22.98** 5.33* 411.11* 2 
 مدت هم کشتی

Co-culture time 

10.16** 1.85ns 144.44ns 6 
 سن ریزنمونه × مدت همکشتی

 Explant age × Co-culture time 

2.57 1.47 88.88 24 
 اشتباه آزمایشی

Error 
nsدرصد 1و  5داری در سکح احتمال داری و معنی  *  **: به ترتی  غیر معنی 

ns,*,**: non-significant and significant at 5 and 1% probability levels, respectively 
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های های نابجا در ریزنمونه: القای ریشهCichorium intybus L. A)ی )کاسنگیاه در  های نابجاهای مویین و ریشهریشه ی رشدمقایسه -2شکل 

 MSکشت های نابجا در محیط: رشد ریشهCهای برگ و دمبرگ تراریخت ، های مویین در ریزنمونه: القای ریشهBبرگ و دمبرگ غیر تراریخت، 

 مایع MSکشت در محیط مویینهای : رشد ریشهDمایع. 
Figure 2- Comparatives of hairy roots and adventitious root growth of Cichorium intybus L., A: Adventitious root induction 

on non-transformed leaf and petiol explants, B: Hairy root induction on transformed leaf and petiol explants, c: Adventitious 

root growth on liquid MS medium, D: Hairy roots growth on liquid MS medium. 

 

 
 .Cichorium intybus L)ی )کاسن گیاه های موییندرصد القای ریشه کشتی برمدت هم و سن ریزنمونه تأثیر میانگین یمقایسه -3شکل 

Figure 3- Mean comparisons of the effects of explant age and co-culture time on hairy root induction of Cichorium intybus L. 
(DMRT, p<0.05) 
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 .Cichorium intybus L)ی )کاسنگیاه  مویین نابجا و هایروی صفات ریشه کشتی برمدت هم و سن ریزنمونه تأثیر میانگین یمقایسه -4 جدول

Table 4- Mean comparisons of the effects of explant age and co-culture time on hairy root characteristics of Cichorium 

intybus L. 
 طول ریشه 

Root length (cm) 

 تعداد ریشه
Root nunber 

 کشتی )ساعت(مدت هم +سن ریزنمونه )روز( 
Explant age (day) + Co-culture time (hours) 

 

0 d 0 d 24+20 

ت
یخ
رار
ر ت
غی

 
N

o
n

-T
ra

n
sf

o
rm

 

0 d 0 c 48+20 
0 cde 0 c 72+20 
0 de 0 c 24+28 
0 de 0 c 48+28 
0 de 0 c 72+28 

5.83 cd 0.66 bc 24+20 

ت
یخ
رار
ت

 T
ra

n
sf

o
rm

 

8 bc 1.66 abc 48+20 
9.16 ab 3.33 a 72+20 
3.73 d 1 bc 24+28 
7.4 bc 2.66 ab 48+28 

11.46 a 3.66 a 72+28 
 باشندنمی ( p<0.05)با استفاده از آزمون نند دامنه ای دانکن دار اعداد با حروف مشترک در هر ستون دارای اختلاف معنی

Numbers followed by the same letter are not significantly differentns based on Duncan’s multiple range test (p<0.05) 

 
از طریاق انتقاال و درج    A. rhizogenesسازی توساط  تراریخت

باشاد  پلاسمید باکتری در داخل گیااه میزباان مای    T- DNAی ناحیه
ها با باکتری  از عوامل مهم در تعیین کشتی ریزنمونهبنابراین مدت هم
باشد  در این تحقیق بیشترین درصاد تراریختای و   درصد تراریختی می

کشتی حاصل شاد  ساعت هم 72ها در اثر عداد و طول ریشهمیانگین ت
سااعت هام   48نیاز   .Berberis aristata DCهمانکور که در گیاه 

( 5کشتی داشاته اسات )  ساعت هم 24کشتی کارایی بهتری نسبت به 
کشااتی روز هاام Chonemorpha fragrans 7 همچنااین در گیاااه

  (16اده است )کشتی نشان دروز هم 1- 8کارایی بهتری نسبت به 

 

های مویین با استتفاه  ا  ررایمرهتای   تائید مولکولی ریشه

 اختصاصی

مربوط به  bp 760و الکتروفورز  حضور نوار  PCRنتایج حاصل از 
اندازه را نشان داد که با نوار شاهد مثبت ) باکتری( هم rolBتکثیر ژن 

واری هاای تلقایح نشاده نا    های حاصل از ریزنموناه بود اما برای ریشه
 ( 4تکثیر نشد ) شکل 

