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 تقدیم به

 روح پاک پدرم که عالمانه به من آموخت تا چگونه در عرصه زندگی، ایستادگی را تجربه نمایم                                   

 و                                                                                                                                                                                       

 همه مهربرایم   وجودش و        ج بودکران فداکار  و عشق که وجودم برایش همه رن  اادرم دراا  ییبه             
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 قدر دانی و تشکر

من لم یشکر المخلوق لم »نامه را به پااان برسانم. به مصداق شکر شااان نثار ایزد منان که توفیق را رفیق راهم ساخت تا این پااان

پور دکتر اکبر صفی و جناب آقا دکتر شاهرخ قرنجیک جناب آقا   بسی شایسته است از اساتید فرهیخته و فرزانه« یشکرالخالق

که با کرامتی چون خورشید سرزمین دل را روشنی بخشیدند و گلشن سرا  علم و دانش را با راهنمایی ها  کارساز و سازنده بارور  افشار

و سرکار  دکتر مهد  رضایی حیمی،کتر ناصر فرخی، مهندس مهد  رد چنین از اساتید محترم آقااانهم. ساختند؛ تقدیر و تشکر نمایم

سیده صدیقه  هاو همراهی دوستان عزیزم خانم دارم. و سپاس بیکران بر همدلیکمال تشکر و قدر دانی را ابراز میخانم مهدیه پارساییان 

گام من بودند  قریشی، مریم سیفی، افسانه ابولی، مریم قائد  و اکرم ترایی  .که همواره همراه و هم

ها  همه جانبه در و برادران عزیزم که آرامش روحی و آسایش فکر  را فراهم نمودند تا با حمایتان و خواهر و همسر مهربانم از اادر دلسوز 

صیلی و نیز پااان
تح
 .نامه درسی را به نحو احسن به اتمام برسانم، سپاسگزاممحیطی مطلوب، مراتب 

اا توفیق خدمتی سرشار از شور و نشاط»  «و همراه و همسو با علم و دانش و پژوهش جهت رشد و شکوفایی ایران کهنسال عنایت بفراا خدا
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 چکیده

( از جمله گیاهان دارویی مورد استفاده در صنایع داروسازی و تقویت کننده Echinacea purpureaسرخارگل )

از باکتری  Ri پلاسمید  T-DNAی مویین از طریق انتقال د. تولید ریشهباشمیسیستم دفاعی بدن 

Agrobacterium rhizogenes جهت  باکتری این از وسیع طور به شود. امروزهانجام می گیاهی هایسلول به

با توجه به اهمیت دارویی در گیاه سرخارگل گردد. می استفاده تراریخت ریشه ایجاد و تراریختی عمل انجام

های مختلف . در این تحقیق تاثیر سویهکندموئین ضرورت پیدا میهایکشت ریشهایجاد سیستم 

بر درصد تشکیل  pBI121حاوی وکتور دوگانه  AR15834 و A13، A4، 15834 شاملرایزوژنز آگروباکتریوم

-یموئین در دو ریزنمونه برگ و هیپوکوتیل و نیز میزان بیوسنتز ترکیبات فنلی کل و محتوای پلهایریشه

های غیر تراریخت )شاهد( های موئین حاصل تراریختی با باکتری فوق در مقایسه با ریشهساکاریدی ریشه

های گیاه سرخارگل در اثر نتایج نشان داد که درصد القای ریشه موئین در برگمورد بررسی قرار گرفت. 

-در ریزنمونه %55، صفر و  %06، %06به ترتیب  AR15834- PBI121و  A13،15834 ،A4های تلقیح با سویه

داری بین انواع سویه است که از نظر آماری اختلاف معنی %05،  %06، %05، %55های هیپوکوتیل به ترتیب 

چنین و هم PCRهای موئین تولید شده به وسیله آزمون باکتری و نوع ریزنمونه وجود داشت. تراریختی ریشه

صحت تکثیر قطعات  PCRتند. نتایج حاصل از آزمون مورد تایید قرار گرف GUSآزمون هیستوشیمیایی

bp056  برای ژنrolB وbp 126  برای ژنGUS های تراریخت نشان داد. نتایج نشاندهنده افزایش را در ریشه

چنین محتوای پلی های مورد بررسی بود. همهای موئین حاصل از سویهمعنی دار ترکیبات فنلی کل در ریشه

 A4افزایش و در اثر القاء توسط سویه  A13 ،15834های موئین دراثر القاء توسط سویههای ساکاریدی ریشه

های ایجاد شده نسبت به نمونه شاهد کاهش داشت. در بخش دیگر این تحقیق امکان باززایی گیاه از کالوس

رم درلیتر گمیلی 2حاوی  MSهای موئین مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان دادند که در محیط در ریشه

NAA گرم در لیتر میلی 25/6 وBAP  ها ها تشکیل شدند، قطعاتی از این کالوسهفته کالوس 1بعد از گذشت

روز باززایی  36جهت باززایی گیاه منتقل و بعد از گذشت  BAPگرم در لیتر میلی 5/6حاوی  MSبه محیط 



 ح
 

به داخل ژنوم گیاه تراریخته با استفاده  GUSو ورود ژن  Riپلاسمید  T-DNAها صورت گرفت. انتقال نوساقه

 تایید شد. GUSچنین آزمون هیستوشیمیایی و هم GUS با پرایمرهای اختصاصی برای ژن PCRاز آزمون 

 موئین، آگروباکتریوم رایزوژنز، سرخارگل، ترکیبات فنلی، باززایی.کلمات کلیدی: ریشه
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 نامهلیست مقالات مستخرج از پایان

های موئین در گیاه داروئی سرخاگل از طریق انتقال ژن با آگروباکتریوم رایزوژنز، اولین القاء ریشه -3

پور کنگره بین المللی و سیزدهمین کنگره ملی ژنتیک ایران. مریم نوری، شاهرخ قرنجیک، اکبر صفی

 .. دانشگاه شهید بهشتی تهران3131خرداد ماه  5الی  1افشار، مهدی رحیمی. 

