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Abstract 
    Background and objectives: Anthraquinones are secondary plant metabolites that play a 

significant role in the treatment of certain diseases, such as hepatitis and cancer. Anthraquinones 

are utilized not only in textiles and food production but also in the cosmetics, perfume, and 

pharmaceutical industries due to their high antioxidant levels. In vitro culture of plants has 

provided a suitable alternative method for producing medicinal compounds under controlled 

conditions, not affected by environmental factors. The hairy root culture system, based on 

inoculation with Agrobacterium rhizogenes, has become an influential approach for producing 

secondary metabolites in plant roots, such as ginseng, over the last two decades. One of the 

advantages of in vitro production of these compounds is the possibility of increasing their yield 

through the use of influential nutrient elements, as well as inducing the production process and 

biosynthesis of secondary substances with various biological and non-biological elicitors. The 

objective of this research was to investigate the effect of salt concentration in the culture 

medium and sucrose levels on increasing hairy root biomass, and to examine the influence of 

different abiotic elicitors on enhancing anthraquinone production in madder hairy roots.  

Methodology: For this purpose, in the first experiment, after inducing hairy roots, the effect of 

sucrose concentration (30, 45, and 60 g/L) in combination with basal medium salt strength (1/2 

MS and MS) on root biomass enhancement was studied in a factorial experiment with a 

completely randomized design and four replications. In the second experiment, the effects of 

different elicitors, including titanium dioxide (50 and 100 mg/L), chitosan (100 and 150 mg/L), 

silver nitrate (50 and 100 mg/L), proline (250 and 500 mg/L), gibberellic acid (1 and 2 mg/L), 

and naphthalene acetic acid (1 and 2 mg/L), were investigated for their role in increasing 

anthraquinone (alizarin) production in hairy roots. 

Results: In the first experiment, the 1/2 MS medium containing 45 g/L sucrose produced the 

highest biomass, followed by MS containing 45 and 60 g/L sucrose, MS with 30 g/L sucrose, 

and 1/2 MS containing 60 g/L sucrose. The best medium for biomass production from this 

experiment was selected for the subsequent experiment, in which the effect of different elicitor 

treatments for two days on the accumulation of the secondary metabolite (alizarin) was 

assessed. The results showed that the accumulation of the secondary metabolite in the medium 
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containing 250 mg/L of proline exhibited a significant increase compared to other elicitors, 

followed by 50 mg/L of silver nitrate and 2 mg/L of gibberellic acid, respectively. The 

secondary metabolite content in media supplemented with two different levels of naphthalene 

acetic acid did not differ significantly from that of the control. 

Conclusion: Overall, this study demonstrated that the optimal root biomass production was 

achieved in 1/2 MS culture medium containing 45 g/L of sucrose, while the highest 

anthraquinone content was obtained in the presence of proline. 

 

Keywords: Rubia tinctorum L., anthraquinone, elicitor, hairy root, secondary metabolite. 
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 چکیده
ها ازجمله هپاتيت و های ثانويه گياهي هستند که نقش مهمي در درمان برخي از بيماریها از متابوليتآنتراکينون سابقه و هدف:
 ،يشيآرا ايلوسساخت  در، دانياکسيآنتبالای  وجود ليه دلب بلکه يينه تنها در منسوجات و مواد غذا هانونيآنتراکسرطان دارند. 

ای گياهان يک روش جايگزين مناسب و عاری از عوامل کشت درون شيشه. شوندمياستفاده  یصنعت داروساز و صنعت عطرسازی
با  حيبر تلق يمبتن نييمو شهير کشت ستميساست.  محيطي را برای توليد ترکيبات دارويي در يک شرايط کنترل شده فراهم کرده

 ي مانند جينسينگاهيگ یهاشهيدر ر هيثانو یهاتيمتابول ديتولبرای ثر ؤمدر دو دهه گذشته به عنوان روش  وژنززيرا وميآگروباکتر
امکان افزايش توليد آنها با بکارگيری ترکيبات  ،ایهای توليد اين ترکيبات در شرايط درون شيشهيکي از مزيت .شده است ليتبد

 ،باشد. هدف از اين تحقيقهای مختلف زيستي و غير زيستي ميبيوسنتز مواد ثانويه با محرکو القای فرايند توليد و ثر ؤمغذايي 
های مختلف توده ريشه مويين و مطالعه اثر محرکزيست ت و غلظت ساکارز در افزايش توليدمطالعه اثر غلظت نمکي محيط کش

  غيرزيستي در افزايش توليد آنتراکينون در ريشه مويين روناس بود.
گرم در ليتر( در ترکيب  01 و 14، 31در آزمايش اول پس از القای ريشه مويين ابتدا اثر ساکارز ) ،برای اين منظور ها:اد و روشمو

 1تصادفي با    لا  کامتوده ريشه مويين در قالب آزمايش فاکتوريل با طرح پايه در افزايش زيست MSو  MS2/4های پايه با محيط
و  41اکسيد تيتانيوم )دی های مختلف،های مختلف در دو سطح و سه تکرار با غلظتمحرکاثر آزمايش دوم،  تکرار مطالعه شد. در

 411و  241گرم در ليتر(، پرولين )ميلي 411و  41گرم در ليتر(، نيترات نقره )ميلي 441و  411گرم در ليتر(، کيتوزان )ميلي 411
افزايش آنتراکينون گرم در ليتر( در ميلي 2و  4اسيد )استيکگرم در ليتر( و نفتالينيليم 2و  4اسيد جيبرليک )گرم در ليتر(، ميلي

