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چکیده
Agrobacterium(رایزوژنزگروباکتریوماباکتريلهیوسبهشدهالقاءنییموهاي ریشه rhizogenes(ادیزدیتولوي داریپاعلتبه

شدهتولیدي هامتابولیتمیزانوباشندمیهیثانوي هامتابولیتدیتولي برامناسبی بافتهورمون،ازي عارکشتطیشرادرها ریشه
A13،15834شاملرایزوژنزآگروباکتریوممختلفيهاتأثیر سویهابتداتحقیق،این درگیرد.بقرارباکتريسویهتأثیر تحتدتوانمی

Echinacea purpurea(سرخارگلگیاهموئینيهاریشهالقايدرصدبرA4و (L.) Moench. (هیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونهدر
يهاریشهبامقایسهدرشدهتشکیلمویینيهاریشهکلساکارید پلیوفنلمیزاندیگرآزمایشیدرسپسگرفت.قراربررسیمورد

تأثیر باکترييهاسویهازيدارمعنیطوربهموئینيهاریشهالقايدرصدکهدادنشاننتایج.شدگیرياندازه(شاهد)غیرتراریخته
درصدصفرو60،40ترتیببهA4وA13،15834يهاسویهباتلقیحاثردرسرخارگلگیاههايبرگدرکهطوريبه،استپذیرفته

يهاریشهدرکلفنلمقداربیشترینشد.مشاهدهمویینيهاریشهالقايدرصد70و85،45ترتیببههیپوکوتیليهاریزنمونهدرو
A13و15834يهاسویهتوسطالقاءاثردرموئینيهاریشهساکاریديپلیمحتوايچنینهمشد.مشاهدهA4سویهازحاصلموئین

درصدبرتحقیقایندرشدهمشاهدههايتفاوتبنابراین .یافتکاهششاهدنمونهبهنسبتA4سویهتوسطالقاءاثردروافزایش
انتقالدررایزوژنزاگروباتریوممختلفيهاسویهمتفاوتتواناییدلیلبهدتوانمیثانویههايترکیبمقدارومویینيهاریشهالقاي

T-DNAباشد.گیاهيهاسلولبه

Echinacea purpurea(سرخارگلکلیدي:هايواژه (L.) Moench.(،تراریخته،ثانویهيهامتابولیتموئین،ریشه.

مقدمه
Echinacea(سرخارگلداروییاهیگ purpurea (L.)

Moench.(تیرهازAsteraceaeموردربازیدازکهاست
مهمترین.استداشتهکاربردیسنتطبدروبودهتوجه

فلاونوئیدها،شاملگیاهاینبیولوژیکیفعالهايترکیب
وفنلیهايترکیبآلکامیدها،ها،استیلنپلیاسانس،
واکیناکوزیداکیناسئین،ماننديساکاریدپلیهايترکیب

بدن،دفاعیسیستممحركرخارگلس.هستنداکینولون
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هايعفونتوضدمیکروبضدسرطان،ضدالتهاب،
است.ضدویروسوتنفسیدستگاههايضدعفونتمعمولی،

ضعیفهايسرماخوردگیدرمانوپیشگیريبراي گیاهاین
Manayi(باشدمیمناسبآنفولانزاومتوسطتا et al.,

ترانسفورماسیوننتیجهموئینيهاریشهالقاي.)2015
طریقازکهاستاگروباکتریوم رایزوژنز باکتريژنتیکی

وrolهايژنحاويباکتريRiپلاسمیدT-DNAانتقال
auxباشدمیگیاهبه)Sharifi et al., نظربهبنابراین .)2014
واکسینبهحساسیتافزایشباrolBژنکهرسدمی
درنیاکسوسنتزیبطریقازaux2وaux1هايژن

تشکیلواکسینپاسخالقايسببشدهتراریختيهاسلول
Majumdar(شوند میمویینيهاریشه et al., 2011(.

اگروباکتریومتوسطتراریختیاثردردهدمینشانمطالعات
افزایشآزادهايرادیکالمیزانمویینيهاریشهایجادو

ی دانیاکسیآنتخواصدلیلبهی فنلهايبیترکویابدمی
حذفدررای مهمنقشیاهیگهايبیترکازجمله

شوند میافزایشو موجب دارندآزادهايرادیکال
)Cheynier et al., ازحاصلمویینهايریشه.)2013

پایداريسریع،رشددارايرایزوژنزآگروباکتریومتلقیح
اغلبوبودهپذیريانتقالوبیوشیمیاییوفیزیولوژیکی

البته گیاهیست.يهاسلولکشتازترسریعآنهارشدمیزان
تولیددرنویدبخشمنبعیتراریخت،موئینيهاریشهسیستم

بالاداروییارزشباداروییگیاهاندرثانویهيهامتابولیت
Aarrouf(باشندمی et al., 2012(.