در گیاه دارویی  pRi15834-GUSء ریشه موئین توسط اگروباکتریوم رایزوژنز توسظ سویه القا -2

دومین همایش ملی گیاهان دارویی و کشاورزی پایدار، مریم ، Echinacea purpurea) (سرخارگل

. دانشگاه شهید مفتح 3131شهریور  3پور افشار، مهدی رحیمی. نوری، شاهرخ قرنجیک، اکبر صفی

 همدان.
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 مطالبفهرست 

 صفحه عنوان

  کلیاتفصل اول: 

 3 گیاهان دارویی، اهمیت و کاربرد -1-1

 1 های تامین مواد موثره داروییروش-3-3-3

 0 گیاهشناسی سرخارگل -1-2

 0  اهمیت گیاه سرخارگل -1-3

 0 ترکیبات شیمیایی مهم موجود در سرخارگل -1-4

 5 های ثانویه گیاهیمتابولیت -1-5

 3 فنلیترکیبات  -1-6

 3 هاساکاریدپلی -1-7

 36  های گیاهیانتقال ژن به سلول -1-8

 33 هابیوسنتز اوپین 3-5-3

 33 بندی آگروباکتریومطبقه -3-5-2

 31 دامنه میزبانی آگروباکتریوم -3-5-1

 Ri 30و  Tiهای دساختار مولکولی پلاسمید -3-5-0

 35 زاهای ریشههای تومورزا و ژنژن -3-5-5

 TDNA 30وقایع مولکولی دخیل در انتقال  -3-5-0

 30 های گیاهیتجمع باکتری یا اتصال آگروباکتریوم به سلول -3-5-0-3

 30 القای سیستم بیماریزایی باکتری -3-5-0-2

 35 و انتقال آن TDNAتولید کمپلکس انتقال  -3-5-0-1
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 26 در ژنوم گیاهی TDNAتلفیق  -3-5-0-0

 23 تایید تراریختیهای روش -3-5-0

 21 های نشانگر گزینشگراستفده از ژن -3-5-0-3

 21 های گزارشگراستفاده از ژن -3-5-0-2

 GUS 20(Glucoronidaseβ -بتاگلوکورونیداز ) -3-5-5

 25 های موئین، اهمیت و کاربردهانحوه القاء ریشه -1-9

 20 های ثانویهتولید متابولیت -3-3-3

 20 مهندسی متابولیتکاربرد  -3-3-2

 25 های موئینباززایی گیاه کامل از ریشه -3-3-1

 16 کاربرد در دست ورزی ژنتیکی -3-3-0

 16 کاربرد در پالایش زیستی -3-3-5

  

  فصل دوم: مرور منابع

 10 های موئین گیاه داروئی سرخارگلانتقال ژن و ریشه -2-1

 10 موئین در سایر گیاهانهای ی پژوهشی تولید ریشهسابقه -2-2

  

  فصل سوم : مواد و روش ها

 02 مواد آزمایشی -3-1

 02 هامیکروارگانیزم -1-3-3

 02 های آزمایشگاهیدستگاه -3-2

 Murashige and Skoog)  MS ( 01محیط کشت -3-3

 01 ریزنمونه تهیه و بذر کشت -3-4

 05 تکثیر باکتری -3-5

 00 در گلیسرول هانگهداری باکتری -3-6
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 00 کشت آگروباکتریوم رایزوژنز -3-7

 00 های برگ و هیپوکوتیلتراریختی ریزنمونه -3-8

 00 ژنومی DNA استخراج -3-9

 03 شده استخراج DNA کیفی و کمی بررسی -3-11

 03 اسپکتروفتومتر روش  -1-36-3

 56 آگاروز ژل الکتروفورز  -1-36-2

 56 پلاسمید تخلیص  -3-11

 53 تراریخت گیاهان آنالیز -3-12

 53 طراحی آغازگر -1-32-3

 PCR ( Polymerase chain reaction 52 )روش با DNA تکثیر -1-32-2

 52 موئین هایریشه از گیاه باززایی -3-13

 50 تراریخته هایریشه در GUS بیوشیمیایی سنجش -3-14

 55  ثانویه ترکیبات گیریاندازه -3-15

 55  فنلی ترکیبات استخراج جهت گیریهعصار -3-15-1

 55 فنلی ترکیبات میزان گیریدازهنا -3-15-2

 50 سیوکالتو فولین معرف با گالیکاسید استاندارد منحنی یتهیه -3-15-3

 50  ساکاریدیپلی ترکیبات گیریاندازه -3-15-4

 50 سولفوریک اسید فنل روش -1-35-0-3

 50 گلوکز استاندارد منحنی تهیه  -3-15-5

 55 هاداده آماری تجزیه -3-16

  

  فصل چهارم: نتایج و بحث

 06 ریزنمونه تهیه و بذر کشت -4-1

 A13, 15834 ,A4,11325 06 هایسویه توسط هیپوکوتیل و برگی هایریزنمونه تراریختی  -4-2
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 فهرست شکل ها

 صفحه شکل

 5 گیاه دارویی سرخارگل -3-3شکل 

 22 ی آگروباکتریوم رایزوژنز به ژنوم سلول گیاهیی انتقال ژن بوسیلهشمایی از نحوه -2-3شکل 

 03  ل مختلف رشد گیاهچه جهت تهیه ریزنمونه حمرا -3-0شکل 

 01  های موئین سه هفته بعد از تلقیحتشکیل ریشه -2-0شکل 

 05 اثر متقابل سویه باکتری و تنوع ریزنمونه بر تشکیل ریشه موئینمقایسه میانگین  -1-0شکل 

 05 اثر متقابل سویه باکتری و سن ریزنمونه بر تشکیل ریشه موئینمقایسه میانگین  -0 -0شکل 

 03با آغاز گرهای اختصاصی   PCRهای ( در واکنش056مورد انتظار ) DNAی تکثیر قطعه -5 -0شکل 

 00 موئین ریشه القاء میزان در ریزنمونه و باکتری سویه انواع تاثیر -4-3

 00 موئین هایریشه القاء در ریزنمونه سن تاثیر -4-4

 rolB 03 با پرایمرهای ژن PCRواکنش با موئین هایریشه تراریختی -4-5

 دوگانه وکتور حاوی AR15834 سویه توسط برگو  هیپوکوتیل هایریزنمونه تراریختی -4-6

pBI121 

06 

 طریق از AR15834- pBI121  سویه تلقیح از حاصل موئین هایریشه تراریختی تائید -4-7

 PCR  واکنش

06 

 GUS 01 هیستوشیمیایی آزمون -4-8

 05 موئین هایریشه باززایی و کالوس القاء -4-9

 03 ثانویه هایمتابولیت گیریاندازه -4-11

 55 کلی نتیجه گیری -4-11

 50 اتپیشنهاد -4-12

  

 53 منابع
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 های موئین سرخارگلریشه DNAبر روی   rolBژن 

هفته 1،  سرخارگلهای برگ و هیپوکوتیل گیاه های موئین تولید شده در ریزنمونهریشه  -0 -0شکل 

 AR15834- pBI121ی سویه تلقیح با بعد از

03 

با آغازگرهای اختصاصی  PCRهای ( در واکنش320bpی مورد انتظار )DNA کثیر قطعه -0 -0شکل 