 گرفتند. )آليزارين( مورد بررسي قرار
 MS هيپا یهاطيو مح داشترا  زيست توده شيافزا نيساکارز بالاتر تريل گرم بر 14شامل  1/2MS طياول مح شيدر آزما نتایج:
های بعدی در رتبهساکارز  تريگرم در ل 01 یحاو 1/2MSساکارز و  تريگرم در ل 31 یحاو MSساکارز،  تريگرم در ل 01و  14 یحاو

مورد استفاده قرار  بعدی شيآزما یانتخاب شد و برا شيآزما نياز ادر توليد زيست توده  طيمح ني. بهترتوليد زيست توده ريشه بودند
. گرفتندقرار ي( مورد بررسنيزاري)آل هيماده ثانو شيروز در افزا 2مختلف به مدت  یهامحرک اثر شيآزما نيکه در اطوریبهگرفت، 

داشت  هاسبت به بقيه محرکگرم در ليتر پرولين افزايش چشمگيری نميلي 241نتايج نشان داد که انباشت ماده ثانويه در محيط حاوی 
ی اهای بعدی قرار داشتند. محتويتر اسيد جيبرليک، به ترتيب در ردهگرم در لميلي 2 و گرم در ليتر نيترات نقرهميلي 41های و محرک

 متابوليت ثانويه در دو سطوح مختلف نفتالين استيک اسيد تفاوت قابل توجهي نسبت به شاهد نداشت. 
م در ليتر گر 14حاوی  1/2MSبه طور کلي اين مطالعه نشان داد که بيشترين توليد زيست توده ريشه در محيط کشت  نتیجه گیری:

 ساکارز به دست آمد، در حالي که بالاترين ميزان آنتراکينون در حضور پرولين حاصل شد. 
 

 آنتراکينون، محرک، ريشه مويين، متابوليت ثانويه. ،(.Rubia tinctorum L) روناس: های کلیدیواژه
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 مقدمه
متعلق به  L Rubia tinctorum.روناس با نام علمي 

 0411جنس و  141است که شامل  Rubiaceaeخانواده 
 & Singh) باشدها و گياهان ميگونه از درختان، درختچه

Chauhan, 2004). های روناس دارای ارزش تجاری،گونه 
ميکروبي های ضداقتصادی و دارويي بالايي هستند و فعاليت

ای از های رشتهها و قارچها، مخمرعليه برخي از باکتری
اين گياه . ( 2022et alPerassolo ,.) اندخود نشان داده

های رنگي حاوی مقادير قابل توجهي از مولکول
. (Derksen & Van Beek, 2002) باشدميها آنتراکينون
کشي، ميکروبي، حشرهها به دليل خواص ضدآنتراکينون

انسداد، تنظيم فشارخون بالا و خاصيت توموری، ضدضد
بالقوه درماني دارند. علاوه بر اين ظرفيت بخشي آرام

ی اها به دليل محتوهای درماني، آنتراکينونويژگي
 شوندآميزی منسوجات استفاده ميشان در رنگآليزارين

(., 2007et ala Oliveir.) ها نه تنها در منسوجات آنتراکينون
اکسيداني و و فراوری مواد غذايي، بلکه به دليل فعاليت آنتي

 فعاليت بيولوژيکي آن در ساخت وسايل آرايشي، عطرسازی
 ند. گيرصنعت داروسازی مورد استفاده قرار مي و

 بافتسلول و کشت  ژهيوبه یوتکنولوژيب یکردهايرو
مطلوب از  ييدارو باتيترکتوليد در  ياتيقش حن گياهي

قابل  یهاشرفتيپ دليل(. به  2010et alLee ,.دارد ) اهانيگ
از سلول  هيثانو تياستخراج متابول نهيکه در زم يتوجه

در  و سلول کشت بافت یورفنااستفاده از ، انجام شده ياهيگ
مورد توجه  شتريببات ارزشمند دارويي از گياهان يتوليد ترک

  (. 2004et alVanisree ,.قرار گرفته است )
در دو دهه اخير استفاده از کشت اندام به جای  

سوسپانسيون سلولي به دلايلي مانند ثبات ژنتيکي و سنتز 
بالای محصولات توسعه يافته است. در برخي موارد، به دليل 

 هایکشت ناپايداری ژنتيکي و توليد کم متابوليت ثانويه در
کشت ريشه مويين به دليل رشد سريع و  سلولي، استفاده از

پايداری ژنتيکي و ظرفيت بيوسنتزی بالا، يک راه حل جديد 
ای برای افزايش توليد متابوليت ثانويه در شرايط درون شيشه

های تراريخته حاصل از آگروباکتريوم باشد. کشت ريشهمي

 باشدها ميرايزوژنز از مهمترين اين سيستم
(Karuppusamy, 2009)در کننده محدود عامل . مهمترين 

 محتوای ایشرايط درون شيشه در ثانويه هایمتابوليت توليد
 و توده پايين گياهيزيست دليل به ترکيبات اين غيراقتصادی

 برای زيادی هایتلاش .باشدمي متابوليت خود محتوای
 انجام ایشرايط درون شيشه در گياهي تودهزيست افزايش
. عوامل محيطي ( 2008et al.Gangopadhyay ,) است شده

کننده در توليد متابوليت ثانويه گياهان يکي از عوامل تعيين
از قبيل نور، گونه  . عواملي( 2011et alZhang ,.) باشدمي