هاییبیترکدستهنیمهمترازیکییفنلهايبیترک
است.شدهاثباتآنهایمنیاستمیسمحركاثراتکههستند

کنندمیتولیدراثانویههايترکیباززیاديانواعگیاهان،
باگروهیکفنلیگروههستند.فنلیگروهیکدارايکه

آروماتیکحلقهیکرويکهاستهیدروکسیلیکارکرد
شودمیبنديقهطبفنلیهايترکیبعنوانبهوگیردمیقرار

)Cheynier et al., ازگیاهفنلیهايترکیببیوسنتز.)2013
آنزیمترینمهموشودمیآغازاسیدشیکمیکمسیر

)PAL(لیازآمونیومآلانینفنیل،هاترکیباینبیوسنتزکننده
ودارنداهانیگدریعیوسانتشارینلفهايبیترکاست.

اثرازجملههابیترکنیامتنوعکیولوژیبتیفعال
ازياریبسدرآنهاضدالتهابیوی کروبیمیآنت،یدانیاکسیآنت

داشتنبای فنلهايبیترک.استشدهگزارشهایبررس
یمهمنقشندتوانمییکالیرادیآنتویدانیاکسیآنتتیخاص
انسانیسلامتحفظوییغذامحصولاتينگهداردررا 

Dai(کنند ءفایا & Mumper, ساکاریدهايپلی.)2010
خاصیتدارايسرخارگلگیاهازشدهاستخراج
باعثکهيطوربه،هستندایمنیيهاسلولکنندگیتحریک
Tيهالنفوسیتسلولیایمنیوفاگوسیتوزقدرتافزایش

کهاستمطلباینهدهندنشانجدیدتحقیقات.شوندمی
بهمربوطبدندفاعیسیستمتقویتدرسرخارگلتأثیر

واکیناسنمانندگیاهاینساکاریديپلیهايترکیب
باشدمیآنيآمیدآلکیلهايترکیبواکیناکوزید

)Modarresi & Asadi, 2012.(
مختلفيهاسویهتواناییمطالعهتحقیق،اینازهدف

نیزوموئینيهاریشهتشکیلدررایزوژنزاگروباکتریوم
موئینيهاریشهدرکلساکاریدپلیوفنلمحتوايمقایسه

.باشدمیسرخارگلداروییگیاهدرآمدهدستب

هاروشومواد
آزمایشطرحوتیمارها
آزمایشگاهمحلدرو1394سالدرپژوهشاین

قالبدرونیشابورواحداسلامیآزاددانشگاهبیوتکنولوژي
صورتبهاولآزمایششد.انجامجداگانهآزمایشدو

انجامتکرارچهارباتصادفیکاملاًطرحپایهبرفاکتوریل
سهباباکتريسویهشاملبررسیموردفاکتورهاي.شد

و(برگسطحدوباریزنمونهو)A4 ،A13 ،15834(سطح
القايدرصدبررسیبراي آزمایشاینبود.هیپوکوتیل)

اگروباکتریوممختلفيهاسویهتوسطموئینهايریشه
کاملاًطرحپایهبردیگرآزمایشوشدانجامرایزوژنز
وA13،A4،15834يهاسویه(ماریتچهارباتصادفی

مقدارگیرياندازهبراي تکرارچهارو(شاهد))باکتريبدون
.گردیدانجاميساکاریدپلیمحتوايوکلفنل
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ریزنمونهتهیهوگیاهیمواد
تهیهاصفهانبذرپاکانشرکتازسرخارگلگیاهبذر

یکمدتبه%70اتیلیکالکلدرسرخارگلبذرهايشد.
دقیقه15مدتبه%10سدیمهیپوکلریتمحلولدرودقیقه

شستشواستریلمقطرآببابارسهبعد وشدهضدعفونی
جامدکشتمحیطرويبذرها ضدعفونی،ازپسشدند.داده
MS)Murashige & Skoog, گرفتند.قرار)1962

باکتريباتلقیحبراي هیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونه
گردید.استفاده

باهاریزنمونهتلقیحواگروباکتریوميهاسویهسازيآماده
اگروباکتریوم

.Aباکتريازمطالعهایندر rhizogenes يهـا سـویه
A4اگــروپینتیــپ15834و)Sevon & Oksman-

Caldentey, ــویهو)2002 ــپA13س ــیتی ــوپینمیک م
)Pakdin et al., ــراي )2013 ــیحب ــتفادهتلق ــد.اس ش

حـاوي: LB(مایعLBکشتمحیطدرباکترييهاسویه
،لیتـر درگـرم 10پپتـون ،لیتردرگرمپنجمخمرعصاره
NaCl107،لیتردرگرمPH:(درگـرم میلـی 50حاوي

،A13سـویه اسـتثناي (بـه ریفامپیسـین بیوتیکآنتیلیتر
بـر وکشـت )بیوتیـک آنتیبهسویهاینحساسیتدلیلبه

ــاشــیکرروي ــهدردور110ســرعتب ــهدقیق ــدتب م
دادهقـرار گـراد سـانتی درجه28دمايدروساعت24

OD600=4/0- 5/0گیــريانــدازهورشــدازبعــدشــدند.