 های موئین سرخارگلریشه DNAاگروباکتریوم رایزوژنز بر روی  GUSژن 

02 

 برگ قطعات روی تولید از پس هفته 0- 5های موئین  ریشه تصویر استریومیکروسکپی -5 -0شکل 

 X-Gluc سوبسترای با تیمار از و هیپوکوتیل پس

00 

 00  های موئینگیاه سرخارگل از ریشهزایی و باززایی مراحل کالوس -3 -0 شکل

با آغازگرهای اختصاصی  PCRهای( در واکنشbp 320ی مورد انتظار )DNA تکثیر قطعه -36-0شکل

 گیاه تراریخت سرخارگل DNAاگروباکتریوم رایزوژنز بر روی  GUSژن 

05 

 GUS. 05های گیاه تراریخت برای حضور محصول ژن آمیزی برگرنگ -33-0شکل 

 56 سیوکالتو. -اسید به روش فولیننمودار منحنی استاندارد گالیک  -32-0شکل 

-ریشه کل فنلی ترکیبات میزان های آگروباکتریوم رایزوژنز بر سویه  اثرمقایسه میانگین  -31-0شکل

 های موئین گیاه سرخارگل .

53 

 53 اسیدسولفوریک. -نمودار منحنی استاندارد گلوکز به روش فنل -30-0شکل 

های ساکاریدی ریشهرایزوژنز بر محتوای پلیهای آگروباکتریومسویهاثر مقایسه میانگین  -35-0 شکل

 موئین تولیدی در گیاه سرخارگل

52 

 

 فهرست جدول ها

 صفحه جدول

 32 بر اساس نوع اوپین Ti و  Riبندی پلاسمیدهایطبقه-3-3

 00 و اسکوگ های پایه موراشیکتهیه محلول -1-3
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 GUS 50آمیزی تهیه محلول رنگ -1-1
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362 

 هایسویه مختلف سطوح تاثیر تحت موئین ریشه القاء درصد ساده اثرات میانگین مقایسه -2 پیوست

  .سرخارگل گیاه ریزنمونه و رایزوژنز آگروباکتریوم

362 

 و رایزوژنز آگروباکتریوم مختلف سطوح تاثیر تحت موئین ریشه القاء درصد مربعات میانگین -1 پیوست

 گیاهی ریزنمونه سن

361 

 

 آگروباکتریوم مختلف سطوح تاثیر تحت موئین ریشه القاء درصد ساده اثرات میانگین مقایسه -0پیوست

 گیاهی ریزنمونه سن و رایزوژنز

361 

 مختلف سطوح تاثیر تحت فنلی ترکیبات میزان و پلیساکاریدی محتوای مربعات میانگین -5 پیوست

 رایزوژنز آگروباکتریوم هایسویه

361 

 TAE(10X) 360) – بافر سازنده ئ/اجزا -0 پیوست

 6X ͯ Loding dye 360 – در موجود ترکیبات -0 پیوست

 365 مارکر سایز DNA در موجود ترکیبات -5 پیوست
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 گیاهان دارویی، اهمیت و کاربرد -1-1

گیاهان دارویی گیاهانی هستند که مواد موثره موجود در آنها به صورت مستقیم یا غیر مستقیم اثر درمانی 

-امروزه به دلیل پیشرفت زیاد دانش بشر در مورد فرآیند. گیرندقرار میدارند و به عنوان دارو مورد استفاده 

ها در های متابولیکی تولید مواد موثره در گیاهان و تاثیر مواد موثره گیاهی بر انسان و حیوانات، معیار

وجود ی گیاهان دارویی دچار تغییر شده است. بطور کلی سه معیار مهم برای تعریف گیاهان دارویی گستره

دارد. یک گیاه دارویی گیاهی است که از صفات زیر برخوردار باشد، مواد موثره با ارزش دارویی در آن تولید 

های خاصی از گیاه نظیر ریشه، برگ، گل و ... باشد. شود. هرچند تولید این مواد موثره فقط محدود به اندام

توان به صورت تازه به عبارت دیگر، این گیاهان را نمیاستفاده از مواد موثره آن، مستلزم فرایند فرآوری باشد. 

مورد مصرف قرار داد و در موارد معدود و خاص قابل استفاده باشند و از کاربرد روزمره در جیره غذایی افراد 

 (. 3136برخودار نباشد. بر این اساس ، در سطوح زراعی نسیتا محدودی کشت گردد )امید بیگی، 

یاد در زمینه سنتز  مصنوعی مواد موثره گیاهی، هنوز هم استخراج از منابع گیاهی، های زرغم پیشرفتعلی

تنها راه دستیابی به بسیاری از مواد دارویی ارزشمند است. این دسته از مواد یا به طورکلی ساختمان 

شیمیایی بسیار  ای دارند و یا  مانند آلکالوئیدهای تروپانی به دلیل برخورداری از ساختمانشیمیایی ناشناخته

چنین پیچیده، تهیه آنها بطور مصنوعی در صنایع داروسازی مشکل و مستلزم هزینه بسیار گران است. هم

ها به صورت مستقیم قابل استفاده نیستند، ولی اگر در صنایع برخی از مواد موثره گیاهی نظیر سولانین

یمه طبیعی نیمه سنتزی درآیند، تبدیل به دارویی، تحت فرآوری قرار گیرند و به صورت یک فرمولاسیون ن

مواد فعال قابل استفاده خواهند شد. مواد دارویی حاصل از گیاهان، اگرچه که تاثیر درمانی تدریجی دارند، اما 

عواض جانبی آنها نسبت به داروهای سنتزی بر بدن انسان کمتر است. مواد موثره طبیعی ، بعضاٌ با ترکیباتی 

توان دلایل استفاده روز افزون ها را میاز اثرات جانبی بسیار مفیدی برخوردارند. که اینباشند که همراه می

های تولید کننده مواد دارویی به داروهای دارای منشا مردم از گیاهان دارویی و همچنین تمایل شرکت

داروهای  گیاهی دانست. دلایل فوق سبب شده است که گیاهان دارویی پس از مدتی رکود ناشی از ظهور
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های اخیر مورد توجه خاص قرار گیرند. به طوریکه در تمام کشورهای توسعه یافته، سنتزی، دومرتبه در سال

مراکز خاص گیاهان دارویی وجود دارد که این مراکز تحقیقاتی هر روزه مواد موثره متعددی را در گیاهان 

 (.3136نمایند )امید بیگی، شناسایی و معرفی می

 های تامین مواد موثره داروییروش  -1-1-1

پردازد. که این های گیاهان مولد میانسان هنوز برای تامین اکثر مواد گیاهی، به استخراج این مواد از بافت