 

 
ی کاسنگیاه  های مویینریشه DNAبر روی  B rolهای اختصااصی ژن با آغازگر PCRدر واکنش  bp 760ی به اندازه DNA تکثیر قطعه -4شکل 

((Cichorium intybus L. :.1ی : نشانگر اندازهDNA  ،2یک کیلوبازی:A. rhizogenes  های ریشه :8-3رل مثبت، به عنوان کنت 11325 یسویه

 منفی شاهد عنوان به های غیرتراریختریزنمونه از حاصل نابجای : ریشه9مویین، 
Figure 4- PCR amplified DNA fragments in size (760 bp) using specific primers for rolB gene of A. rhizogenes on Cichorium 

intybus L.hairy root DNA. 1: 1 Kb DNA Ladder, 2: A. rhizogenes strain 11325 as positive control, 3-8: hairy roots, 9: 

Adventitious root raised form non-transformed explant as negative control 

 

های ماویین در گیااه کاسانی    در پژوهشی که بر روی القای ریشه
 A13ری ساویه  از بااکت  GUSانجام شد انتقال و بیان ژن گزارشاگر  

و  PCRهای مویین بررسی شد و نتایج تکثیر ژن با تراریخته به ریشه
های مویین  انتقال یافتن و بیان ایان ژن در  آزمون فیتوشیمیایی ریشه

 ( 13های مویین کاسنی را تائید کرد )ریشه
هاای گیااه میزباان باه     در سالول  T-DNAی انتقال و درج ناحیه

د لذا تنوع رشادی و مورفولاوژی زیاادی    افتصورت تصادفی اتفاق می
های مویین که هر کدام از یا  سالول تراریخات    بین هر لاین ریشه
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هاای  شوند  در واقع تناوع در تعاداد نساخه   اند مشاهده میحاصل شده
های موجود در آن از جمله ژن و میزان بیان ژن T-DNAدرج شده از 

rol های ماویین  شههای مختلف رینق  بسزایی در تنوع رشدی لاین
های تراریخات کاه باه    لاین (  در این پژوه   فنوتیپ رشدی6دارد )

 mg/lماایع حااوی    MSلیتر محایط کشات   میلی 15طور جداگانه در 
ودی را در میازان رشاد   سفوتاکسیم کشت شده بودند تنوع مشاه  250

ها رشد طولی زیادی از خود نشان دادند اماا  نشان دادند  برخی از لاین
دهی زیادی داشاتند  ها رشد طولی کمتر اما انشعابر از لاینبرخی دیگ

در برخی دیگر نیز رشد کمتر داشته و پوشا  کالوسای پیادا کردناد      
هاای  ( میزان رشاد و تولیاد متابولیات   2پژوهشی آکرمهر و همکاران )

های مویین حاصل از تلقیح بارو های مختلف ریشهثانویه در دودمان
  بررسای کردناد و نتاایج    A4ی ا ساویه ای کاسنی با های نهار هفته

های مویین که هر های مختلف ریشهبدست آمده نشان داد که دودمان
داری از کدام از ی  سلول تراریخت حاصل شده اسات تفااوت معنای   

  لحاد توانایی رشد و تولید متابولیت ثانویه نسابت باه یکادیگر دارناد    
هاای  ریشاه  لایان مختلاف   45های دیگر نیز از جمله کشات  پژوه 
تفااوت   MSدر محیط کشات    Duboisia leichhardtiiمویین گیاه
های در لاین ثانویه هایو تولید متابولیتداری را در توان رشدی معنی

( همچناین در تحقیقای بارای    21های مویین نشان داد )مختلف ریشه
های مویین حاصل از گیاه های مختلف ریشهبررسی توان رشدی لاین

Gentiana scabra  24  لایاان مختلااف در محاایط کشااتWPM 
های مختلاف  هفته میزان وزن خش  لاین 8کشت شده بود و پس از 

تفاوت نشمگیری با یکدیگر داشتند به طوری که وزن خشا  لایان   
فقاط باه    18برابر افزای  یافت در حالی کاه لایان    44پنج به میزان 

  (11)میزان تقریبات دو برابر افزای  نشان داده بود 

 

ثیر سن ریزنمونه و نوع محیط کشتت بتر و ن   أی تمقایسه

 ی برگهای مویین هر ریزنمونهتر و خشک ریشه

ها نشان دادکه اثار متقابال   ی واریانس دادهنتایج حاصل از تجزیه
هاای  سن ریزنمونه و نوع محیط کشات بار وزن تار و خشا  ریشاه     

