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  چكيده

  

سرطان آركتين و آركتي  ضدتركيبات  هاي ثانويه مهمي مانند و حاوي متابوليتباباآدم يكي از گياهان دارويي بومي ايران  :مقدمه
يكي از  .ددار ييادزاهميت  هاي ثانويه متابوليتقبيل براي افزايش توليد اين  زيست فناوريهاي  روش استفاده از .باشد ژنين مي

هاي مويين  ريشه يالقاهايي كه امروزه براي افزايش تركيبات دارويي در گياهان دارويي بسيار مورد توجه قرار گرفته است  روش
  . باشد مي

   .دبو در باباآدم هاي مويين به منظور القاي ريشه AR15834استرين  ، Agrobactrium rhizogenesاز باكتري  استفاده :هدف
سازي  به منظور بهينه. آدم براي القاء ريشه هاي مويين استفاده شدهاي كامل بابا هاي برگي و گياهچه از ريزنمونه :ش بررسيرو

 )Ascorbic acid( شامل، اسيد آسكوربيكهاي مختلف  اكسيدان هاي باباآدم، آنتي زنمونهياي شدن ر محيط كشت و جلوگيري از قهوه
(ASC)اسيد سيتريك ، )Citric Acid( (CIT)نوپيروليدوينيل ، پلي )Polyvinylpyrrolidone( (PVP) ل وينئسيست -ا   

)L-Cysteine( )CYS(،  براي تأييد  .در چند غلظت مختلف به محيط كشت افزوده شدندبه تنهايي و يا به صورت تركيب با هم
   .نجام گرفتا rolBبراي ژن  )PCR(اي پلي مراز  هاي مويين، واكنش زنجيره مولكولي ريشه

اكسيدان  آنتي  اكسيداني را داشت هر چند اين ، بهترين اثر آنتي (w/v)درصد 5/0با غلظت  نوپيروليد وينيل پلينتايج نشان داد كه كه  :نتايج
اي  هفته 3تا  2 هاي كامل گياهچهوقتي از . آگروباكتريوم جلوگيري كند  نمونه در مرحله آلودگي با باكتري اي شدن بافت ريز نتوانست از قهوه

   .ظاهر شدند ددرص 5فراواني  هاي مويين با ريشه ،هفته پس از آلودگي دو هاي مويين استفاده شد، راي القاي ريشهب
هاي ما اين اولين گزارش از  طبق بررسي .ودباباآدم القاء نمدر را ريشه هاي مويين   A. rhizogenes اين تحقيق،در  :گيري نتيجه
  . باشد باباآدم ميويين در گياه هاي م ريشه  القاي
 ، اگروباكتريوم رايزوژنزهاي مويين ريشهباباآدم، : واژگان گل

  

176



 يازدهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1391شماره مسلسل چهل و چهارم، پاييز 

 

... هاي مويين القاي ريشه  

 

  مقدمه
ــا ــاه باب ــام گي ــا ن ــي Burdockانگليســي   آدم ب ــام علم   و ن

Arctium lappa L.    گيــاهي اســت از خــانواده كاســني 
)Asteraseae(   باشـد  كه داراي خواص دارويي متعـددي مـي 
اي تركيبات ليگناني فراواني از جملـه آركتـين و   باباآدم دار. ]1[

هـاي   هاي ثانويه داراي فعاليت ژنين است كه اين متابوليت آركتي
و  اكســيدان ســرطان، آنتــي بيولــوژيكي متنــوعي از جملــه ضــد

ژنين كه  آركتي به عنوان نمونه، دي. ]2،3[ باشند ضدميكروبي مي
اكسيد نيتريك در شود، بازدارنده توليد  از بذر گياه استخراج مي

قابل ذكر است كه اكسيد نيتريك راديكـال  . باشد ماكروفاژها مي
بيماري، از جملـه در   فيزيولوژيهاي  آزادي است كه در فرآيند

. ]3[هاي عفوني و تصلب شراين نقش مهمـي دارد   ايجاد شوك
ــرات ضــد   ــا اث ــاني ب ــدين تركيــب ليگن ــين چن ــروس همچن    وي

انـد   گياه شناسايي شـده ، در اين )HIVويروس  بخصوص ضد(
بر روي گياه دارويي بابـاآدم بـه    يتحقيقات بسيار محدود. ]4[

فاده از تبـا اس ـ آن  انويه مهمثهاي  متابوليت توليد منظور افزايش
به  و اكثر مطالعات انجام شده است آوري زيست فنهاي  روش

ــاه و      ــن گي ــل از اي ــاره حاص ــي عص ــواص داروي ــي خ بررس
 پاگليـارلو . اند ها پرداخته درمان بيماري ثير آن برأهاي ت مكانيسم