چهاردمايدرنتریفیوژسانانومتر)600درنوري(جذب
وشـد انجـام دقیقـه دردور3800وگـراد سـانتی درجه

برايگرفت.قراراستفادهموردتلقیحبراي حاصلرسوب
لیاسـتر طیشـرا تحتیکشتهمروشازکردنختیترار

ــتفاده ــد.اس ــندرش ــدا،روشای ــهابت ــاریزنمون دره
½MSمحـیط لیتـر میلـی 10حـاوي تلقیحسوسپانسیون

ــاکتريرســوبمیکرولیتــر1000مــایع، ــاکتریومب اگروب
القاءکننــــدهمــــادهمیکرومــــولار100ورایزوژنــــز

اینازبعد،شدندورغوطهدقیقه5مدتبهاستوسرینگون
اسـتریل صافیکاغذرويشدهتلقیحيهاریزنمونهمدت

MSمحیطبهوخشک دادهانتقالهورمونفاقدجامد½
نمونهگرفتند.قرارتاریکیدرساعت48مدتبهوشدند
بـا تلقـیح بـدون وشستشواستریلمقطرآببانیزشاهد

ازبعــدروزدوگرفــت.قــرارکشــتمحــیطدربــاکتري
MSتازهمحیطبههاریزنمونهکشتی،هم حـاوي جامد½

حذفبراي سفوتاکسیمبیوتیکآنتیلیتردرگرممیلی500
تـا ايهفتـه دوفواصلدرهاکشتوشدندمنتقلباکتري
ازبعدموئینيهاریشهشدند.واکشتباکتريکاملحذف
شدند.ظاهرروز14تاهفت

موئینيهاریشهمولکولیبررسی
بهطبیعیوموئینهايریشهژنومیDNAاستخراج

,Cullings(شدانجامCTABروش Doyle؛ 1992 &

Doyl, موئینيهاریشهتراریختیییدتأبراي).1987
ژنازايقطعهتکثیرطریقازپلیمرازايزنجیرهواکنش

rolBاختصاصیآغازگرتوالیازمنظوراینبهشد.انجام
شد:استفادهrolBژن

F-rolB: 5᾿ -ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA- 3᾿

R-rolB: 5᾿ -TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3᾿

)Ri(موئینهايریشهکنندهءالقاپلاسمیدازهمچنین
استفادهمثبتکنترلعنوانبهA4سویهآگروباکتریومباکتري
اولیهسازيواسرشتهشاملPCRدماییشرایطگردید.
DNAگرادسانتیدرجه94دردقیقه5مدتبه،

درجه94دردقیقهیکمدتبهالگوDNAسازيواسرشته
مدتبهايرشتهتکDNAبهآغازگراتصال،گرادسانتی

یکآغازگربسطوگرادسانتیدرجه54دردقیقهیک
دردقیقه10نهاییبسطوگرادسانتیدرجه72دردقیقه
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محصولبررسیبرايشد.انجامگرادسانتیدرجه72
مدتبه%1آگاروزژلباافقیالکتروفورزاز،PCRواکنش

گردید.استفادهولت80ثابتولتاژباساعتیک

فنلیهايبیترکاستخراجبراييریگعصارهروش
شداستفادهگرمگیريعصارهروشازگیريعصارهبراي 

)Hajimahdipour et al., گرممیلی10مقدارابتدا.)2009
يهاریشهوموئینيهاریشهشدهخشکپودراز

دوداخلدرودهشوزندقتبه(شاهد)تراریختهغیر
حاصلمخلوطآنگاه شد،یدهیساکاملاً%80متانوللیترمیلی

گرادسانتیدرجه50يدمابايماربندرساعتدومدتبه
درسانتریفیوژساعتدوگذشتازپس.شدگذاشته

مایعوشدانجامدقیقه10مدتبهودقیقهدردور12000
د.شرساندهلیترمیلی2حجمبه%80متانولحلالبارویی

موردکلفنلگیرياندازهبراي آمدهبدستعصارهاین
گرفت.قراراستفاده

کلفنلگیرياندازه
سیوکالتوفولینروشبهکلفنلمقدار

)Hajimahdipour et al., منحنیمبنايبرو)2009
,R2=0.9863(اسیدگالیکاستاندارد y=3.7303+0.0595(
درونعصارهازتریکرولیم400منظوربدینگردید.محاسبه

افزودنازپسوشدختهیرداردربشیآزمالوله
نسبتبهآبباشدهقیرقوکالتویسنیفولمعرفلیترمیلی3
مدتبهگرادیسانتدرجه22ي دمابايماربندر)،1:10(
محلوللیترمیلی3آنبهسپس. شددادهقرارقهیدق5
يدمابايماربندردوباره وافزوده%6میسدکربناتیب