ای که در این فرآیند تولید گیاهان قبلا تحت فرآوری پس از برداشت قرار گرفته اند. اما وجود مشکلات عدیده

های جایگزین برای تامین این مواد، وادار کرده است. دو روش ایجاد روشوجود دارد، انسان را به فکر 

ای جایگزین برای این منظور سنتز مصنوعی مواد موثره مشابه در آزمایشگاه و تولید در شرایط درون شیشه

در هستند. در روش سنتز مصنوعی مواد موثره مشابه در آزمایشگاه، مواد موثره دارویی مشابه انواع طبیعی، 3

شوند اما مشکلات و تنگناهای بسیار زیاد آن موجب گردیده که اگرچه این روش شرایط آزمایشگاه سنتز می

با موفقیت زیادی همراه بوده است اما نتواند به عنوان جایگزینی مطمئن مطرح شود. در تکنولوژی، تولید در 

مولد، برای تولید مواد موثره گیاهی در  های گیاهانها و اندامها، بافتای از کشت سلولشیشهشرایط درون

گردد. عدم نیاز به مصرف مواد شیمیایی کشاورزی، عدم نیاز به منابع و ای استفاده میشیشهشرایط درون

های کشاورزی، عدم تاثیر تغییرات محیطی بر فرآیند تولید، حجم کم فرآیند تولید و خلوص و ثبات نهاده

باشد که این ای میشیشهوش تولید مواد موثره گیاهی در شرایط درونهای رپایدار فرآورده، از مزیت

بخش برای تولید مواد مذکور مطرح ساخته است و توجه محققین زیادی را تکنولوژی را به عنوان روشی امید

 ها درتوانند مانند میکروارگانیسمهای گیاهی میدر سراسر دنیا به آن معطوف داشته است. از آنجا که سلول

های متعددی در سراسر دنیا به تحقیق در زمینه های مختلف فرمانتور، کشت و پرورش یابند، کمپانیسیستم 

استفاده از این تکنولوژی برای تولید مواد موثره گیاهی در بعد تجاری مشغول هستند. چنانچه در حال حاضر، 

در بعد تجاری به ترتیب  از کشت دو شرکت ژاپنی، رنگدانه گیاه شیکونین و بیوماس سلولی جینسنگ را 

                                                           
  vitro In. 1 
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نمایند. بسیاری از داروهای تولید می Panax ginsengو  Lithospermum erythrorhizonهای گیاه سلول

بخش زیادی از باشند. اگر چه که نتایج امیدضد سرطان مهم نیز، نزدیک به ورود به عرصه تجاری می

ای بدست آمده است، اما نیل به هدف شیشهشرایط درونتحقیقات در زمینه تولید مواد موثره گیاهی در 

نهایی، یعنی تولید تجاری، در بسیاری از موارد هنوز حادث نگردیده است و موانعی وجود دارد که قبل از 

 ورود به مرحله تجاری بایستی مرتفع گردند.

آمیدها و مانند اسانس، آلکیل جمله گیاهانی است که از مواد موثره ارزشمند فراوانیگیاه دارویی سرخارگل از

باشد. دستیابی به این مواد موثره در گیاه سرخارگل به دلیل دوره کشت مشتقات کافئیک اسید برخوردار می

-های آزمایشگاهی، تولید در شرایط درونهای فراوان مستلزم استفاده از روشطولانی درطبیعت و هزینه

 باشد.ای میشیشه

 (Echinacea purpurea)گیاهشناسی سرخارگل -1-2

با ده گونه است که سه گونه مهم آن یعنی   (Asteraceaeتیره گل ستاره )های اکیناسه متعلق به گونه

Echinacea purpurea  وE. angustifolia  وE. pallida طور معمول به عنوان گیاه دارویی استفاده میبه-

ساله از شمال آمریکا است. سرخارگل در شمال ( گیاهی علفی و چند E. purpureaسرخارگل ) .شوند

روید. ارتفاع این گیاه متفاوت است و بستگی به شرایط اقلیمی محل رودخانه میسوری به صورت انبوه می

شود. ریشه های بسیار منشعب میاز ریزوم کوتاه ریشه رسدمتر میسانتی 356تا  56رویش دارد، و به 

(. ساقه این 3-3)شکل   ای تیره تا سفید مات متفاوت استآن قهوه مستقیم و کم و بیش منشعب و رنگ

گیاه قائم و استوانه ای شکل بوده و رنگ آن به علت وجود آنتوسیانین سبز روشن، آبی و یا حتی قرمز رنگ 

باشد. پای ساقه چوبی، های زبر میباشد. ساقه از انشعابات فراوانی برخوردار است و پوشیده از کرکمی

شکل است. هردوطرف برگ پوشیده از ای و یا بیضویها پهن، نیزه، صاف و بدون کرک است. برگضخیم

های پایین به ها سبز تیره و سطح آن کم و بیش ناصاف است. برگباشد. رنگ برگهای زبر و خشن میکرک

گ طویلی برخوردارند، ها از دمبرباشد. این برگمتر میسانتی 32تا  0متر و پهنای آن سانتی 15تا  25طول 
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های اصلی و فرعی شکل و در انتهای ساقهها مخروطیشوند. گلها کاسته میکه به طرف بالا از طول دمبرگ

 (.3153شوند )امید بیگی، پدیدار می

 

 

 

 اهمیت گیاه سرخارگل -1-3.

های معتبر از سرخارگل به عنوان گیاه دارویی مهمی یاد شده و خواص آن حاضر در بیشتر فارماکوپهدر حال 

 قسمت به بلکه گونه، به تنها نه سرخارگل بیولوژیک فعالیت و شیمیایی ترکیباتمورد بررسی قرارگرفته است. 