)Pagliarulo( ــدن ــال  )Hayden( و هي ــتم  2000در س سيس
و  هكار برده را براي باباآدم ب )Aeroponic( كشت ايرو پونيك

ايـن  در عملكـرد بـالايي   بـا  گياه قادر است اين نشان دادند كه 
و همكـاران   )He( همچنين هـي . ]5[ ريشه نمايد توليد سيستم

، پـس از  in vitroمنظور ريزازديـادي ايـن گيـاه در شـرايط     به 
هاي كوتيلدوني، باززايي گياه كامل را  القاي كالوس در ريزنمونه

هـاي   ريشـه . ]6[دست آمده گـزارش كردنـد   ه هاي ب از كالوس
برابـر   و زمـان دو  هايي چون رشـد سـريع   مويين داراي ويژگي

 ي توليـد بـالا  تـوان  ،نتيكـي آسـان  ژ، دسـت ورزي  شدن پايين
ايـن  . باشند بيوراكتور مي رشد درو قابليت  ههاي ثانوي متابوليت
هـاي   ها آنها را به يك منبع دائمي براي توليـد متابوليـت   ويژگي

هاي ثانويه بـا ارزش دارويـي، كـه از     ثانويه مهم مانند متابوليت
  تبـديل كـرده     ، هستند تجاري شدن را داراقابليت نظر اقتصادي 

  

  

هاي مويين به منظور توليد  كشت ريشهه استفاده از امروز.  است
بسـيار    گياهـان دارويـي  هاي ثانويه بـا ارزش از   بيشتر متابوليت

از آنجـايي كـه آركتـين و آركتيـژنين     . ]7[ گسترش يافته اسـت 
رود كه در آينـده   باشند و انتظار مي تركيبات بسيار با اهميتي مي

ه قـرار گيرنـد،   سـرطان مـورد اسـتفاد    به عنـوان داروهـاي ضـد   
سازي سيستم كشتي كه بتواند قابليت توليـد صـنعتي ايـن     بهينه

تركيبات را فراهم نموده و امكان كشت آنها را در بيوراكتورهـا  
  كنون با توجه به اينكه تا. باشد ايجاد كند، بسيار حائز اهميت مي

ين در گياه دارويي بابـاآدم  يهاي مو ريشه گزارشي مبني بر القاي
هايي كه امروزه براي افـزايش   و يكي از روش  شده استه نيارا

تركيبات دارويي در گياهان دارويـي بسـيار مـورد توجـه قـرار      
باشد، هـدف اصـلي    ميهاي مويين  ريشه گرفته است استفاده از

  .بوده است  ها توليد اين ريشه از تحقيق حاضر

  
  ها مواد و روش

  آدمبابا رواستريل كردن و كشت بذ
. دش ـآوري  م از باغ گياهان دارويي همدان جمـع بذور باباآد

  اتـانول   دقيقـه در  1بـه منظـور اسـتريل شـدن بـه مـدت       بذور 
  هيپوكلريــت ســديم  دقيقــه در 12ســپس  و )v/v( درصــد 70
در نهايت سـه بـار در آب مقطـر    . قرار گرفتند )v/v(درصد  2

 و مرطـوب  در كاغذ صافي استريل استريل شستشو داده شده و
   .نددشكشت 

 
  A. rhizogenesتهيه سوسپانسيون باكتري 

، در AR15834  اسـترين  A. rhizogenesكشـت بـاكتري   
گـرم   ميلي 50مايع حاوي  Luria Bertani( LB( محيط كشت

گراد بـه   درجه سانتي 25بيوتيك ريفامپيسين و دماي  آنتيبر ليتر 
غلظت سوسپانسيون باكتريـايي بـه   . ساعت انجام شد 20مدت 

ــتگ ــيله دســ ــدل وســ ــپكتوفتومتري مــ  Lambdaاه اســ

45UV/Visibel در 1تـا   5/0، در جذب نوري بين OD600 

nm  براي آلوده نمودن گياه باباآدم مـورد     اين باكتري. تنظيم شد
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 و همكاران سليماني

 

بيوتكنولـوژي   استرين مزبور از پژوهشكده. استفاده قرار گرفت
  .دشتهيه  ايرانكشاورزي 

  
  آدم باباهاي  سازي محيط كشت براي ريزنمونه بهينه

 10تكـرار و   3اين آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي با 
ريزنمونـه   8 ،)ديـش  هـر پتـري  (در هر تكرار . تيمار انجام شد