دادهقرارتاریکیدرقهیدق90مدتبهگرادسانتیدرجه22
طولدرنمونهجذبقه،یدق90زمانگذشتازپسشد.
دستگاهتوسطآبشاهدنمونهمقابلدرنانومتر725موج

,+T80(اسپکتروفتومتر PG Instruments, UK(کوتدر
بهنمونهدراستذکربهلازم.شدگیرياندازهيلیترمیلی3

شیآزمالولهدرونمقطرآب،تریکرولیم400عصارهيجا
استاندارديهامحلولازکیهريرومراحلنیا.شدختهیر

یمنحنوشدانجامزیننظرموردي هاغلظتباگالیکاسید
شد.رسمجذببرابردرغلظتونیبراسیکال

کلساکارید پلیگیرياندازه
طولدراسپکتروفتومتروسیلهبهساکارید پلیمحتواي

سولفوریکاسید- فنلروشازاستفادهبانانومتر490موج
)Sheligl, گلوکزاستانداردمنحنیمبنايبرو)1986
)R²= 0.9886, y= 6.9629x-0.0054(درگردید.محاسبه

لیترمیلی15بهگیاهیپودرگرم11/0مقدارابتداروشاین
سپس.شدورتکسثانیه20مدتبهواضافه%80اتانول

بادقیقه10مدتبهمایع،ازجامدفازکردنجدامنظوربه
تبخیرازپس.گردیدسانتریفیوژقهدقیدردور3000سرعت

لیترمیلی40،)گرادسانتیدرجه50دمايباآون(درالکل
منظوربه.شدورتکسآنگاهافزوده،هالولهبهمقطرآب

لیترمیلی5مقداردیگر،هايترکیبواضافیرسوباتحذف
محلولازلیترمیلی7/4ورويسولفات%5محلولاز

انجامورتکسدوبارهواضافهآنبه%3باریومهیدروکسید
دردور3000سرعتبادقیقه10مدتبههانمونه.شد

شناورعصارهازلیترمیلی2مقدار.گردیدسانتریفیوژدقیقه
یکمقدارلولههربه.شدمنتقليلیترمیلی15لولهیکبه

دادهتکانشدتبهفالکونواضافهفنل%5محلوللیترمیلی
همینباشاهدعنوانبهنیزتیوبیککند.کفتاشد

اسیدسولفوریکلیترمیلی5مقدار.گردیدآمادهمحتویات
دلیلبه، آنگاهشدافزودههانمونهازیکهرداخلبه98%

.کردپیداتغییرنارنجیرنگسمتبهنمونهرنگقندوجود
بهمایلايقهوهرنگتثبیتباودقیقه45گذشتازپس
طولدراسپکتروفتومتردستگاهبانورجذبمیزانزرد،
گردید.قرائتمترنانو490موج

آماريو تحلیلتجزیه
SASافزارنرمازاستفادهباهادادهيآمارلیتحلوهیتجز

سهیمقا.گردیدانجامExcelافزارنرمتوسطنمودارهارسمو
دارمعنیتفاوتحداقلآزمونازاستفادهباهادادهنیانگیم
)LSD (شد.انجام%5سطحرد
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نتایج
موئینریشهالقايمیزاندرریزنمونهوباکتريسویهانواعتأثیر 

رایزوژنزاگروباکتریومزاییبیماريقدرتمطالعهایندر
موئینریشهتشکیلزمان(نترانسفورماسیوکاراییتوسط

تشکیلدرصدو)باکتريباتلقیحازبعدروزتعدادبراساس
تعیینهیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونهدرمویینيهاریشه

مطالعهمورديهاسویهبینازدادنشاننتایج.گردید
وهیپوکوتیلریزنمونهدرA13وA4،15834يهاسویه
القايبهموفقبرگریزنمونهدرA13و15834يهاسویه
هیپوکوتیل،يهاریزنمونهدر).1(شکلشدندموئینریشه
بعدروز15تا10برگیيهاریزنمونهدروروز10تاهفت

غلظتباسفوتاکسیمبیوتیکآنتیباشستشووکشتیهماز

بهیافتهانتقالوباکتري)حذفبراي (لیتردرگرممیلی500
ایندرشدند.ظاهرموئینيهاریشههورمونفاقدمحیط

انواعدرترانسفورماسیونکاراییکهشدمشاهدهبررسی
متفاوترایزوژنزاگروباکتریوممختلفيهاسویهوریزنمونه

باشدهتلقیحهیپوکوتیلریزنمونهدرکهيطوربه،باشدمی
ظاهرمویینيهاریشه،کشتیهمازبعدروزهفت،A4سویه
ترسریعسویهایندرترانسفورماسیونکاراییرو از این.شدند