تمام دارد؛  بستگی هوایی و آب شرایط و گیاه رویش جغرافیایی موقعیت گیری، عصاره روش گیاه، مصرف مورد

سرخارگل (. 3153پیکر این گیاه اعم از ریشه و پیکر رویشی حاوی مواد موثره ارزشمندی است )امید بیگی، 

های های معمولی، ضد عفونتمحرک سیستم دفاعی بدن، ضد التهاب، ضدسرطان، ضد میکروب و عفونت

 ایمنی سیستم محرک عنوان به را گیاه این اثر اربسی علمی بالای دستگاه تنفس و ضد ویروس است. مطالعات

گیاه دارویی سرخارگل  -1-1شکل 
)وبلاگ گیاهان دارویی و معطر 

 ایران(.
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 تقویت جهت گیاهان سایر با همراه یا تنهایی به معمولاً هااز کشو بسیاری در علت همین به و است کرده ثابت

های گیری و درمان سرماخوردگیاین گیاه جهت پیش .رودکارمیبه ها عفونت این برابر در بدن دفاعی قوای

 و طول گیاه این حاوی هایفرآورده که است داده نشان هاآنفولانزا مناسب است. بررسی ضعیف تا متوسط و

 که افرادی برای گیاه این مصرف بنابراین دهد،می کاهش سوم یک تا چهارم یک را تقریباً سرماخوردگی دوره

کافئیک آن دارای ، اسید شیکوریک و اسید 2اکی ناسین .است کنندهکمک شوندسرماخوردگی می دچار مکرراً

آن دارای خاصیت ضد میکروبی است. در قدیم 1ناکوزید خاصیت ضد ویروس هستند. همچنین ترکیب اکی

فرآورده جهت مشکلات ادراری، آنفولانزا،  066اند. بیش از کردهنیز جهت درمان گزش مار از آن استفاده می

جود دارد که به اشکال قرص، کپسول، قطره، ضدالتهاب، افزایش قدرت سیستم ایمنی و ضدزخم از این گیاه و

های دیگر به صورت عصاره ازجمله عصاره تام به باشند. به غیر از این اشکال، فراوردهشربت و آمپول می

 تعداد افزایش به منجر داروها این صورت خرد یا پودر شده، عصاره هیدورالکلی، و آبی از این گیاه وجود دارند.

کنند. می زیاد را هاتوسط گرانولوسیت فاگوسیتوز توانایی و شده طحال هایسلول و سفید خون هایگلبول

 کمتری اثر فقط شروع هستند موثر هاتزریقی اندازه به خوراکی هایاست فرمولاسیون شده اثبات همچنین

 وجود گیاه نیز از موضعی های(. فرمولاسیون3352؛ بوسینگ، 3333؛ هو، 2663دارند )استزوم و همکاران،

 (. کتاب3305؛ ویمن، 3352)بوسینگ، هستند موثر زخم در بهبود و شده هیالورونیداز مهار به منجر که دارد

 دستگاه مزمن هایو عفونت سرماخوردگی حمایتی درمان در را گیاه این از خوراکی  استفاده اروپا کمیسیون

مزمن )بلومنتال و  و شونده خوب دیر هایزخم در را آن از موضعی و استفاده تحتانی ادراری دستگاه و تنفسی

 التهابات درمان در فوق، موارد بر را علاوه آن موضعی مصرف جهانی بهداشت سازمان و (2666همکاران، 

 (.3333کرده است )هو،  تایید نیز پوستی

 ترکیبات شیمیایی مهم موجود درسرخارگل -1-4

                                                           
Echinacein. 2 

Echinacoside. 3 
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 Ehinaceaآیند که در گونه به نوع گونه بدست میهای مختلف گیاه بسته ترکیبات سرخارگل از قسمت

purpurea وجود تحقیقات اخیر  (.2663باشد )پری و همکاران، ها میها و سرشاخهترکیبات بیشتر در ریشه

ترکیبات  .(2660را آشکار کرده است )مارچ و همکاران،  Ehinacea purpureaترکیب فعال دارویی در  230

ها، استیلنها، فلاونوئیدها، مشتقات کافئیک اسید، اسانس، پلیپلی ساکارید مهم فعال بیولوژیکی شامل

های متوسط پلی ساکاریدی های ایمنی و ضد التهابآلکامیدها و ترکیبات فنلیک هستند. تعدادی از محرک

یی های هوادر ریشه و یا قسمت 3/5ترین آنها اینولین به میزان%در گیاه گزارش شده است، از جمله مهم

در آن است .  0درصد فلاونوئیدها در گیاه وجود دارد که از همه مهمتر روتوزید 1/6-5/6وجود دارد. میزان 

از جمله اسید شیکوریک، اسید کلروژنیک و سینارین نیز در این گیاه مشخص شده  5مشتقات اسید کافئیک

هیالورینیداز )هیالورینیداز آنزیم اند از میان این مشتقات شیکوریک اسید دارای فعالیت فاگوسیتوز، آنتی 

)شمینات و  باشدمی HIV-1باشد(، ضد ویروس و بازدارنده همانندسازی ساز اسید هیالورونیک میخنثی

؛ هاربرن و 3333؛ لین و همکاران، 3333؛ کینگ و همکاران، 3331؛ فاسینو و همکاران، 3355همکاران، 

ها کاملا متفاوت است و میزان اسانس در برگ، گل و ریشه گونه(. 2660؛ پلاتی و همکاران، 2660ویلیامز، 

نن است. از ترکیبات ها شامل بورنئول و آلفاپیترین مواد موجود در اسانسکند. مهمدر فصول سال تغییر می

  نام برد.ها، اسیدهای چرب و مواد معدنی را ها، استرولها، گلیکوپروتئینتوان رزیندیگر می

 متابولیت های ثانویه گیاهی -1-5

مسیرهای متابولیکی فراوانی در گیاهان وجود دارد که حاصل فعالیت آنها تامین ترکیبات حیاتی برای گیاه 

های شیمیایی باشند. عمدتاّ یکسری از واکنشهای ثانویه میاست. و گیاهان منبع طیف وسیعی از متابولیت

های شیمیایی با هم شوند. این واکنشعنوان متابولیسم شناخته میکه واسطه آنزیمی دارند در گیاه زنده به 

آمینه، هایها، اسیدهایی مثل کربوهیدراتهای متابولیکی که در آنها سنتز مولکولهماهنگ شده تا مسیر

شود به ( انجام میDNA, RNAهای حاصل از آنها )ها و پلیمرهای چرب عمده، نوکلئوتیدها، اسیدپروتئین

                                                           
Rutoside .4 

Caffeic Acid Derivatives. 5 
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شود و ترکیبات تولید شده که برای زنده آیند. این تجمع به عنوان متابولیسم اولیه در نظر گرفته می دست

های شوند. همچنین در گیاهان مسیرماندن و سالم ماندن گیاه لازم هستند متابولیت اولیه نامیده می

شخص نیست و برای بقاء ها برای موجود کاملاٌ ممتابولیکی دیگری نیز وجود دارد که محصول این مسیر

گردد و به مسیر تولید آنها که به های ثانویه اطلاق میموجود نیز حیاتی نیستند که به این ترکیبات متابولیت

شوند را متابولیسم ثانوی گویند. تولید صورت نادر در حیوانات عالی و گاهی در حشرات و بندپایان یافت می