درجـه   25 ± 2، در اتاق رشد، در دمـاي  ها و كشت دشكشت 
سـاعت،   48بعـد از  . داده شـدند و در تاريكي قـرار  گراد  سانتي

. روز انجام شد 12ا پي به صورت روزانه تومشاهدات ماكروسك
 اي شــدن هــدف از انجــام ايــن آزمــايش جلــوگيري از قهــوه

و در in vitro آدم در شـرايط كشـت    هـاي گيـاه بابـا    ريزنمونـه 
بـوده اسـت    ]Murashing & Skoog( MS ]8( محيط كشت

هـاي مختلفـي از    غلظـت  ،MSمحيط كشـت   به منظور دينب كه
و  100 (ASC) آسـكوربيك  اسـيد  شـامل  اكسـيداني  آنتي تركيبات

 75و  50 (CIT) ، اسـيد سـيتريك  گـرم بـر كيلـوگرم    ميلي 150
 درصـد  2/0 (PVP) نووينيل پيروليد ، پليگرم بر كيلوگرم ميلي

ــد 5/0و  ــت -ال و (w/v) درصـ  200و  CYS (300(ين ئسيسـ
به تنهايي و يا به صورت تركيـب بـا هـم     ،گرم بر كيلوگرم ميلي

هاي برگـي   ط از ريزنمونهدر اين تحقيق، فق .]9،10[ افزوده شد
اي بـه دسـت    هفته 4تا  3هاي  د كه از گياهچهشباباآدم استفاده 

اي شدن سطح  شاخص مورد بررسي ميزان درصد قهوه. آمده بودند
اي شدن  درصد قهوه 20ها بود كه اين شاخص در سطح  ريزنمونه

اي  درصد سطح آنهـا رنـگ قهـوه    20هايي كه حداقل تا  ريزنمونه(
) اي شده در نظر گرفته شـدند  هاي قهوه ه عنوان ريزنمونهگرفتند، ب
 SAS 9.1افـزار   هـا از نـرم   در تجزيـه آمـاري داده  . دگرديبررسي 

اي دانكن  ها از آزمون چند دامنه استفاده و به منظور مقايسه ميانگين
  .دشاستفاده ) α= درصد 1در سطح احتمال (

  
 ،بـاكتري  طتوس ـهـا   گياهچهها و  ريزنمونهنحوه آلوده كردن 

  هاي مويين ريشه يجهت القا
ها، به ترتيـب از دو   ها و ريزنمونه براي آلوده كردن گياهچه

ســازي در  روش تزريــق بــا ســوزن ســرنگ انســولين و شــناور
   .سوسپانسيون باكتري استفاده شد

تـا   2عدد گياهچه كه  100، به وسيله تزريقسازي  در آلوده
آلـوده   ،طوقـه و ريشـه  در نـواحي سـاقه،   هفته سن داشـتند،   3

هـاي   گياهچه .جايگاه زخمي ايجاد شد 2در هر گياهچه  .شدند
و  PVPدرصـد   5/0، حـاوي  MSجامد  محيط كشتآلوده در 

به عنوان شـاهد،  . دندشكشت متر  سانتي 10 هاي در پتري ديش
تعدادي گياهچه، در نواحي ساقه، طوقه و ريشه، توسط سرنگ 

آلوده و سپس تحت شرايط  ،LBآغشته به محيط بدون باكتري 
  .مساوي كشت و نگهداري شدند

ها در سوسپانسيون بـاكتري،   سازي ريزنمونه در روش شناور
ايـن  . هـايي تهيـه شـد    اي ريزنمونـه  هفته 3تا  2هاي  از گياهچه
، ريشـه و بـرگ بودنـد، بـا     هاي ساقه شامل اندامها كه  ريزنمونه

برش يافته و سپس تر م سانتي 5/0در متر  سانتي 5/0  ابعاد تقريبي
درصـد   5/0حـاوي   MSبه مدت يك هفتـه در محـيط كشـت    

PVP ــيش ــت  پ ــكش ــان،    . دندش ــن زم ــت اي ــس از گذش پ
   كشـتي بـا بـاكتري    كشـت شـده بـراي هـم      هاي پـيش  ريزنمونه

 A. rhizogenes براي آلوده كـردن  . مورد استفاده قرار گرفتند
   ها به  نمونه ها با باكتري، پس از ايجاد زخم در سطوح، ريزنمونه

. دقيقه در سوسپانسيون باكتري قـرار گرفتنـد   20و  10، 5مدت 
  آگــار و  g/L 7، حــاوي MSر محــيط كشــت جامــد ســپس د