ای، های رشد گياهي، فاکتورهای تغذيهکنندهگياه، تنظيم
انباشت متابوليت  ماده بيوسنتز و محرک بر افزايش وپيش

 Shahzadگذارند )ميثير أتای ثانويه در شرايط درون شيشه

., 2015et alای برای سازی شرايط درون شيشه(. بهينه
های ثانويه در توده ريشه و کميت متابوليتافزايش زيست

 Delaunois) باشددر اين زمينه ثر ؤمتواند يک گام ريشه مي

3., 201et al). 
بدست آوردن آنها  ه،يمواد ثانو یاقتصاد تياهم ليبه دل

به  ایدرون شيشه ستمياستفاده از سبالا،  تيفيو ک تيبا کم
 توانديکه م شوديمطرح مثر ؤم یراهبرد کيعنوان 

 .( 2017et alBiçer ,.شود ) ديگر یهاروش نيگزيجا
 عتيکشت شده در طب اهانياز گ باتيگونه ترک نياستخراج ا

 نياز ا ،باشديم ريمتغ يطيمختلف محعوامل  ريثأت حتت
به  ایون شيشهبر کشت در يمبتن یهالحاظ توسعه روش

 نيگزيراهکار جا کي ،طيآنها از مح یريپذريثأتعدم دليل 
 Vijaya) باشديم هيثانو یهاتيمتابول ديدر تول یترمناسب

, 2010.et alSree ).  آنتراکينون موجود در روناس به دليل
ارزش اقتصادی بالا مورد توجه  ضدميکروبي وخواص 

در نتيجه باتوجه به ارزش بالای  ،ای قرار گرفته استويژه
ويترو، بررسي اثر ريزنمونه و اين ماده و توليد آن در اين

سويه باکتری در القای ريشه مويين و محتوای آنتراکينون آن، 
مطالعه به عنوان يک منبع مهم در توليد اين ترکيبات، مورد 

در اين مقاله اثر غلظت  (.et al Dorani ,.2023) قرار گرفت
مختلف در  زيستي و غير زيستيساکارز و عوامل القاکننده 

افزايش  بيوماس ريشه و انباشت اين متابوليت ثانويه در 
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 گردد.های مويين گزارش ميريشه
 

 هامواد و روش
رقم بومي گياه روناس از مرکز تحقيقات  بذرهای

اورزی يزد تهيه و برای انجام آزمايش به آزمايشگاه کش
آب مقطر با  بذرهاکشت بافت دانشگاه تبريز منتقل شدند. 

 41با استفاده از اتانول  دقيقه، سپس 44استريل به مدت 
ثانيه و در مرحله بعدی با هيپوکلريت  01درصد به مدت 

 ،دقيقه، زير هود ضدعفوني شدند 21درصد به مدت  4سديم 
برای  .گرديدند شستشو ليسه بار با آب استر بذرها پسس

 Murashig and) ای از محيط  کشت پايهکشت درون شيشه

schoogh, 1965) MS  گرم در ليتر ساکارز و  31جامد با
بعد از  بذرهاگرم در ليتر ميواينوزيتول استفاده شد. ميلي 411

زني، به اتاق نگهداری و جوانه برایکشت در اين محيط، 
ساعت  40 دوره نوریگراد و درجه سانتي 24رشد با دمای 
et  Perassoloساعت تاريکي منتقل شدند ) 8روشنايي و 

., 2020al .) 

 
 کشت آگروباکتریوم برای القای ریشه مویین

برای تراريختي و توليد ريشه مويين براساس آزمايش 
برای القايي ريشه مويين از ، (et al Dorani ,.2023) اوليه

 وميآگروباکتر44831ريزنمونه برگي و سويه باکتری 
 Leeموجود در آزمايشگاه زيست فناوری به روش  زوژنزيرا

ابتدا يک استفاده شد.  با کمي تغيير( 4000و همکاران )
 LB کشت جامد از باکتری بر روی محيط کشت جامد

شد. سپس درون  گرم در ليتر ريفامپسين تهيهميلي 24حاوی 
 18گراد به مدت درجه سانتي 28انکوباتور و در دمای 

برای تهيه ها رشد کردند. ساعت قرار داده شد، تا تک کلون
تلقيح، يک تک کلون از کشت  برایآگروباکتريوم رايزوژنز 

مايع  LBليتر ميلي 24باکتری برداشته شد و درون محيط 
انکوباتور با  ها بهو کشت گرديدحاوی ريفامپسين کشت 

گراد منتقل شد تا زماني که غلظت درجه سانتي 28دمای 
رسيد. سپس کشت باکتری  600OD =  4/1رشد باکتری به 

دور در دقيقه سانتريفوژ  1111دقيقه با سرعت  8به مدت 

بالايي پليت باکتری در  قسمتشد تا باکتری رسوب کرد. 
ليتر ميلي 24زير هود در شرايط استريل خالي شد و در 

مايع حل گرديد و بلافاصله برای تلقيح  MSمحيط 
 های گياهي استفاده شد.ريزنمونه

 
 تلقیح با آگروباکتریوم رایزوژنز برایتهیه ریزنمونه 

متر از سانتي 4/1در  4/1های برگ در ابعاد زنمونهير
ای تهيه شدند. محلول باکتری های سه تا چهار هفتهگياهچه