 (.3150دهد )حبیبی خانیانی و همکاران، فاعی گیاه را تشکیل میهای ثانویه بخشی از سیستم دمتابولیت

ساکاریدها و گیاه سرخارگل ترکیبات ثانویه فراوانی دارد که در بخش قبل توضیح داده شد. در این میان پلی

ه اند. با توجه بدلیل دارا بودن خواص متعدد درمانی بیشترین توجه را به خود معطوف داشتهترکیبات فنلی به

 شود.اند در مورد آنها توضیح داده میگیری شدهاینکه این مواد در این تحقیق اندازه

 ترکیبات فنلی -1-6

است. گیاهان انواع  شده اثبات هاآن ایمنی سیستم محرک اثرات که هستند ترکیباتی دسته از فنلی ترکیبات

 انتشار فنلی ترکیبات (.3155و همکاران،  کافیکنند. )زیادی از ترکیبات ثانویه با گروه فنلی را تولید می

 ضد میکروبی، آنتی اکسیدانی، جمله آنتی از ترکیبات این متنوع بیولوژیک فعالیت و دارند در گیاهان وسیعی

 آنتی و اکسیدانی آنتی خاصیت است، این مواد با داشتن شده گزارش هابررسی از بسیاری آنها در التهاب

ترکیبات  نمایند. انسان ایفا سلامتی حفظ و غذایی محصولات نگهداری در مهمینقش  توانندمی رادیکالی

ها، ها، فلاونوئیدها، فلاونهای متنوعی از قبیل بسیاری از ترکیبات حلقوی مانند: فنلفنلی، شامل متابولیت

یابند. شده تجمع میگلیکوزیلههای اپیدرم به شکل آزاد یا باشند. آنها در واکوئل سلولها میها و لیگنینتانن

شود و آنزیم مهم بیوسنتزکننده این ترکیبات بیوسنتز ترکیبات فنلی گیاه از مسیر شیکمیک اسید آغاز می

ها ساختار شیمیایی فنل(. پلی2665و باربران و اسپین،  2663است )هلدت،  (PAL) لیاز آمونیومآلانینفنیل

ها ناشی از فعالیت بالای این فنلاد دارند. خصوصیت آنتی اکسیدانی پلیآوری رادیکال آزمناسبی جهت جمع

 –باشد )رایس های فلزی سنگین مانند آهن و کادمیوم میی الکترون و شلات یونترکیبات به عنوان دهنده
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 (. 3330ایوانس و همکاران 

 ساکاریدهاپلی -1-7

 با  هستند پادگنی خاصیت دارای بدن مایعات در بودن محلول قابلیت و بزرگ کاملاً اندازه با ساکاریدهاپلی

 ساکاریدهاپلی این آب در انحلال آنها قابلیت و سرخارگل ساکاریدهایپلی مولکولی وزن بودن زیاد به توجه

. به طوری که باعث افزایش باشد می ایمنی سیستم محرک خاصیت دارای سرخارگل آلکامیدهای همراه

 ایمنی نتیجه در و شوندکموتاکسی و انفجار تنفسی در ماکروفاژ و همچنین نوتروفیل میقدرت فاگوسیتوز، 

 در تأثیرسرخارگل که است مطلب این دهندة نشان جدید دهد. تحقیقاتمی افزایش راT های لنفوسیت سلولی

 ترکیبات و اکیناکوزید و اکیناسن مانند گیاه ساکاریدیپلی ترکیبات به مربوط بدن دفاعی سیستم تقویت

 (. 3133باشد )مدرسی و اسدی،می آن آمیدیآلکیل

  انتقال ژن به سلول های گیاهی -1-8

گروباکتریوم اولین سیستم تراریختی موفق در گیاهان است که کاربرد آن در سال آاز نظر تاریخی، سیستم 

منفی خاکزی هستند که به های گرمنع مهندسی ژنتیک گیاهی را شکست. آگروباکتریوم ها باکتریامو 3351

-می 0یا ریشه های موئین 0ب تولید تومورهای گال طوقهبهای زخمی گیاهان میزبان نفوذ نموده و سمکان

 DNAنتیجه یک پدیده مهندسی ژنتیک طبیعی هستند که در آن یک قطعه  ،شوند. این پاسخ های رشدی

( از Ri پلاسمید القا کننده ریشه )پلاسمید( یا یک Ti)پلاسمید راز یک پلاسمید القا کننده تومو

نام دارد، در ژنوم  T-DNAمنتقل شونده که  DNAگردد. این قطعه آگروباکتریوم به سلول گیاهی منتقل می

 سنتزهای ی قرار دارد که آنزیمیهاژن ،T-DNA د. بر رویدگرهای گیاهی تلفیق میی سلولاهسته

نمایند. بیان های گیاهی در قبال فیتوهورمون را کد میر حساسیت سلولهای موثر بینئفیتوهورمون و یا پروت

نماید همچنین ژن هایی را حمل می T-DNA. شودمی ها منجر به ایجاد تومورها یا ریشه های موئیناین ژن

                                                           
6. Crown gall 
7. Hairy root 
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های گیاهی که آنزیم های دخیل در تولید و ترشح یکسری مشتقات آمینواسیدی بنام اوپین ها از سلول

-ازت و انرژی توسط آگروباکتریوم مورد استفاده قرار می عنوان منبعه ها باوپیننماید. ته را کد میتراریخ

؛ شیلتون، 3352)شیلتون و همکاران،  در خود سلول آگروباکتریوم خاموش هستند -DNA Tگیرند. ژن های 

2663). 

 هابیوسنتز اوپین -1-8-1

تومور یا ریزوسفر ریشه های موئین که  یفضای بین سلولا از سلول های گیاهی تراریخته به ه اوپین

 ،این ترکیبات برای سلول گیاهی .(3350)تمپ و همکاران،  ندوترشح می ش ،حضوردارد در آنجا آگروباکتریوم

یا  Tiآگروباکتریوم هستند. نوع ژن سنتزاوپینی که یک پلاسمید  ن ازت و انرژیکاربردی ندارند اما منابع تامی

Ri ند. وشموئین تولید میهای تومور یا ریشهکه توسط سلولکننده نوع اوپینی است ، تعییندینما می حمل

-خود حمل می نمایند، ژن  T-DNAرا بر روی مشخصاوپین  یک های سنتزیک نژاد آگروباکتریوم که ژن

. ستجای داده ا خود Tiیا  Riبرای کاتابولیسم آن اوپین خاص در جای دیگری بر روی پلاسمید نیز هایی را 

-آنها اغلب بر اساس نوع اوپینی که تولید می  Riو Ti همین دلیل، نژادهای آگروباکتریوم و پلاسمیدهای به