كشـت  متـر   سـانتي  10هـاي   و در پتري ديش PVPدرصد  5/0
هـاي شـاهد، تعـدادي ريزنمونـه بـه       بـراي تهيـه نمونـه   . دندش

رفتـه، سـپس   هاي مشابه فوق در آب مقطر استريل قرار گ مدت
  .در شرايط كاملاً مشابه كشت و نگهداري شدند

  در شرايط اتـاق رشـد بـا دمـاي      ها در هر دو روش، كشت
 16:  8 (تـاريكي  : و دوره روشـنايي گـراد   درجه سانتي 25 ± 2

آلـوده  سـاعت بعـد از   چهل و هشت  .نگهداري شدند) ساعت
 MSبـه محـيط كشـت     آنهـا را ، ها و ريزنمونه ها گياهچه شدن

 بيوتيـك سفوتاكسـيم   آنتـي  گـرم بـر كيلـوگرم    ميلي 500 اويح
)Cefotaxime(  درصـــد  5/0وPVP 10 ديـــش  در پتـــري 

ها بـه   هر دو هفته يك بار واكشت نمونه انتقال داده ومتر  سانتي
ها در محيط كشت  واكشت نمونه. محيط كشت جديد انجام شد

ــيم  ــاوي سفوتاكس ــاكتري از     1 ح ــل ب ــذف كام ــان ح ــا زم ت
  .هاي آلوده ادامه پيدا كرد گياهچه
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... هاي مويين القاي ريشه  

 

 بــراي اطمينــان از حــذف كامــل بــاكتري، از روش كومــار 
)Kumar(  ،ترتيـب كـه    بـدين . اسـتفاده شـد   2006و همكاران

منتقـل شـد و    LBهاي مويين به محيط كشت  مقداري از ريشه
در شـرايط اتـاق    rpm 120بر روي شيكر، با سـرعت حركـت   

ها به منظـور بررسـي    ساعت نمونه 72بعد از . رشد قرار گرفت
  .]11[وجود باكتري مورد مشاهده قرار گرفتند 

  

و  PCRهاي مويين بابا آدم از طريـق روش   تراريختي ريشه
به . ها انجام شد پس از اطمينان از حذف كامل باكتري در ريشه

هاي مويين حاصـل   ژنومي از ريشه DNAاين منظور، استخراج 
 DNAهمچنـين  . ]12[انجـام شـد    CTABبا استفاده از روش 

ــي   ــاه طبيع ــومي گي ــر(ژن ــفرم غي ــاكتري  ) ترنس ــميد ب   و پلاس
A. rhizogenes به ترتيب به عنوان كنترل منفي و مثبت مورد ،

استخراج شده به وسيله واكـنش   DNA. ]13[استفاده قرار گرفتند 
مـورد   rolBبـراي تعيـين وجـود ژن     )PCR( اي پليمـراز  زنجيره

  با آغازگرهاي اختصاصي rolBتكثير ژن . بررسي قرار گرفت
Forward primer 5´- 
ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3´ 
Reverse primer 5´-
TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3´  

  

گـراد   سانتي درجه 94   چرخه شامل واسرشت در دماي 35و براي 
بـراي  گـراد   درجه سـانتي  53 دقيقه، اتصال پرايمر در يكبراي 

 يـك براي  گراد درجه سانتي 72رش پرايمر در دقيقه و گست يك
  .]14[ دقيقه، انجام شد

  

  نتايج
سازي محيط كشـت بافـت گيـاه دارويـي بابـا آدم در       بهينه

  in vitroشرايط 
اي  اكسيداني در برطرف كردن قهـوه  هاي آنتي استفاده از تيمار

گذار بود و آزمـون مقايسـه ميـانگين     شدن بافت گياه بابا آدم تاثير
هـاي بابـا آدم در محـيط     اي شدن بـر روي ريزنمونـه   قهوهدرصد 

داري  ، تفاوت معنـي )1 شماره نمودار(اكسيدان  كشت حاوي آنتي
 5/0بـا غلظـت    PVPبراساس ايـن نتـايج، تركيـب    . را نشان داد

اي نشـده بـود،    اي قهـوه  كه در آن هـيچ ريزنمونـه    (w/v) درصد
از آن بهتـرين اثـر از   اكسيداني را نشان داد و بعـد   آنتي بهترين اثر

بـه  ) گـرم بـر ليتـر    ميلي ASC+CIT  )75 + 150تركيب دوتايي
بـا   CITهمچنين ). 1 شماره و شكل 1 شماره نمودار(دست آمد 

 ـ گرم بـر ليتـر    ميلي 50غلظت  ثير را بـر جلـوگيري از   أكمتـرين ت
لازم به ). 1 شماره نمودار(اي شدن بافت ريزنمونه نشان داد  قهوه