ی ساه دار باود  جادول مقای  درصاد معنای   1مویین در ساکح احتماال   
گارم( و خشا     01/2ها نشان داد که بیشترین وزن تر )میانگین داده

روزه کاه در   20هاای  های مویین حاصل از بروگرم( در ریشه 16/0)
کشت شده بود حاصل شد و کمتارین وزن تار    MS 2/1محیط کشت 

های نابجای حاصل گرم( مربوط به ریشه 01/0گرم( و خش  ) 11/0)
جاماد   MSیرتراریخت که در محیط کشات  ی غروزه 28های از برو

رساد ناوع و   به نظار مای  (  6و  5)جدول  مشاهده شد کشت شده بود
هاای ماویین دارد باه    ثیر بسزایی بر رشد ریشهأغلظت محیط کشت  ت
سازی محیط کشت به منظور رشد مکلاوب و تولیاد   همین دلیل بهینه

 ( 31های ثانویه حائز اهمیت است )متابولیت
 

ثیر سن ریزنمونه و نوع محیط کشتت بتر و ن   أی تمقایسه

 ی همبرگهاهای مویین هر ریزنمونهتر و خشک ریشه

ها نشان داد که اثر متقابال  ی واریانس دادهنتایج حاصل از تجزیه
های مویین در سکح سن ریزنمونه و نوع محیط کشت بر وزن تر ریشه

نشاان داد کاه   ها ی میانگین دادهدار شد  جدول مقایسهدرصد معنی 1
های گرم( در ریشه 13/0گرم( و وزن خش  ) 54/1بیشترین وزن تر )
 MSها در محیط کشات  روزه و کشت ریشه 20های حاصل از دمبرو

 (8و  7 حاصل شد )جدول 2/1

 
 .Cichorium intybus L))ی کاسنگیاه  های نابجا و مویینریزنمونه و نوع محیط کشت بر برخی صفات ریشه ثیر سنأتجزیه واریانس ت -5 جدول

Table 5- Analysis of variance of explant age and type of medium on some characteristics  
of adventitious and hairy roots of Cichorium intybus L. 

 منابع تغییرات
Soursec of variation 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
Mean of squares 

 روزن ت
Fresh weight  

 وزن خشک
Dry weight  

 سن ریزنمونه
Axplant age 

3 3.19** 0.023** 

 نوع محیط کشت
Medium type 

2 0.92** 0.007** 

 سن ریزنمونه × نوع محیط کشت
Explant age × Medium type 

6 0.33** 0.003** 

 اشتباه آزمایشی

Error 
24 0.056 0.0004 

 درصد 1ال داری در سکح احتم**: معنی
**: significant at 1% probability levels 

 

 



 401     ...توده در گیاه كاسنيهاي مویین و تولید زیستسازي القاي ریشهبهینه

 .Cichorium intybus L)ی )کاسنگیاه  موییننابجا و ای هروی صفات ریشه نوع محیط کشت بر و سن ریزنمونه تأثیر میانگین یمقایسه -6 جدول

Table 6- Mean comparisons of the effects of explant age and medium type on adventitious and hairy root characteristics of 

Cichorium intybus L. 
 وزن خشک 

Dry weight (g) 
 وزن تر 

Fresh weight (g) 
 سن ریزنمونه )روز( + نوع محیط کشت

Explant age (day) + Medium type 
 

0.017 c 0.14 d 20+ Solid MS 

ت
یخ
رار
ر ت
غی

 
N

o
n

-T
ra

n
sf

o
rm

 

0.014 c 0.16 d 20+ Liquid MS 
0.017 c 0.19 cd 20+ Liquid 1/2MS 
0.016 c 0.11 d 28+ Solid MS 
0.016 c 0.16 d 28+ Liquid MS 
0.021 c 0.19 cd 28+ Liquid 1/2MS 
0.044 c 0.56 cd 20+ Solid MS 

ت
یخ
رار
ت

 T
ra

n
sf

o
rm

 

0.13 b 1.44 d 20+ Liquid MS 
0.16 a 2.01 a 20+ Liquid 1/2MS 

0.053 c 0.62 c 28+ Solid MS 
0.101 b 1.17 b 28+ Liquid MS 
0.109 b 1.20 b 28+ Liquid 1/2MS 

 باشندنمی ( p<0.05)با استفاده از آزمون نند دامنه ای دانکن دار اعداد با حروف مشترک در هر ستون دارای اختلاف معنی

Numbers followed by the same letter are not significantly differentns based on Duncan’s multiple range test (p<0.05) 

 
 .Cichorium intybus L)ی )کاسنگیاه  های نابجا و مویینریزنمونه و نوع محیط کشت بر برخی صفات ریشه ثیر سنأتجزیه واریانس ت -7 جدول

Table 7- Analysis of variance of explant age and type of medium on some characteristics of adventitious and hairy roots of 

Cichorium intybus L. 