ها به مدت مونه برگ اضافه شد و ريزنمونهتهيه شده به ريزن
ها از ور شدند. ريزنمونهدقيقه در محلول باکتری غوطه 21

محلول باکتری خارج و بر روی کاغذ واتمن استريل 
 18کشتي به مدت هم برایها گيری شد. ريزنمونهرطوبت

بيوتيک جامد بدون آنتي MSساعت به محيط کشت پايه 
ها به کشتي، ريزنمونهساعت هم 18منتقل شدند. بعد از 

ليتر  در گرمميلي 311 جامد حاوی MSمحيط کشت 
ها به مدت . ريزنمونهندگرديدبيوتيک سفوتاکسيم منتقل آنتي
روز در اين محيط  کشت نگهداری شدند. در اين مدت  14

برای اندازه کافي  ی مويين ظاهر شد و بعد از رشد بههاريشه
 رشد کردند. متر(سانتي 4/4- 2مايع )انتقال به محيط کشت 

 
 ارزیابی مولکولی ریشه مویین 

های مويين به از ريشه DNAاستخراج 
( انجام شد 4083و همکاران )  Dellaportaروش

(, 1983et alDellaporta  .)های مولکولي ريشه ييدأت برای
های ريشه ژنومي DNAبر روی   PCRمويين، از روش

طور اختصاصي هب rolAشي از ژن مويين برای تکثير بخ
های آغازگر از اليگونوکلئوتيد ،استفاده شد. بدين منظور
F ('5 rolA- اختصاصي ژن 

3')-ACGGTGAGTGTGGTTGTAGG  و -R ('5 rolA

3') -GCCACGTGCGTATTAATCCC   .استفاده شد
برای مشاهده و بررسي محصولات تکثير شده، از 

ولت استفاده   84ولتاژ الکتروفورز ژل آگارز يک درصد با 
انجام آميزی ژل با استفاده از اتيديوم برومايد شد و رنگ

 . گرديد
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 مایع MSهای مویین درون محیط واکشت ریشه
های القا شده براساس رشد تقريبي يکي از بهترين ريشه

روز از زمان تلقيح( با  14)بيشترين طول تقريبي در مدت 
محيط کشت  ليترميلي 241رشد ظاهری خوب انتخاب و در 

از مايع بدون هورمون کشت شدند. بعد از سي روز نيم گرم 
يد محيط کشت مايع شامل به شش تيمار جد اين ريشه
ر ترکيب با سه غلظت مختلف د MS ½و   MSمحيط پايه
منتقل شدند.  محيط کشت گرم در ليتر( 01، 14، 31ساکارز )

دور در دقيقه و  01ها به انکوباتور شيکردار با سرعت نمونه
هفته منتقل  3گراد به مدت درجه سانتي 24در دمای 

. هر تيمار سه بار تکرار شد. پس از يک ماه، ندگرديد
 توزين شدند.    کردهرشدهای ريشه

 
های مختلف بر محتوای آنتراکینون ریشه مطالعه اثر محرک

 مویین
های مختلف بر ميزان توليد محرکثير أتمطالعه  به منظور

توده ريشه از آزمايش بهترين تيمار توليد زيست ،تراکينونآن
اول انتخاب و در اين محيط کشت اثر دو غلظت مختلف از 

های کيتوزان، نيترات نقره، جيبرليک اسيد، نفتالين محرک
استيک اسيد و پرولين در افزايش محتوای آنتراکينون ريشه 

ر در تکرا 3در  ون اليستور در تاريکيمويين روناس و بد
تصادفي       کاملا فاکتوريل براساس طرح  هایآزمايشقالب 

مطالعه شد. از کشت ريشه در محيط پايه بدون اليستور و در 
 روشنايي به عنوان شاهد استفاده شد.  

 

 هاتهیه محرک
تهيه  محرک کيتوزان به صورت يک درصد وزن حجمي

ان ساخت زگرم از کيتو ابتدا يک ،شد. برای تهيه اين محرک
 ليتر اسيد هيدروکلريکدو ميلي بعدتوزين و  Sigmaشرکت 

(HCl) به صورت قطره قطره اضافه شد تا کيتوزان حل شود، 
ليتر رسانده ميلي 411سپس با استفاده از آب مقطر به حجم 

بر روی  NaOHو  HClآن با استفاده از  pHشد و در نهايت 
و شد. تنظيم شده و برای استريل شدن اتوکلا 4/4

جيبرليک اسيد، پرولين و دی اکسيد ، های نيترات نقرهمحرک
گرم در ميلي 41های ذخيره صورت محلولهب تيتانيوم
شرايط استريل با استفاده از فيلتر سر  درليتر تهيه و ميلي

درجه  1ميکروني فيلتر شد و در دمای  2/1سرنگي 
. برای اين مطالعه نيم گرم از گرديدگراد نگهداری سانتي

يک ارلن  بهبرداشت و  شدههای تکثير ريشه مويين از ريشه
ليتر محيط کشت مايع بيست ميلي ليتری حاویصد ميلي

های کشت شده روی شيکر انکوباتور در منتقل شد. نمونه
درجه سانتيگراد قرار داده شدند تا رشد کنند. بعد  24دمای 

و  41اکسيد تيتانيوم )دی ها )کاز محر يکاز يک ماه هر
گرم در ميلي 441و  411گرم در ليتر(، کيتوزان )ميلي 411

گرم در ليتر(، پرولين ميلي 411و  41ليتر(، نيترات نقره )
 2و  4اسيد جيبرليک )گرم در ليتر(، ميلي 411و  241)

گرم در ميلي 2و  4اسيد )استيکگرم در ليتر( و نفتالينميلي
روز از افزودن  2بعد از گذشت  اضافه شدند.ه محيط ليتر( ب
های مويين برداشت شده و با آب مقطر ها ريشهمحرک

های مويين برای خشک شدن درون . ريشهگرديدندشستشو 
 11قرار داده شده و درون آون در دمای  فويل آلومينيومي
گرفتند  ساعت قرار 21گراد به مدت درجه سانتي

(, 2020.et al Perassolo.) 
 