، )نمونه شـاهد (اكسيدان  محيط كشت بدون آنتيذكر است كه در 
اي شـده و از بـين    روز قهـوه  4الـي   3مدت  ها در همه ريزنمونه

   .رفتند
  

  
. آدمهاي بابا اي شدن ريزنمونه هاي مختلف موجود در محيط كشت بر ميانگين درصد قهوه اكسيدان دهنده اثر آنتي نمودار ستوني نشان -1شماره  نمودار

  .باشند مي α=  درصد 1دار در سطح احتمال  مشابه از لحاظ آماري داراي تفاوت معني راي حروف غيرتيمارهاي دا 
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آدم در محيط  هاي بابا كشت ريزنمونه) هاي باباآدم الف و ب اي شدن ريز نمونه اكسيداني براي جلوگيري از قهوه استفاده از تركيبات آنتي -1شكل شماره 

 5/0آدم در محيط كشت حاوي  هاي گياه بابا كشت ريزنمونه) ج و د. اي شدن بافت و قهوه) نمونه شاهد(ها  اكسيدان آنتي، بدون استفاده از MSكشت 
  اي شدن بافت و توقف كامل قهوهPVP  درصد

  
  

  هاي مويين در گياه دارويي باباآدم القاي ريشه
هاي بابا آدم و سوسپانسيون باكتري بـراي   وقتي از ريزنمونه

هاي مويين استفاده شد، از روز دوم يا سوم پـس از   شهالقاي ري
هاي مويين ايجـاد   اي شدن بافت آغاز شد و ريشه آلودگي، قهوه

مشــاهدات نشــان داد كــه طــول زمــان قــرار گــرفتن  . نشــدند
ثيري بر جلوگيري از اين أر سوسپانسيون باكتري تها د ريزنمونه

نهـا فاقـد   هاي شاهد كه محيط كشت آ پديده نداشته و ريزنمونه
از  امــا وقتــي. اي نشــدند بــود قهــوه A. rhizogenesبــاكتري 

 A. rhizogenesبـا بـاكتري    ه شـدن گياهچه كامل بـراي آلـود  
 9هـا، در   جايگاه زخمي در گياهچه 200از حدود  ،دشاستفاده 

هـا،   محل ظهور اين ريشه. هاي مويين ظاهر شدند جايگاه ريشه
ج  -2 شماره شكل ( و ريشه) الف و ب -2 شماره شكل(طوقه 
در فاصـله   ي مـويين، هـا  ريشـه ايـن  ظهور  .ها بود گياهچه) و د

، اتفاق باكتريها با  گياهچه ه شدنهفته بعد از آلود 6تا  2زماني 
ها با ريشه طبيعي گياه متفـاوت بـوده و    مورفولوژي ريشه. افتاد
در محل زخم و يـا  منفرد به صورت متراكم و از يك نقطه  آنها

هـا از نظـر مورفولـوژي،     ايـن ريشـه  . آن ظاهر شدندنزديك به 
 محـل برخـورد سـوزن در   . شوند هاي مويين محسوب مي ريشه

اي شد  قهوه ،يي كه موفق به توليد ريشه مويين نشدندها گياهچه
در شـاهد،  هـاي   نمونـه از در برخـي  . از بـين رفـت  گياهچه و 

، كـالوس توليـد شـد ولـي     هـا هاي زخـم و نزديـك بـه آن    محل
   .دشهر نااي ظ نه ريشهگو هيچ
  

  

  هاي مويين براي ريشه PCRيد آناليز أيت
بــا اســتفاده از   PCR الكتروفــورز ژل آگــارز محصــولات

مطابق انتظار براي هـر يـك   . دستگاه ژل داكيومنت مشاهده شد
تك ) كنترل مثبت(هاي ريشه مويين و پلاسميد باكتري  از نمونه

چاهـك  ). 3 شـماره  شكل. (به دست آمد bp780باند در ناحيه 
باند  نيز بدون) گياه طبيعي DNA(مربوط به نمونه كنترل منفي 

 T-DNAموجود در  rolBكند كه ژن  اين نتايج دلالت مي. بود
هاي مـويين   به ژنوم ريشه A. rhizogenesباكتري  Riپلاسميد 

  .گياه باباآدم انتقال يافته است

  
  بحث

آدم، لي در كشت بافت گياه دارويي بابايكي از مشكلات اص
هـاي ايـن گيـاه پـس از      اي شدن و از بين رفتن ريزنمونـه  قهوه

هـاي   بنابراين براي ايجاد ريشه. است in vitroكشت در محيط 
هاي اين گياه و يا انتقال ژن به آنها، ابتدا لازم  مويين از ريزنمونه