بایافتهتلقیحبرگیيهاریزنمونهدربود.ها سویهسایراز
ازبعدروز15و10ترتیببه،15834وA13يهاسویه

برگیيهاریزنمونهدرشدند.مشاهدهموئینيهاریشهتلقیح،
بعدونشدمشاهدهايریشههیچنیزA4سویهبایافتهتلقیح

شدند.ايقهوههاریزنمونهماهیکگذشتاز

سرخارگلگیاههیپوکوتیلوبرگریزنمونهدرموئینيهاریشهتشکیل-1شکل
؛برگریزنمونهدرA13سویهباتلقیحازحاصلموئینيهاریشهب)؛)(شاهدتلقیحعدمالف)

؛مایعکشتمحیطدرموئینيهاریشهرشدد)؛ هیپوکوتیلریزنمونهدرA13سویهباتلقیحازحاصلموئینيهاریشهج)
تلقیحازبعدروز24استرئومیکروسکوپبامویینيهاریشهازشدهتهیهتصاویره)

ه
ج

و د
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کهدادنشانهادادهواریانستجزیهازحاصلنتایج
اگروباکتریوم باکتريمختلفيهاسویهبینکنشبرهم

درصدبرهیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونهانواعورایزوژنز 
.)1(جدولبوددارمعنی%1سطحدرموئینریشه تشکیل
A13سویهکهدادنشان)2(شکلهادادهمیانگینمقایسه

ریشهتشکیلدرصدبالاترینهیپوکوتیل،ریزنمونهدر
ترکیببايدارمعنیاختلافوداردرا)%85(موئین

داد.نشان)%60(برگریزنمونهوA13سویهتیماري
ترتیببه15834وA4هايسویهباتلقیحاثردرهمچنین

شد.تولیدهیپوکوتیلریزنمونهدرموئینریشه%45و70%
تیماريترکیبازموئینریشهالقايدرصدمیزانکمترین

بینآمد.بدست(صفر)برگریزنمونهوA4سویه
15834سویهباشدهتلقیحهیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونه

نداشت.وجوديدارمعنیاختلافآمارينظراز

موئینریشهتشکیلبرریزنمونهنوعوباکتريسویهمیانگینمقایسه-2شکل

گیاهیریزنمونهنوعورایزوژنزآگروباکتریوميهاسویهمختلفسطوحتأثیر تحتموئینریشهالقاءدرصدمربعاتمیانگین-1جدول

درجهتغییرمنابع
آزادي

مربعاتمیانگین
موئینریشهالقاءدرصد

31/0**2باکتريسویه
66/0**1ریزنمونه

22/0**2باکتريسویه×ریزنمونه
15004/0خطا

64/12تغییراتضریب
ns،*باشد.می%1و%5سطحدردارمعنیودارغیرمعنیترتیببه:**و
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موئینيهاریشهتراریختیماهیتبررسی
PCRروشاز،موئینيهاریشهتراریختیاثباتبراي

آغازگرهايشد.استفادهrolBژنازقسمتیتکثیربراي
اندازهبهايقطعهبینی،پیشطبقrolBژنبرايشدهطراحی

وتراریختهاينمونهدرکهکردندتکثیررابازجفت780
(نمونهمنفیشاهداما،داشتوجودپلاسمیديمثبتشاهد

).3(شکلبودمحلایندرباندفاقدغیرتراریخت)

rolBژناختصاصیآغازگرهايباPCRهايواکنشدر)780bp(انتظارمورداندازهبرمنطبقDNAقطعهتکثیر-3شکل

سرخارگلموئینيهاریشهژنومیDNAرويرایزوژنزاگروباکتریوم
،A4سویهازحاصلموئینریشهDNAازشدهتکثیرقطعه:4و3طبیعی،ریشهDNAازانتظارموردقطعهتکثیرعدم:2کیلوبازي،یکDNAاندازهنشانگر:1

،15834سویهازحاصلموئینریشهDNAازشدهتکثیرقطعه:8وA13،7سویهازحاصلموئینریشهDNAازشدهتکثیرقطعه:6و5
A13سویهرایزوژنزاگروباکتریومباکتريDNAازشدهتکثیرقطعه:9

کلساکارید پلیوفنلمحتواي
کلفنلمیزانکهدادنشانهادادهواریانستجزیهنتایج

طبیعی)(ریشهشاهدنمونهبهنسبتموئینيهاریشهدر
يهاریشهالقايبراي شدهاستفادهباکتريسویهبراساس
مقایسه).2جدول(استدارمعنی%1سطحدرموئین،

فنلمیزانبیشترینکهدادنشانتیمارهامیانگین
يهاکشتبهمربوط)خشکوزنگرمدرگرممیلی16/20(
فنلمقدارکمترینوA13سویهازآمدهدستب
هاينمونهبهمربوط)خشکوزنگرمدرگرممیلی58/11(