 ابع تغییراتمن
Souere of variation 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
Mean of squares 

 وزن تر
Fresh weight  

 وزن خشک
Dry weight  

 سن ریزنمونه
Explant age 

3 6.38** 0.016** 

 ط کشتنوع محی
Medium type 

2 2.22** 0.006** 

 سن ریزنمونه × نوع محیط کشت
Explant age × Medium type 

6 0.79** 0.002** 

 اشتباه آزمایشی

Error 
24 0.26 0.0002 

 درصد 1در سکح احتمال  داری**: معنی
**: significant at 1% probability levels 

 
 .Cichorium intybus L)ی )کاسنگیاه  های مویینروی صفات ریشه نوع محیط کشت بر و یزنمونهسن ر تأثیر میانگین یمقایسه -8 جدول

Table 8- Mean comparisons of the effects of explant age and medium type on adventitious and hairy root characteristics of 

Cichorium intybus L. 
 وزن خشک 

Dry weight (g) 
 تر وزن 

Fresh weight (g) 
 سن ریزنمونه  + نوع محیط کشت

Explant age (day) + Medium type 
 

0.038 0.47 c 20+ Solid MS 

ت
یخ
رار
ت

 T
ra

n
sf

o
rm

 

0.076 0.89 b 20+ Liquid MS 
0.130 a 1.54 a 20+ Liquid 1/2MS 
0.024 cd 0.27 cd 28+ Solid MS 
0.051 bc 0.61 bc 28+ Liquid MS 
0.106 a 1.24 a 28+ Liquid 1/2MS 

 باشندنمی (p<0.05) با استفاده از آزمون نند دامنه ای دانکندار اعداد با حروف مشترک در هر ستون دارای اختلاف معنی

Numbers followed by the same letter are not significantly differentns based on Duncan’s multiple range test (p<0.05). 

 
ثیرگاذار در اساتقرار و   أاستفاده از محیط کشت مناس   از عوامل ت

سازی محیط کشت لذا بهینه (33 و 20باشد )های مویین میرشد ریشه
های ثانویه حائز اهمیت اسات  به منظور رشد مکلوب و تولید متابولیت

تارین  مناسا   MS2/1  این تحقیق نشان داد که محیط کشات  (31)
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باشاد  مشاابه باا نتاایج     های مویین مای ای رشد ریشهمحیط کشت بر
 اثار ناوع محایط کشات     یتحقیق حاضر  در آزمایشی طای مقایساه  

MS2/1  MS  وB5 (Gamborg) در گیااه   های مویینبر رشد ریشه
Scrophularia buergeriana  محیط کشت   MS2/1  ترین مناس

نیز  محایط   در تعدادی از گیاهان دیگر  (25)محیط کشت معرفی شد 
هاای ماویین   کشت بارای رشاد ریشاه   بهترین محیط  MS2/1کشت 

( رشاد  24پاک دین پااریزی و همکااران )  اما  (35)گزارو شده است 
را در  .Valeriana officinalis Lهای ماویین حاصال از گیااه    ریشه

ماورد مکالعاه    N6و  MS  MS2/1  5B  B52/1هاای  محیط کشات 
های توده در ریشهه بیشترین تجمع زیستقرار دادند که بعد از سه هفت

و بعاد از آن باه ترتیا  در     5Bمویین کشات شاده درمحایط کشات     
5B2/1  MS2/1  وMS     مشاهده شاد و محایط کشاتN6   کمتارین

ثیر فلاز  أ( تا 3در پژوهشی آکرمهار و همکااران )  (  7ثیر را نشان داد )أت
 هاای ماویین   های مختلف بر روی میزان رشاد ریشاه  روی در غلظت
اکسایدانی بررسای   های آنتیهای ثانویه و فعالیت آنزیمتولید متابولیت

شااد و نتااایج بدساات آمااده نشااان داد فلااز روی باعااث کاااه  وزن 
ی های مویین شده  اما اثرات مثبتی بر افزای  متابولیات ثانویاه  ریشه

های مویین از جمله فنل  فلاونوئید و شیکوری  اسید  موجود در ریشه
های ماویین داشاته   اکسیدانی موجود در ریشههای آنتیزیمو فعالیت آن
  با توجه به نتایج بدست آمده از این تحقیق و بررسی منابع انجام است