، بـراي ايــن منظــور . اسـت كــه ايـن مشــكل را برطـرف نمــود   
سازي و فراهم نمودن يك محيط كشـت اسـتاندارد بـراي     بهينه

ضـروري بـه نظـر     in vitroكشت بافت گياه باباآدم در شرايط 
توان وجود تركيبـات فنـولي    اي شدن را مي علت قهوه. رسد مي

فنـول   فراوان در اين گياه و اكسيد شدن آنها توسط آنـزيم پلـي  
ياهـان وجـود داشـته    اكسيداز دانست كه شايد تقريباً در تمام گ

  اي شدن آنهـا   هاي گياهي مسئول قهوه اين آنزيم در بافت. باشد
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... هاي مويين القاي ريشه  

 

  
ها از منطقه ساقه،  خروج ريشه) ها از منطقه طوقه ب خروج ريشه) ، ساقه و ريشه گياه باباآدم الف هاي مويين در ناحيه طوقه القاي ريشه -2 شماره شكل

  ها از منطقه ريشه خروج ريشه) ج و د
  

  
 8چاهك   هاي مويين باباآدم، ريشه 7تا  2هاي شماره  ، چاهكKb 1ماركر مولكولي  1چاهك .  rolBژن    PCRالكتروفورز محصول  -3ل شماره شك

  باشد مي) پلاسميد باكتري(كنترل مثبت  9و چاهك ) ريشه طبيعي گياه(نمونه كنترل منفي 
  

. اتيو داردهاي اكسـيد  باشد و نقش با اهميتي در كنترل فرآيند مي
زا، چـون آسـيب    فنول اكسيداز تحت شـرايط تـنش   فعاليت پلي

با . ]9[يابد  مكانيكي و تغيير در موقعيت بيوشيميايي افزايش مي
توجه به اهميت دارويي كه گياه باباآدم دارد، تنها يـك گـزارش   

و به منظور باززايي  in virtoاز كشت بافت اين گياه در شرايط 
اي بـه   كه در اين گزارش هيچ نوع اشـاره  باشد گياه، موجود مي

  اي شدن بافـت ايـن گيـاه در شـرايط كشـت      له قهوهأوجود مس
 in virto   تـوان در تنـوع    كـه علـت آن را مـي    ]6[نشده اسـت

اي شدن بافت ريزنمونه  قهوه. ژنتيكي موجود در طبيعت دانست
 16[، Withania[Musa acuminata  ،]15[ در آواكــادو 

simniferafvo  وSolanum surattense ]17[  و چنـــدين

اي شـدن   قهـوه . گونه گيـاهي ديگـر نيـز گـزارش شـده اسـت      
هاي زخمي آن آغاز شد و سـپس   هاي باباآدم از بخش ريزنمونه

هاي مختلفي چون قرار دادن  روش. به كل ريزنمونه سرايت كرد
ها در محـيط كشـت مـايع،     گياهان در تاريكي، كشت ريزنمونه

هـا بـه محـيط كشـت جديـد، انتخـاب        واكشت فراوان كشـت 
اكسـيداني بـراي    ريزنمونه مناسب و اسـتفاده از تركيبـات آنتـي   

ها در گياهاني چـون انبـه، مـوز و     اي شدن ريزنمونه بهبود قهوه
  ].9،10،18[لوبيا مورد استفاده قرار گرفته است 

ها به عنوان بازدارنده فرآينـد اكسـيداتيو و بـه     اكسيدان آنتي
كننـد و   هاي آزاد عمل مي راديكال) از بين برنده( عنوان خورنده

هاي بـا فعاليـت كمتـر     هاي آزاد به گونه به تبديل شدن راديكال
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كمك نموده و به اين طريق مانع اكسيد شدن تركيبات فنولي و 
گياهان در طبيعت، سيستم . ندشو اي شدن بافت گياهي مي قهوه
دفـاعي بـراي    اكسيداني خود را، به عنـوان يـك اسـتراتژي    آنتي

در يـك  . ]9[انـد   هـاي اكسـيداتيو توسـعه داده    مقابله با استرس
 Myrica در محيط كشت PVPدرصد  5/0تحقيق با استفاده از 

esculenta درصـد كـاهش    61/79ها تا  اي شدن ريزنمونه قهوه
در كـاهش تركيبـات    PVPثير مثبت أهمچنين ت. ]19[داده شد 

ــه   ــداد ريزنمون ــاهش تع ــولي و ك ــاي فن ــوه ه ــاه  قه اي در گي
Cleistanthus collinus ]20[ ،Tectona grandis ]21[  و
Gossypium hirsutum ]22[    در يـك  . گـزارش شـده اسـت