.)4(شکل بودشاهد

رایزوژنزآگروباکتریوميهاسویهمختلفسطوحتأثیر تحتفنلیهايترکیبمیزانويساکاریدپلیمحتوايمربعاتمیانگین-2جدول

درجهتغییرمنابع
آزادي

مربعاتمیانگین
فنلیهايترکیبمیزانساکاریدپلیمحتواي

068/0**18/0**3باکتريسویه
005/0**007/0**12خطا

36/1429/11تغییراتضریب
ns،*باشد.می%1و%5سطحدردارمعنیودارغیرمعنیترتیببه:**و

2 3 4 5 98761

780 bp
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) LSD(داریمعنتفاوتحداقلآزمونبراساسموئینيهاریشهکلفنلمیزانراتییتغ-4شکل
رایزوژنزاگروباکتریوممختلفيهاسویهيبرا%5يآمارسطحدر

میزانکهدادنشانهادادهواریانستجزیهجدولنتایج
نمونهبامقایسهدرموئینيهاریشهکلساکارید پلیمحتواي

.)2(جدولاستدارمعنی%1سطحدرطبیعی)(ریشهشاهد
میزانبیشترینکهدادنشانتیمارهامیانگینمقایسه

مربوط)خشکوزنگرمبرگرممیلی6/11(هاساکاریدپلی

کهحالیدربود،A13سویهازحاصليهاکشتبه
ساکارید پلیمیزانکمترینA4سویهازحاصليهاکشت

ازحتیکهدادنشانرا)خشکوزنگرمبرگرممیلی05/4(
بودکمتر)خشکوزنگرمبرگرممیلی6/7(شاهدنمونه
).5ل (شک

) LSD(داریمعنتفاوتحداقلآزمونبراساسریشهکلساکارید پلیمحتواي-5شکل
رایزوژنزاگروباکتریوممختلفيهاسویهيبرا%5يآمارسطحدر
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بحث
یکعنوانبهموئینریشهکشتاخیر،هايسالدر
گیاهازجملهداروییگیاهانتوسعهبراي مناسبراهکار
کشتمزایايازجملهاست.شدهانتخابسرخارگلدارویی

برايثانویهيهامتابولیتمقدارافزایش،موئینيهاریشه
آنهابیوشیمیاییوژنتیکیپایداريهمچنینوصنعتیاهداف

عواملبهآگروباکتریومطریقازT-DNAانتقال.باشدمی
فیزیکیعواملگیاهی،ریزنمونهنوعوژنوتیپمانند مختلفی

وباکتريسویهکشتی،همدورهودمامانندشیمیاییو
استوابستهاستوسرینگونمانندرسانپیامهايمولکول

)Zhou et al., اصلیفاکتورهايازیکیرو از این.)2012
شدهاستفادهریزنمونهنوعموئین،يهاریشهالقايدر
هیپوکوتیلوبرگریزنمونهنوعدوآزمایشایندر.باشدمی

شد.استفادهA13وA4،15834باکتريسویهنوعسهو
اثردرهیپوکوتیل،ریزنمونهدرموئینریشهتشکیلرصدد

بینمیانگینطوربهA13وA4،15834سویهسهباتلقیح
درموئینریشهالقايدرصدمیانگینوبود45%-85%

.بود%60تاA13،40%و15834سویهدوبابرگریزنمونه
درریزنمونهنوعدوهرکهدهندمینشاننتایجروایناز

آمدهبدستنتایجبهتوجهباهستند.مؤثرموئینریشه القاي
سرخارگلهیپوکوتیلریزنمونهسریعپاسخپژوهش،ایناز
باشد؛عاملچندازناشیدتوانمیرایزوژنزآگروباکتریومبه

ریزنمونهدرزخممحلتلقیحزماندراستممکناینکهاول
باتماسدربیشتر،برگریزنمونهبهنسبتهیپوکوتیل

دلیلبهاستممکندومعاملباشد.گرفتهقرارباکتري
هاریزنمونهقابلیت زیراباشد،فیزیولوژیکیشرایطدرتفاوت

یکمختلفهايبافتدررایزوژنزآگروباکتریومبهپاسخدر
وجوددلیلبههیپوکوتیلریزنمونهدراست.متفاوتگیاه

ایجادزخممحلدرسلولیتقسیماتمریستمی،يهاسلول
بهبرگفعالغیريهاسلول.شودمیآغازترسریعشده
همچنیندارند،نیازسلولیتقسیماتبراي بیشتريزمان

کینازهايوتورژسانسفشارها،هورمونمثلهاییفاکتور
اینتمایزوگسترشدر)CDKs(سیکلینبهوابسته
Ishida(باشندمیگذارتأثیرهاسلول et al., 2011(.