استخراج آلیزارین به عنوان یک آنتراکینون شاخص و 
 گیری مقدار آن اندازه

گرم ريشه مويين خشک شده  4/1از تيمارها، يک برای هر
هاون چيني به پودر تبديل  وزن شد و درذکرشده به روش 

ليتر بافر ميلي 41. پودر ريشه مويين تهيه شده با گرديد
ليتر ميلي 41درصد و  81اتانول  ليترميلي 41استخراج شامل

دقيقه با  44مدت اسيد کلريدريک پنج نرمال، مخلوط شد و به
دور در دقيقه در دمای اتاق سانتريفوژ شد. در  8111دور 

گيری غلظت نهايت، از محلول بدست آمده برای اندازه
آنتراکوئينون با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتری در طول 

(. برای تبديل 1999et al Lee ,ر استفاده شد )نانومت 144موج 
ها به غلظت آنتراکوئينون، ابتدا با ميزان جذب نوری محلول
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های مختلف آليزارين خالص شده از شرکت استفاده از غلظت
Merck منحني استاندارد برای پنج غلظت مختلف آن رسم شد ،

بديل کليه اعداد جذب نوری ت y= ax+ bو با استفاده از معادله 
های يک ماهه بدست آمده از کشت به غلظت شد. از ريشه

 . اس نيز به عنوان شاهد استفاده شدرونبذرهای ای شيشهدرون
 

 نتایج 
 القای ریشه مویین در گیاه روناس

روز پس از تلقيح  42-8های برگ گياه روناس ريزنمونه
ساده  MSبا آگروباکتريوم رايزوژنز، در محيط کشت پايه 

بيوتيک سفوتاکسيم شروع به توليد ريشه مويين نتيحاوی آ
های مويين بدست آمده شروع به رشد کردند و کردند. ريشه

ها دارای بافتي را پوشاندند. اين ريشه ديشته پتری        تقريبا  
های مويين به محيط مايع آنها پس از انتقال ريشهنرم بودند. 

فراوان و افزايش شروع به رشد سريع از طريق انشعابات جانبي 
هفته سوم کل حجم پايان که در طوریهطول انشعابات کردند. ب

 (.2پر کردند )شکل  ،سوم ظروف کشت بودمحيط که يک

های توسعه يافته توسط اين سويه، به رنگ زرد تا ريشه

بودند.  ترای روشن و دارای بافتي نرمزرد مايل به قهوه
ابتدا دارای فنوتيپي  های مويين توسعه يافتههمچنين ريشه

روز  48مانند ريشه معمولي بودند. اما ريشه معمولي پس از 
ها شروع به له شدن نه تنها رشدی نکردند، بلکه بافت ريشه

 کردند.

 
 های مویینمولکولی تراریختگی ریشهیید أت

اگرچه رشد سريع با توليد انشعابات فراوان در محيط 
ويين مورد مطالعه های مکشت فاقد هورمون، معرف ريشه

روش  بابررسي ماهيت تراريخته توسط آنها  ،بود. با اين حال
PCR ای از ژن برای تکثير قطعهrolA  با استفاده از دو جفت

(. با توجه به نتايج به 4آغازگر اختصاصي انجام شد )شکل 
که به تصادف از بين  های ريشه موييندست آمده، نمونه

بودند با نمونه پلاسميد )شاهد های مويين انتخاب شده ريشه
جفت بازی را  111مثبت(، يک نوار مورد انتظار در ناحيه 

نشان داد. در صورتي که در گياه غير تراريخته و در واکنشي 
استفاده شد، به عنوان شاهد منفي  DNAکه از آب به جای 

 هيچ تکثيری مشاهده نشد.و گرفتند 
 

 
ریشه طبیعی گیاه : Cهای مویین تراریخته، ریشه: 1kb ،1-3مارکر مولکولی  :Mروناس؛  تراریختگی محصولیید أت PCRنتایج  -1شکل 

 پلاسمید آگروباکتریوم رایزوژنز: Ag و )غیرتراریخته(
Figure 1. PCR results confirming transgenicity of Rubia tinctorum product; M: molecular marker (1kb), 1-3: transgenic 

hairy roots, C: natural plant root (non-transgenic), and Ag: Agrobacterium rhizogenes plasmid 

400 

bp 
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مختلف ساکارز  هایپایه و غلظت ی اثر غلظت محیطبررس
 توده ریشه مویینبر روی افزایش زیست
محيط و ساکارز بر روی افزايش ثير أتبه منظور مشاهده 

های مويين توليد شده مورد توده ريشه مويين، ريشهزيست

( نشان 4گرفتند. نتايج تجزيه واريانس )جدول  استفاده قرار
محيط کشت پايه و اثر متقابل ساکارز و  هایاثرداد که 

توده ريشه مويين در سطح احتمال ساکارز برای ميزان زيست
 دار شد.معني 14/1

 

 توده ریشه مویین روناسای و ساکارز بر زیستتجزیه واریانس تأثیر محیط پایه کشت درون شیشه -1جدول  

Table 1. ANOVA of basal in vitro culture medium and sucrose effects on Rubia tinctorum hairy roots biomass 
M.S. d.f. S.O.V.  