شده  این بررسی اولین گزارو القا ریشه ماویین در گیااه کاسانی باا     
باشد که با استفاده از تیمارهای انجام شده می 11325استفاده از سویه 
تیمارهای مختلف بدسات   تراریخته سازی با استفاده از بیشترین میزان
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Introduction: Transformed hairy roots obtained by infection of plants with Agrobacterium rhizogenes 

strains are used as a tissue culture tool for secondary metabolite production since hairy roots are genetically and 
biologically stable and they are able to produce metabolite within a short time. Chicory (Cichorium intybus L.) is 
a medicinal plant from Asteraceae. This plant contains many important metabolites include chicoric asid, inulin, 
scoline, coumarin and flavonoids. 

Materials and Methods: The seeds were surface-sterilized by rinsing with 2% benomil for 30 min and later 
sterilized with 5% sodium hypochlorite for 20 min and subsequently with 70% ethanol for 90 s. the wounded 
leaf of 20 and 28-day-old seedlings inoculated with Agrobacterium rhizogenes 11325. Bacterial colonies were 
cultured on liquid LB medium for 1 day. The explants were submerged in the solution for 15 min and were 
shaken gently. After that, the explants were drained on sterile filter paper and then transferred to MS solid 
medium. The explants were incubated at (25 ± 2) ◦C under dark condition for three different co-cultivation 
period (24, 48 and 72 hours). In the next step, the explants were transferred to MS solid medium supplemented 

with 500 mg/L cefotaxime. The explants were incubated at (25 ± 2) 
◦
C under a 16-h photoperiod condition for 

four weeks. At the end of incubation time, the percentage of hairy root induction, root number and root length 
were investigated. Genomic DNA of Cichorium intybus L. hairy root was extracted following the method of 
CTAB and subjected to PCR analysis. Non-transformed root DNA was used as a negative control and pRi11325 
plasmid DNA was used as positive control. The pair of primers specific to the rolB fragment sequences was: 5-
ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA -3 and 5-TAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3. The 
amplification protocol for the rolB was a 5 min melting at 94 ◦C followed by 35 cycles of a 5 min melting at 94 
◦C, a 45 s annealing at 55 ◦C and a 1 min elongation at 72 ◦C, and final elongation at 72 ◦C for 7 min. PCR 
products were electrophoretically separated on 0.8 % agarose gels (w/v) and stained with gel red. To determine 
the best media composition for growth of hairy roots, approximately 100 mg FW roots were cultured in basal 
liquid MS, solid MS and liquid 1/2MS medium supplemented with 500 mg/L cefotaxime on a rotary shaker (90 
rpm) at 25 ◦C in dark for 5 weeks, and increase in fresh weight and dry weight was recorded at 5 week later. 
Three replicates were made for each experimental set. Non-transformed roots were cultured on same mediums. 

Results and Discussion: Each of the two different explants – leaf and petiole showed different levels of 
hairy root induction in different co-culture time. Hairy root induction was observed 7 days after co-cultivation. 
There were low adventitious roots formed from control explants. 72 hours co-cultivation period was found to be 
more efficient in inducing hairy root phenotype in both explant types. The infection of explants by A. rhizogenes 
is a process that implies a succession of events, including the transfer and integration of T-DNA, into the host 
plant genome. Therefore, the time of contact between A. rhizogenes and the explants determines the 
transformation efficiency. A maximum of transformation frequency (53.33%) was observed in leaf explants in 
72 hours co-cultivation followed by 33.33% in petiole explants in 72 hours co-cultivation. In leaf explants 
maximum root number (8.5 roots per explant) and maximum length of root (9.16 cm) induced from 20-day-old 
seedling in 72 hours co-culture. In petiole explants maximum root number (3.66 roots per explant) and 
maximum root length (11.46 cm) induced from 28-day-old seedling in 72 hours co-culture. The “hairy root” 
phenotype characterized by high branching and fast growth was previously reported in “reactive species” like 
Datura innoxia but not for “difficult species”. The high phenolic content of woody plant species could be 
responsible for the reduced hairy root phenotype as reported for gingko or pine. Three different culture media 
(solid MS, liquid MS and 1/2 MS media) were tested to determine the best suitable media for the maximum 
Biomass of hairy roots line.  
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Conclusions: Genetically transformed hairy roots obtained by infection of plants with Agrobacterium 
rhizogenes are suitable source for production of bioactive molecules due to their genetic stability and generally 
show fast growth in culture media free of growth hormones. This study describes the protocol for hairy root 
induction which could further be useful for the production of secondary metabolites and biomass. 
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