درمختلفيهاسویهتواناییکهشدهیدتأیمطالعهایندر
يهاسویهبینازاست.متفاوتگیاهیسلولبهژنانتقال

را کاراییبیشترینA13سویهآزمایش،ایندرشدهبررسی
درتفاوتاینداشت.موئینيهاریشهتشکیلدر

درگرفتهقرارپلاسمیدهايبهشناسی،ریختوزاییبیماري
Ooi(استمرتبطباکترييهاسویه et al., چنینهم.)2013
T-DNAهايژنمتفاوتبیانها،تفاوتایندیگردلیل

واردT-DNAمتعددهايکپیتعدادتراریخته،يهاریشه
باشدمیگیاهژنومبهT-DNAورودمحلاثراتوشده

)Akramian et al., باموئینریشهتولیددرموفقیت.)2008
داروییگیاهاندررایزوژنزاگروباکتریومA13سویه

يهاریزنمونهنمونه،عنوانبهاست.شدهگزارشمتعددي
سویهبازمینیبادامجنینیمحورازشدهگرفتهکوتیلاپی

A13کردندایجادراموئینيهاریشه)Geng et al.,

)2013(همکارانوKabirnatajمطالعهدر.)2012
انتقالدررا کاراییبالاترینA13سویهکهشدمشخص

T-DNAتحقیقدردارد.کاسنیگیاهبهOoiهمکارانو
رایزوژنزاگروباکتریومA4وA13يهاسویه)2013(

تاجریزيگیاهدرراموئینيهاریشهالقايدرصدبالاترین
)Solanum mammosum(60/10و%13/8باترتیببه%

دادند.نشان
طبیعیيهاریشهبینشناسی،ریختهايویژگیلحاظاز

طبیعیيهاریشه.داشتوجودتفاوتموئینيهاریشهو
دربودند،)Geotropic(گراییزمینرشدالگوييادار

وسریعرشدفراوان،هاي انشعابموئینيهاریشهکهحالی
دادندنشانرا)Plagiotropic(گراییزمینعدمرشدپاسخ

آمیلوپلاستفقداندلیلبهگرازمینعدمرشداستممکنکه
باشد.موئینيهاریشهاينشاستههايدانهدر

کردهعملثقلیحسگرعنوانبهریشهنوكهايآمیلوپلاست
Zheng(کنندمیهدایتپایینسمتبهراریشهرشدو et

al., 2015.(
تولیدبراي موئیني هاریشهکشتاخیر،هايسالطی

کمکهامتابولیتبیوسنتزمسیرمطالعهوثانویهيهامتابولیت
بیوسنتززمینهدرتحقیقاتتقویتوبهبودبهتوجهیقابل
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این ازآمدهبدستنتایجاست.کردهثانویهيهامتابولیت
درفنلیهايترکیبکهدارداینازحکایتنیزمطالعه
يدارمعنیافزایششاهدنمونهبهنسبتموئینيهاریشه

وKabirnatajتوسطشده انجامهايبررسیدرداشت.
کاسنیموئینيهاریشههايکلونبیندر)2013(همکاران

هايترکیبمقداراگروباکتریوم،مختلفيهاسویهازحاصل
راتفاوتایندلیلدادند.نشانيدارمعنیتغییراتفنلی
يباکترT-DNAازمتفاوتیمقادیرحضورعلتبهتوانمی
متفاوتبیانیاوکلونهراولیهتراریختهيهاسلولدر
مختلفيهاکلونيهاسلولدريباکترT-DNAهايژن

ورودمکانویکپتعداددرتیقطععدمبهباتوجه.دانست
T-DNAباآنهاکنشبرهمنیهمچنوزبانیماهیگژنومبه

يالگوهااغلبشدهجادیانیموئهايریشهاطراف،يهاژن
از.دهندیمنشانهیثانويهامتابولیتتجمعازرا یمتفاوت
درآنهاعملکردفنلی،هايترکیبتیاهملیدلانیمهمتر
وجراحتمانندهاییتنش.باشدمییدفاعيهاسمیمکان

یفنلهايبیترکوسنتزیبشیافزاسببیکروبیمیآلودگ
درییسزابهی تأثیرطیمحيفاکتورهانیبنابرا،شودمی

Cheynier(دارندهافنليمحتوا et al., نیهمچن.)2013
وزخماثردرزین)PAL(ازیالیآموننیآلانلیفنمیآنزانیب

یفنلمحصولاتبیوسنتزبهمنجروافتهیشیافزاجراحت
منظوربهومیآگروباکترازاستفادهکهآنجااز.شودمیيشتریب

ینوععنوانبهدتوانمیخودنیموئشهیرجادیاوحیتلق
بااهیگکهرسدیمنظربهکند،عملاهیگيبراپاتوژنعامل
يباکتربامقابلهبهاقدامخودیدفاعستمیسيریبکارگ