 .(3-3ند )جدول وشنمایند طبقه بندی می

 طبقه بندی آگروباکتریوم  -1-8-2

ها یاین باکتر باشند.می Rhizobiaceaeمنفی و متعلق به خانواده ی، گرماهایی میلهها باکتریآگروباکتریوم

شوند. طبقه بندی آنها در سیستم قدیمی بر اساس غالبا در نزدیکی سطح خاک در ناحیه طوقه گیاه یافت می

بیماری : عامل A.rhizogenes ،بیماری گال طوقه عامل A.tumefaciens صورت خصوصیات بیماریزایی به

ها را بر اساس الگوهای گروباکتریومآاخیرا باشد. میزا نژاد غیر بیماری A. radiobacter ن،ریشه موئی

ها به سه گروه مختلف )بیوتیپ( تقسیم اند. در این روش، آگروباکتریومرشدشان طبقه بندی مجدد نموده

ر ژنتیک در گیاهان مورد استفاده قرا مهندسی آزمایشات در 2و3نژادهای متعلق به بیوتیپ های که  شوندمی
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 .(3155)فارسی و ذوالعلی،  گیرندمی

 

 

 

 

 

 (.3351براساس نوع اوپین )پتیت و همکاران،  Riو  Ti: طبقه بندی پلاسمیدهای  3-3جدول

 مثال نژاد اگروباکتریوم       ستیک ترکیبات اوپینی موجود در بافت های نئوپلا                نوع اوپین

 Tiپلاسمید های 

           B6, ACH5اکتوپین، اکتوپینیک اسید، لایزوپین، هیستوپین                                 اکتوپین

 C58,T37                   آگروپین، آگروپینیک اسید، مانوپین، مانوپینیک اسید                           

 ...                                       Aنوپالین، نوپالینیک اسید، آگروسینوپین                نوپالین

 AT1,AT4آگروپین، آگروپینیک اسید، مانوپین، مانوپینیک اسید،                                  آگروپین

                                                     C آگروسینوپین                             

       Eu6,181  سوکسیناموپین، سوکسیناموپین لاکتام، سوکسینوپین لاکتام          5سوکسیناموپین 

 K305,K308اکتوپین، کوکوموپین                                                                    گراپوین

 Riپلاسمید های 

 A4,LBA9402                 ، یدآگروپین، آگروپینیک اسید، مانوپین، مانوپینیک اس            آگروپین

 Aآگروسینوپین                             

     TR7,8196، آگروپینیک اسید    Cمانوپین، مانوپینیک اسید، آگروسینوپین             مانوپین

 ,A13 2655 ,2657                                              موپینکوکوموپین، میکی        کوکوموپین

 

                                                           
Succinamoopin. 8
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ها، توانایی آنها در تولید کتولاکتوز از لاکتوز است. نژادهای وجه تمایز این نژادها از دیگر باکتری :1بیوتیپ 

د. این باکتری ها نتعلق دار 3به بیوتیپ  15955و  Ach5،A6 ،B6 ،C58نظیر A.tumefaciens بسیار معروف

درجه  23تا  25باشند اما در آزمایشگاه معمولا در دمای  میقادر به تکثیر درجه سانتیگراد  10تا دمای 

در دماهای بالاتر، قدری ناپایدارند. از محیط  Tiگراد رشد داده می شوند. چون بعضی از پلاسمیدهای سانتی

توان برای کشت آنها استفاده می TYو  LB، NB هایهمچون محیط کشت E.coliهای مرسوم برای کشت

)فارسی و  نیز امکان رشد آنها وجود دارد  YMBیا MMهای حداقل معین مانند کرد، اما در محیط کشت

 .(3155ذوالعلی، 

 ها توانایی آنها در رشد بر روی اریتریتول: وجه تشخیص این نژادها از دیگر آگروباکتریوم2بیوتیپ 

Erythritol)منبع کربن است. نژادهای آزمایشگاهی  عنوان تنهاه ( بA. rhizogenes  شامل نژادهای

NCPPB1855 ،ATCC15834  وA4  در درجه حرارت 2د. نژادهای بیوتیپ نمی باش 2بیوتیپ متعلق به-

گراد کشت درجه سانتی 23یا  25رشد ضعیفی دارند و بنابراین در دمای گراد درجه سانتی 16 های بیش از

توان آنها را در به خوبی رشد نمی کنند اما در عوض می  E. coli محیط کشت های مرسوممی شوند. در 

 . (3155)فارسی و ذوالعلی،  کشت نمود MMو  TY+Ca ،YMBمحیط کشت هایی نظیر 

 آگروباکتریوم  یدامنه میزبان-1-8-3

تعد هستند. سم ،آگروباکتریومموئین القاءشده توسط تومور و ریشه طیف گسترده ای از گیاهان به تولید

نگان و چند گیاه تک لپه نیز در ااما تعدادی از بازد ،البا گیاهان دولپه هستندغ ،گروباکتریومآاهان میزبان یگ

. اختصاصی بودن نژادهای آگروباکتریوم برای (3155فارسی و ذوالعلی، آنها قرار دارند ) یمحدوده میزبان

گردیده است. ماهیت برهمکنش بین  ئیدها به خوبی تامختلف بافتهای گیاهی مختلف و انواع ژنوتیپ

 یبایست ،ژنوتیپ -هنوز نامشخص است. برای پیدا کردن ترکیبات مطلوب نژاد ،های گیاهیسلول ها وباکتری

 علاوه بر ژنوتیپ، های گیاهی آزمایش شوند.ای از ژنوتیپآگروباکتریوم در گستره مجموعه ای از نژادهای
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ژنوتیپ حائز  -های نژاد می تواند در تعیین سازگاری یاهی نیزگبافت  یو وضعیت فیزیولوژیک نوع سن،

 اهمیت باشد.

های وئین در اکثر گونهمم برای تولید تومور یا ریشهوهای متعددی در مورد عدم توانایی آگروباکتریفرضیه

فعالیت  ، گیاه ییوم در اتصال به دیواره سلولعدم توانایی آگروباکتر عبارتند از ای وجود دارد کهلپهگیاهی تک

سیتوکنین در  -تعادل غیر عادی اکسین ،virژن های  ءبازدارندگی القا ،T-DNAیافته پروموتورهای  کاهش

های رفاکتو تولیددر اثر عدم  لپهبه زخم گیاهان تکآگروباکتریوم  در نهایت عدم پاسخ و لپهتک هایسلول

فارسی و ذوالعلی، ) که بنظر می رسد مهمترین عامل باشد ،زخم گیاهان تک لپهدهنده خاص توسط علامت

3155). 