Hairy roots biomass 

0.46n.s. 1 Medium (M)  
3* 2 Sucrose (S)  
4* 2 M × S  

0.49 12 Experimental error  
 1.2 C.V. (%)  

n.s. and *: non-significant and significant at 5% probability level, respectively. 
 

 
 گرم ساکارز  54حاوی  1/2MSدر محیط کشت رشدکرده روناس  ( فنوتیپ ریشه غیرتراریخت )شاهد(Bو  تراریخته ریشه مویین( A -2شکل 

Figure 2. A) Hairy roots and B) non-transgenic (control) roots phenotype in Rubia tinctorum grown in 1/2MS containing 45 g sucrose 

 

 MSتوده ريشه مويين در محيط نصف توليد زيست

های گرم در ليتر ساکارز نسبت به ديگر محيط 14حاوی 
همچنين ريشه مويين بدست آمده  ،بالاتر بودمورد آزمايش 

تر نسبت به ريشه مويين بقيه از اين محيط دارای بافتي نرم
های کشت توده در محيطها بود. اما افزايش زيستمحيط
گرم در ليتر ساکارز و در محيط  01و  14حاوی  MSپايه 

گرم در ليتر ساکارز افزايش  31شامل   ½MSکشت پايه 

سط و نزديکي را نسبت به همديگر از خود توده متوزيست
گرم  31حاوی  MSهای کشت پايه در محيط .نشان دادند

گرم در ليتر ساکارز  01حاوی  MSدر ليتر ساکارز و نصف 
توده ريشه توده ريشه کمتری بود اما افزايش زيستزيست

همچنين دارای بافتي  ،طبيعي گياه چندان قابل توجه نبود
 (. 3ها بود )شکل ت به بقيه کشتتر نسبخشک و تيره

B 
A 
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  روناس توده ریشه مویینساکارز بر زیست × ایکشت درون شیشه محیط پایهاثر متقابل میانگین مقایسه  -3شکل 

Figure 3. Means comparison of basal in vitro culture medium × sucrose interaction on Rubia tinctorum hairy roots biomass 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 
 شهیر نونیآنتراک یامحتو شیافزا بر مختلف یهامحرک اثر
 نییمو

های مختلف بر ميزان توليد محرکتأثير به منظور مشاهده 
آنتراکينون آزمايش دوم با انتخاب بهترين تيمارهای حاصل از 

های کيتوزان، محرک ،. برای اين منظورانجام شدآزمايش اول 

هريک نيترات نقره، جيبرليک اسيد، نفتالين استيک اسيد و پرولين 
غلظت متفاوت استفاده شد. نتايج تجزيه واريانس تيمارهای  2با 
ها نشان داد که اثر تيمار در تلف برای ميزان آليزارين ريشهمخ

دار معني 14/1ميزان ماده ثانويه گياه )آليزارين( در سطح احتمال 
 شد.

 

 هاای و ساکارز بر میزان آلیزارین ریشهتجزیه واریانس تأثیر محیط پایه کشت درون شیشه -2جدول 
culture medium and sucrose effects on the amount of alizarin in the roots in vitroTable 2. ANOVA of basal  

Mean Square Df Source 

2.013** 13 Treatment 

   

0.199** 28 Error 

 2.56 % Coefficient of variation 
 **Significance at the 1% probability level 

 

گرم در ميلي 241انباشت ماده ثانويه آليزارين در محيط حاوی 
ها و شاهد ليتر پرولين افزايش چشمگيری نسبت به بقيه محرک

)ريشه مويين بدون اليسيتور( از خود نشان داد و به دنبال آن 
های تاريکي و دی اکسيد تيتانيوم هم با اندک تفاوتي محرک
 41های بالاتری از اين ماده را نشان دادند و اليسيتورانباشت 

گرم در ليتر جيبرليک اسيد، ميلي 2 گرم در ليتر نيترات نقره،ميلي

گرم در ليتر ميلي 411گرم در ليتر دی اکسيد تيتانيوم، ميلي 411
گرم در ليتر ميلي 411گرم در ليتر کيتوزان، ميلي 411پرولين، 

گرم در ليتر ميلي 4گرم در ليتر کيتوزان و ميلي 441نيترات نقره، 
های بعدی قرار داشتند. اما در اين جيبرليک اسيد به ترتيب در رده

های نفتالين استيک اسيد در دو سطوح مختلف تفاوت ميان محرک
   قابل توجهي در توليد اليزارين نسبت به شاهد از خود نشان ندادند.
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 های مختلف های مختلف از محرکمقایسه میانگین ماده ثانویه )آلیزارین(، تحت تیمار -5شکل 

 دار در بین تیمارهاست.دهنده عدم اختلاف معنیحروف مشابه نشان
Figure 4. Comparison of the average secondary substance (alizarin), under different treatments of different elicitors. Similar 

letters indicate no significant difference between treatments.  
 