   هـاي  اي شـدن ريزنمونـه   مطالعه ديگـر بـراي جلـوگيري از قهـوه    
Litchi chinensis  وقتي از اسيد آسكوربيك و اسيد سيتريك به ،

هـا متوقـف شـد و     ن ريزنمونـه اي شد همراه هم استفاده شد، قهوه
ثيري بر بهبـود  أها به تنهايي ت اكسيدان استفاده از هر يك از اين آنتي

همچنـين  . ]23[نشان نـداد    in vitroها در شرايط كشت ريزنمونه
بــراي  PVPاســيد آســكوربيك و اســيد ســيتريك و يــا  مخلــوط 

كار گرفتـه شـد و   ه هاي انبه ب اي شدن ريزنمونه جلوگيري از قهوه
  .]9[د شها مشاهده  اي يا نكروزه شدن ريزنمونه كاهشي در قهوه

اكسيداني توانست  در تحقيق حاضر استفاده از تركيبات آنتي
بـــدون اســـتفاده از (اي شـــدن ريزنمونـــه را  جلـــوي قهـــوه

بگيـرد كـه بيـانگر ايـن نكتـه اسـت كـه        ) هاي رشد كننده تنظيم
هـا را   ير سـلول ها شادابي خود و در نتيجه توانايي تكث ريزنمونه

 اين ويژگي، لازمه كشت در شرايط درون شيشـه . حفظ نمودند
چه به منظور ريزازديادي و تكثير گياه و چه با ساير اهـداف از  

  .باشد جمله تراريختي گياه مي
هـايي كـه بـه مـدت يـك       در اين تحقيق، وقتي از ريزنمونه

كشت   پيش PVPدرصد  5/0حاوي  MSهفته در محيط كشت 
ند، براي آلودگي با سوسپانسيون باكتري اسـتفاده شـد،   شده بود
ايـن  . اي شده و از بين رفتنـد  هاي حاصل مجدداً قهوه ريزنمونه
كشت شـادابي خـود را حفـظ كـرده       ها در مدت پيش ريزنمونه

ها با باكتري با وجود انتقـال   پس از آلوده كردن ريزنمونه. بودند
درصـد   5/0حـاوي   MSها بـه محـيط كشـت     مجدد ريزنمونه

PVPاي شدن بافت ريزنمونه بـه   له قهوهأتدريج مس به ، دوباره

كشـتي بـا    ها در اثـر هـم   به عبارتي اين بار ريزنمونه. وجود آمد
هـا بـا غلظـت     اكسـيدان  اي شدند و استفاده از آنتي باكتري قهوه

اي شــدن بافــت را  مصــرفي در ايــن آزمــايش، نتوانســت قهــوه
ها در ايـن مرحلـه    ريزنمونهاي شدن  سرعت قهوه. برطرف كند

 كندتر بود اما در مجمـوع ايـن رونـد   ) كشتي آن با باكتري هم(

اي شدن مانع حفظ شادابي ريزنمونه بوده و باعث كـاهش   قهوه
نهايـت بـه مـرگ    در هـا شـد و    توانايي تكثير سلولي ريزنمونـه 

به عبارت ديگر اسـتفاده از ايـن   . دشوها منجر  سلولي ريزنمونه
ــاكتريشناورســا(روش  ــه در سوسپانســيون ب ، در )زي ريزنمون

ثر واقع نشده و تمـامي  ؤهاي مويين در گياه باباآدم م توليد ريشه
هاي مويين حاصل، با استفاده از روش تزريق بـاكتري بـا    ريشه

   .دست آمده سرنگ انسولين به گياهچه كامل ب
در يـــك تحقيـــق ديگـــر نشـــان داده شـــده اســـت كـــه  

موجـب   توانـد  مـي   Agrobacterium tumefaciensبـاكتري 
  Phalaenopsis violacea هـاي گيـاه   اي شدن ريزنمونـه  قهوه
هـاي   اين پديده مشابه پاسخ دفاعي گياه به اسـترس . ]24[د شو

تـوان بـه    آن را مي باشد و زنده در شرايط طبيعي مي زنده و غير
   مكانسيم دفاعي و مقاومت گياه در مقابـل آلـودگي بـا بـاكتري    

 A. rhizogenes اولين مرحلـه اصـلي فعـال شـدن     . نسبت داد
مكانيسم دفاعي گياه در آلودگي باكترياي يا زخم شـدن، شـيوع   

هـاي اكسـيداتيو در توليـد     هاي اكسيداتيو است واكـنش  واكنش
گر درگير هستند كـه خـود منجـر بـه      هاي اكسيژن واكنش گونه