دررود.یمبالاشدهدیتولفنلریمقادآنیدرپوکندیم
مقدار)،2010(همکارانوLeeتوسطشدهانجاممطالعه

Ocimum(حانیرتهیواردوساقهوبرگدرکلفنل

basilicum(شاملSweet basilوThai basilدهیسنج
Sweetدرکلفنلمقدار.شد basil،23/5گرمبرگرممیلی

دروساقهتروزنگرمبرگرممیلی44/2وبرگتروزن
Thai basil،05/6وبرگتروزنگرمبرگرممیلی

نتایجبراساس.بودساقهتروزنگرمبرگرممیلی31/2

درکلساکارید پلیمحتوايتحقیق،اینازآمدهبدست
15834وA13يهاسویهتوسطشدهالقاءيهاریشه

A4سویهازحاصليهاکشتدرهاترکیباینوافزایش

يهاریشهکشتپایداريتثبیتموجود،نتایج.یافتندکاهش
يهامتابولیتتولیدنیزورشدسرعتافزایشباموئین
دادند.نشانگیاهایندررا ثانویه

ايگستردهطیفوجودوتراریختهيهاریشهپایداررشد
کافئیک،اسیدمشتقاتازجملهمهمثانویهتولیداتاز

کشتکهاستاینبیانگرآلکامیدهاو فنلیهايترکیب
یکعنوانبهرا شگرفیقابلیت سرخارگل،موئینيهاریشه

منبعیندتوانمیها ریشهایندارند.مناسبتولیديسیستم
شرایطتحتهامتابولیتمتوازنوپایدارتولیددرنویدبخش

ژنتیکیوبیوسنتزيتواناییاینکهبدونباشند،شدهکنترل
Samadi(دهندبدستازراخود et al., همچنین.)2012
مهندسیدرانتخاببهترینآنهاکهبیان کردتوانمی

وتجمعافزایشدرثانویهيهامتابولیتمسیرهايمتابولیک
Setamam(بودخواهندبالاارزشبايهامتابولیتترشح et

al., ثانویهيهامتابولیتکهگیاهانیمورددرحتی).2014
هايریشهکشتدرشوندمیانباشتههواییبخشدرآنها

استشدهدیدههامتابولیتتجمعنیزگیاهاناینموئین
)Chattopadhyay et al., 2011(.

توان گفت کهمیمطالعهایندرکلی گیرينتیجهعنوان به
تولیدبهموفقشدهاستفادههیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونه

وA13،A4سویهسهتلقیحنتایجشدند.موئینریشه
فراوانیوموئینيهاریشهتعدادبرریزنمونهانواعو15834
ایندرآمدهبدستيهادادهشد.دارمعنیها ریشهتشکیل
دررا کلساکارید پلیوفنلمیزانافزایشنیزمطالعه
تأییدغیرتراریختهاينمونهبهنسبتتراریختيهاریشه

کهکرد استنباطتوانمیپژوهشایننتایجازکند.می
بیوسنتزدررایزوژنزآگروباکتریومباکتريمختلفيهاسویه

باتوانمیبنابراین.باشندمیگذارتأثیرثانویهيهامتابولیت
يهاکشتدرراهاترکیباینتولیدمناسبسویهانتخاب

.دادافزایشموئینریشه
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سپاسگزاري
اسلامیآزاددانشگاهمسئولان محترم ازوسیلهبدین
پژوهشاینانجامبرايرالازمامکاناتتمامیکهنیشابور

.شودمیسپاسگزاريصمیمانه،کردندفراهم
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The influence of different strains of Agrobacterium on hairy root induction and the
content of total phenolics and polysaccharides in medicinal plant

Echinacea purpurea (L.) moench.
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Abstract
The hairy roots induced by Agrobacterium rhizogenes due to the stability and mass production

in hormone free culture provide an appropriate tissue for secondary metabolite production, and
the content of metabolites produced could be affected by bacterial strain. In the current study,
the effect of different strains of A. rhizogenes including A4, A13 and 15834 on the percentage
of hairy root induction of Echinacea purpurea (L.) moench. in the leaf and hypocotyl explants
were studied. In another experiment, total phenolics and polysaccharides content of hairy roots
were measured compared to the control (untransformed) roots. The results showed that the
percentage of hairy root induction was significantly affected by bacterial strains, so that in E.
purpurea leaves incubated by strains A13, 15834 and A4, the hairy root induction was 60%,
40% and 0,  and in hypocotyl explants was 85%, 45% and 70%, respectively. Maximum total
phenolic compounds were observed in A4 strain. As well, in comparison to control, the
polysaccharide content in hairy root induced by strains 15834 and A13 increased and by A4
strain decreased significantly. Differences observed in this study about hairy root induction and
secondary metabolites production could be due to different ability of A. rhizogenes strains in
T-DNA transferring to plant cells.

Keywords: Echinacea purpurea (L.) Moench., hairy root, secondary metabolites, transgenic.