 بحث
 2مويين به های ريشه در حالت کلي ميزان رشد کشت

گيری پارامتر فيزيولوژيکي گسترش خطي نوک ريشه و شکل
های جانبي بستگي دارد. بنابراين منحني رشد نمايي ريشه

شود و به کوتاه مشخص ميخيری أتهای مويين با فاز ريشه
 & Mishra) يابدتوده افزايش ميدنبال آن نمايي از زيست

, 2008Ranjan .) همچنين محيط رشد در القای ريشه مويين
B5 ( Vaediهای کم نمک مانند داری دارد. محيطمعنيثير أت

., 2020et al) در رشد ريشه مويين بعضي گياهان حائز ،
 اهميت است. 

ميزان ساکارز محيط کشت بر رشد و عملکرد کل 
 et alCui ,.گذارد )داری ميتوده ريشه اثر معنيزيست

 هایسلول منبع مويين هایريشه در اينکه به جهتو (. با2010
است. چنين الگوی رشد باعث حفظ  يشهدر نوک ر يدجد

شود. در اين ميان توده در سطح بهينه ميتجمع مداوم زيست
صورت هصورت جداگانه يا بهب هایاستفاده از کربوهيدرات

که سطح کربن موجود در آن ثابت نگه  ترکيبي در حالي
توده و عملکرد آن منجر به افزايش توليد زيستداشته شود 

براساس آزمايشي  (.Praveen & Murthy, 2012) شودمي
به  Polygonum multiflorum Thunbکه بر روی گياه 

توده ريشه مويين منظور بررسي افزايش آنتراکينون و زيست
انجام شد بيشترين تجمع زيست توده در محيط کشت پايه 

MS  م بر ليتر ساکارز بدست آمد که نتايج ما گر 31به همراه
در ريشه گياه روناس بر خلاف نتايج بدست آمده از آن 

ر ديگر . د( 2014et al.Thiruvengadam ,) آزمايش بود
به  Withania somnifera تحقيق بعمل آمده روی گياه

توده منظور بررسي افزايش متابوليت ثانويه و افزايش زيست
 4ايج بدست آمده نشان داد که ساکارز نت ،ريشه مويين گياه

 2درصد برای بيشترين توليد متابوليت ثانويه و ساکارز 
توده مناسب بود مقدار زيست ليد بيشتريندرصد برای تو

(., 2013et alSivanandhan .)  تواند به مي موضوعاين
های مختلف به حضور منبع غذايي پاسخ متفاوت گونه دليل
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 وليد باشد. بيروني برای رشد و ت
توده بيشترين ميزان زيست Plumbago indicaدر گياه 

درصد ساکارز بدست  4حاوی  MSدر محيط کشت پايه 
که بالاترين ميزان متابوليت ثانويه در محيط  در حالي ،آمد
MS  درصد ساکارز و در شرايط نور حاصل شد 3حاوی 

(2008 .,et alGangopadhyay ) . 
Sivanandhan   گزارش کردند که  (2142همکاران )و

 11درصد بعد از  1محيط کشت پايه با ساکارز  هایترکيب
 Withaniaداری بر تجمع ريشه مويين در گياه روز اثر معني
Somnifera داشت (., 2012et alSivanandhan ) در .
 Catharanthus)روی گياه پروانش  انجام شدهآزمايش 

roseus)  ساکارز، گلوکز، فروکتوز( دراثر منبع کربن مختلف( 
ي شده و نتايج افزايش زيست توده ريشه مويين ارزياب

عنوان بهترين منبع کربن برای هساکارز ب حاصل نشان داد که
. ( ,1992et alJung ,.)توده ريشه بود توليد زيست

Martínez-Vergara ( در پژوهشي که 2124و همکارانش )
 14با  MSB5به اين نتيجه رسيدند که محيط ، انجام دادند

توده ريشه گرم در ليتر ساکارز، بيشترين تجمع را در زيست
Vergara-داشت ) Lepechinia caulescensمويين 

, 2021et alMartínez .) 
گياه  که  LOcimum basilicumگياه نتايج تحقيقات در 

انويه های ثای از متابوليتدارويي ارزشمند با طيف گسترده
درصد ساکارز  2 محيط تکميل شده با نشان داد که ،باشدمي

درصد ساکارز در  4و  1، 3نتايج بهتری نسبت به استفاده از 
 (.Karataş, 2023)های مويي داشت توليد ريشه

های ريشه مويين يک طورکلي ثبات ژنتيکي کشتهب
مزيت عمده برای توليد ترکيبات ثانويه خاص ريشه است 

(., 2017al etRoychowdhury رشد سريع ريشه .) های
باشد و از رشد نظير ميمويين از نظر پايداری ژنتيکي بي

عنوان منبع مداوم برای توليد هبتوان سريع آنها مي
 et alPirian ,.) های ثانويه با ارزش استفاده کردمتابوليت

2012).  
از ها يکي های ثانويه توسط محرکافزايش متابوليت

کاربرد تجاری پيدا کرده    ا اخيراست که هايي راهبردمعدود 

بيولوژيکي و  أمنشبا  هاييترکيب هااست. محرک
های بيولوژيکي هستند که وقتي در تماس با سلولغير

ها، گيرند باعث افزايش توليد رنگدانهگياهان عالي قرار مي
دفاع ها و ساير ترکيبات مرتبط با ها، فيتوالکسينفلاون
 (. et alAbeed.2021 ,) شوندمي

ترکيب نامناسب محيط کشت و محرک و غلظت  
تواند باعث توليد ناکارآمد ترکيبات نامناسب محرک مي