 Programmed Cell( ريزي شده سلول فعال شدن مرگ برنامه

Death (PCD)(  ــلول ــدي از س ــد س ــرده در   و تولي ــاي م ه
 .شود هاي آلوده مي جايگاه

در حقيقت تنها زمـاني كـه از گياهچـه كامـل بـراي القـاي       
هاي مويين استفاده نموديم، توانايي گياه در حفط بنيـه آن   ريشه

، بـراي  در ايـن روش  خصوص كهه و تكثير سلولي بيشتر شد ب
. انسـولين اسـتفاده شـد    هـا از سـرنگ   سازي اين گياهچـه  آلوده

سرنگ انسولين سطح زخمي كمتري ايجـاد كـرده و از طرفـي    
نسبت بـه روش سوسپانسـيون گياهچـه بـا هجـوم كمتـري از       

اگرچـه باعـث    ،استفاده از ايـن روش  .شود ها مواجه مي باكتري
هـاي مـويين در گيـاه بابـاآدم شـد، امـا بسـياري از         توليد ريشه
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دچـار مـرگ سـلولي     اي شـدن،  در اثـر قهـوه   هاي آلوده جايگاه
هـا ممكـن    اين جايگـاه بسياري از بنابراين تراريختي در . شدند
تراريخـت در اثـر    هـاي  و يا در صورت امكان آن، سـلول  هنبود

در نتيجــه فراوانــي پــاييني از . انــد همــرگ ســلولي از بــين رفتــ
دست آمـد كـه بـا توجـه بـه مسـائل       ه تراريختي در اين گياه ب

اي شدن را  دليل قهوه .آيد بولي به شمار ميموجود نتيجه قابل ق
   كتريتوان به اين نسبت داد كـه چـون بـه طـور طبيعـي بـا       مي

 A. rhizogenes اي  قهـوه  اسـت،  يزاي گياه عامل بيماري يك
زنـده   هاي زنده و غير پاسخ دفاعي گياه به استرس دليل شدن به

هور در تحقيقات زيادي ظ. ]24[ افتد اتفاق ميدر شرايط طبيعي 

هـاي آلـوده بـه     هاي مويين در سـطوح زخمـي ريزنمونـه    ريشه
ــاكتري  ــان  A. rhizogenesبـــ ــه در گياهـــ ، از جملـــ
ــي  Artemisia annua  ]25،26[ ،Saussureaدارويــ

involucrate ]27[،Silybum marianum  ]14[ 
خـروج   .ده اسـت ش ـگزارش  ]Hyoscyamus muticus ]28و

خمـي شـده بـا سـوزن     ها به صورت متراكم و در منطقه ز ريشه
سرنگ انسولين در ناحيه ساقه و طوقه گياه در چندين مـورد از  

هـاي   به منظور القـاي ريشـه    Silybum marianumجمله گياه
  .]14[مويين گزارش شده است 
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Abstract 
 

Background: Arctium lappa is a medicinal plant, which natively grows in Iran. Arctiin and 
arctigenin are two of the most important secondary metabolites produced in this plant and used 
as anticancer reagents. Application of biotechnological methods for increasing the production of 
these metabolites is very essential. Recently, induction of hairy roots in plants to improve the 
production of desirable secondary metabolites has been considered.  
Objective: In this study, hairy roots were induced in Arctium lappa using Agrobacterium 
rhizogenes, strain AR15834.  
Methods: The leaf explants and seedlings of Burdock were used for the hairy roots induction. 
The leaf explants were turned brown and died when cultured in vitro. To improve the viability of 
these explants, different antioxidants including ascorbic acid (ASC), citric acid (CIT), 
polyvinylpyrrolidone (PVP) and L-cysteine were added to the MS medium, in different 
concentrations either alone or in combination with each other. Polymerase Chain Reaction 
(PCR) for rolB gene confirmed the morphological identification of the transformed hairy roots.  
Results: Although the best antioxidant reagent was PVP 0.5% (w/v), it did not stop tissues 
browning of the leaf explants when they were co-cultured with A. rhizogenes for the hairy roots 
induction. When the two or three weeks old seedling were used for the hairy roots induction, the 
roots were observed 2 weeks after the bacterial infection with 5% frequency.  
Conclusion: In this study, A. rhizogenes induced hairy roots in Burdock. To the best of our 
knowledge, this is a first report on the hairy roots induction in Arctium lappa. 
 
Keywords: Arctium lappa L, Burdock, Agrobactrium rhizogenes and hairy roots 

 