در  (PP) مسير فنيل پروپانوئيد ،عنوان مثالهب ،ثانويه شود
توسط  Vanilla planifoliaهای وانيلا پلانيفوليا کشت

در  (.& Brodelius, 1992 Funk) عصاره مخمر القا نشد
مارين در گياه خارمريم از دو تحريک سيلي برایآزمايشي 

ترکيب عصاره مخمر و متيل جاسمونات استفاده شد. نتايج 
قرار ثير أتاين تحقيق نشان داد که متابوليک خارمريم تحت 

مارين در کشت گرفت و باعث افزايش توليد سيلي
 (.si, 2007Santis & Moreسوسپانسيون سلولي شد )

  Calendula officinalis بر روی مطالعه ديگریدر 

.Lروزه به مدت  4های های مختلف بر روی کشتاثر محرک
در محيط کشت  و نتايج نشان داد که شدساعت بررسي  21

متيل جاسمونات، محتوای  ترگرم در ليميلي 411حاوی 
( به حداکثر خود رسيد. کيتوزان OAسلولي اولنيک اسيد )

 غلضت با مخمر برابری اين ماده و عصاره 4باعث افزايش 
داری با شاهد را از خود تفاوت معني ليتر در گرمميلي 211

موجب افزايش  Trichoderma virideنشان نداد و قارچ 
 et alWiktorowska ,.) برابری محتوای اين ماده شد 8/4

2010.) Kahila ( 2148و همکاران) م اثر دی اکسيد تيتانيو
lack Bدر دو سطح مختلف بر روی توليد تيموکينون در گياه 

Cumin 411دادند و مشاهده کردند که  را مورد بررسي قرار 
گرم ميلي 41گرم در ليتر دی اکسيد تيتانيوم نسبت به ميلي

در ليتر از اين ماده افزايش بيشتری از ماده ثانويه را به دنبال 
 . ( 2018et alKahila ,.) داشت
نوع ترکيبات زيستي و غير زيستي محيطي هم بته ال
 باشد.ثر ؤمتواند بر روی افزايش متابوليت ثانويه گياهي مي

که نوع ترکيبات زيستي و غيرزيستي مورد  شدهگزارش 
 Psoraleaگياه ثره ؤمداری بر افزايش ماده استفاده اثر معني
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Lcorylifolia  داشت (Ahmed & Baig, 2014.) 
Aspergillus , Penicillium notatum) قارچيهای محرک

niger)ی مختلف بر ها، عصاره مخمر و کيتوزان با غلظت
ايش چند برابری را نسبت به شاهد تجمع ماده ثانويه افز
niger Aspergillus ,)های قارچي داشت. از بين محرک

Rhizopus oryzae) و باکتريايي (, Bacillus subtilis

aeruginosa Pseudomonas)،  عصاره مخمر و کيتوزان
  LPlumbago rosea.برای انباشت متابوليت ثانويه در گياه 

د يتولبرابری در  4های تيمار شده با کيتوزان، افزايش سلول
های مخمر و قارچي هم ماده ثانويه اسکوپولامين و محرک

برابری را نسبت به شاهد از خود نشان دادند  2افزايش 
(., 2005et alKomaraiah .)  

روی کشت سلولي گياه  انجام شدهدر تحقيق 
Brugmansia candida ،ضافه کردن اسيد سالسيليک بها 

برابری در توليد  42-2محيط کشت باعث افزايش 
باعث  3AgNOهای اسکوپولامين و هيوسيامين و آلکالوئيد
برابر هر دو  8-4برابری اسکوپولامين و افزايش  3افزايش 

برابری هر دو آلکالوئيد و  3آلکالوئيد، عصاره مخمر افزايش 
کمتری ثير أت 2CaClبرابری اسکوپولامين شد ولي  4افزايش 

هر  21-3باعث افزايش  2CdClدر تجمع هر دو آلکالوئيد و 
 (.2000et alz Alvare-Pitta ,.) را موجب شد دو آلکالوئيد

 

Santos-Silva ( در پژوهشي که روی 2123و همکاران )
Lippia alba  انجام دادند، مشاهده کردند که کاربرد

مول ميلي 1مول متيل جاسمونات و ميلي 2ويژه ها بهمحرک
و  يکيولوژيزيف یهاپاسخ ليتعد ظرفيت اسيد سالسيليک،

مانند  يخاص یهامولکول ديو تول هيثانو سميمتابول کيتحر
را دارد  دهايپروپانوئ ليها و فنترپنيسسکوئ، هامونوترپن

(, 2023et al.Santos -Silva.) 

های موئين توسط هدف از اين مطالعه، القای ريشه
های مختلف باکتری اگروباکتريوم رايزوژنز و بررسي سويه

ی ادر عملکرد ريشه و اثر نوع محرک بر محتوثر ؤمعوامل 
های حاصل از اين داده آنتراکينون ريشه مويين روناس بود.

توده ريشه مويين در محيط نصف تحقيق نشان داد زيست
MS  گرم در ليتر ساکارز نسبت به ديگر  14حاوی

های مورد آزمايش بالاتر بود. انباشت ماده ثانويه در محيط
گرم در ليتر افزايش ميلي 241محيط حاوی محرک پرولين 

ها و شاهد )ريشه مويين ی نسبت به بقيه محرکچشمگير
های بدون محرک( از خود نشان داد و به دنبال آن محرک

تاريکي و دی اکسيد تيتانيوم هم با اندک تفاوتي انباشت 
 بالاتری از اين ماده را نشان دادند. 
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