 Ri و Tiساختار مولکولی پلاسمید های  -1-8-4

 T-DNAتند. ناحیه سکیلو جفت باز ه 306-215بزرگی به اندازه های حلقوی  Ri، DNA وTi  پلاسمیدهای

تفاوت است که دو توالی حفاظت مدر نژادهای مختلف  kb 02 تا 35که به سلولهای گیاه منتقل می شود از 

فین آن بر روی پلاسمید حامل قرار ری در طزنام توالی های مره مستقیم بتکراری جفت بازی  25شده 

تواند به سلول گیاهی این دو توالی مرزی قرار گرفته باشد می های که در فاصل DNAگرفته است. هر توالی 

های بیماریزا یا منطقه منطقه ژن .وجود دارد Riو  Tiمنطقه مهم دیگر بر روی پلاسمیدهای  ومنتقل شود. د

vir های مسئول انجام مراحل انتقال که ژنT-DNA های شامل برش، انتقال و تلفیق آن در ژنوم سلول

ها که لیسم اوپینهای دخیل در کاتابونزیمآهای کد کننده منطقه ژن اند وگیاهی در این منطقه قرار گرفته

 ،یابندهای موئین تراوش میهایی که توسط تومورها و ریشهآگروباکتریوم را از قابلیت استفاده از اوپین

 .(3155فارسی و ذوالعلی، ) نمایدبرخوردار می

 تومورزا و ژن های ریشه زا ژن های -1-8-5
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منابع  ون نیاز بهدو ب حتیتلقیح، براشده از مکان  موئین جداهایهای این ویتروی تومورها و ریشهکشت

دلیل بیان به دهند. این عدم نیاز به هورمون،  تکثیر سلولی ادامه می به رشد و ،های رشدخارجی هورمون

سرطان زایی  oncند )ژن های تها یا مسئول تولید فیتوهورمون هساین ژن .است T-DNAهای پایدار ژن

(. Riپلاسمیدهای   rolد )ژن های نباشها میها به اکسینت سلول( و یا مسئول افزایش حساسیTiپلاسمید 

های درحالیکه ریشه ،دهندهای تمایزنیافته کالوس ادامه میرا بصورت بافت خودهای توموری، رشد بافت

 نمایندرشد می  گرایی(،)عدم زمین3ین بصورت توده ای شدیدا منشعب از ریشه های پلاژیوتروپیکئمو

 مشاهده شده است. یاوکتوپین DNA-LTنوپالینی و  DNA-Tمشابهی در  DNAهای توالی. (3336تپفر،)

)یک  پنتیلایزو –AMPند که آنزیم های مسیر تولید تهای فیتوهورمون مولد تومور هساین مناطق دارای ژن

 را کد می نمایند.  (نین( وایندول استیک اسید )یک اکسینیسیتوک

T-DNA  پلاسمیدهایRi از چهار ژن  مجموعه رای یکادrol  بهاست کهrolA  ،rolB  ،rolC  وrolD 

آن  ORFکند که چهار را مشخص می 35ORF 36وجود  DNA-LT. توالی نوکلئوتیدی کامل منطقه معروفند

چنین نشان باشند. هممی rolDو  rolA  ،rolB  ،rolCهای به ترتیب متناظر با جایگاه 35،32،33،36یعنی 

که  rolBنمایند، به ویژه موئین ایفا میتری در القای ریشهنقش مهم rolA  ،rolB  ،rolCداده شده است که 

 rolCو   rolAباشند در حالیکه تر میهای تراریخته حیاتیهای تمایز سلولرسد در فرایندبه نظر می

های وللها در سناین ژن ها به گیاه و بیان آنتقال (. ا3330کارکردهای فرعی دارند )پلازون و همکاران، 

زا های درونهای گیاهی به اکسینها حساسیت سلولد. این ژنوموئین می شمنجر به فنوتیپ ریشه ،گیاهی

پیشنهاد کردند (، 3350(. اسپانو و همکاران )3355)شن و همکاران،  دهندمیگیاهی را افزایش  هایسلول

RT-  قرار گرفتند. DNA-LTموئین به اکسین، در های ریشهحساسیت سلول های مسول افزایش دادنکه ژن

DNA پلاسمیدهای یRi در چندانی نقش  که بنظر می رسد دارای ژنهای بیوسنتز اکسین است یاکتوپین

 .داشته باشدنموئین هایایجاد ریشه

                                                           
9. Plagiotropic 

Open Reading Fram. 01
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 T-DNAوقایع مولکولی دخیل درانتقال  -1-8-6

 -2 تجمع باکتری -3مل مراحل ضروری زیر است اگیاهی ش ایهروباکتریوم به سلولگآفرایند انتقال ژن از 

در ژنوم  T-DNAتلفیق  -0  آن انتقال و T-DNAتولید کمپلکس انتقال  -1 سیستم بیماریزایی باکتری ءالقا

 شود.که در بخش زیر هر کدام از این مراحل توضیح داده می (.3335)ریوا و همکاران،  گیاهی

 های گیاهیتجمع باکتری یا اتصال آگروباکتریوم به سلول -1-8-6-1

هطای گیطاهی   واره سطلول یط هطا بطه د  گروبطاکتریوم، اتصطال بطاکتری   آاولین مرحله در فرایند انتقال ژن توسطط  

ریوم شططامل لیپططوپلی سططاکاریدها و تگروبططاکآاسططت. پلططی سططاکاریدهای دیططواره سططلولی   ی زخمططیدر نططواح

پایس، )واتلططی و اسطط در ایططن فراینططد دارنططد ( نقططش مهمططیKنتططی ژن هططای آکپسططولی )پلططی سططاکاریدهای 

سطتی مشطخص   ریابطد بد ن اتصطال مطی  آوم بطه  تریگروبطاک آسطپتور سطلول گیطاهی کطه     راما ماهیت (،  3300

ظطر مطی رسطد کطه یطک فطاکتور مهطم در تعیطین         نور بطرای اتصطال، ب  تسطپ رهر چند که وجطود یطک    ،نیست

هططای گیططاهی در عمططل اتصططال نقططش چنططدانی ندارنططد و در   ریوم باشططد. سططلولتگروبططاکآدامنططه میزبططانی 

زوم بططاکتری وکرومطط ندهططد و بیططان سططاختمانی چنططد ژ کتریوم انجططام مططیبططاگروآعمططل اصططلی را  ،مقابططل

نقطططش اصطططلی را در ایطططن فراینطططد ایفطططا      pscA(exoC)و att ،chvA ،chvBهطططای مکطططان  شطططامل ژن

هطای موردنیطاز بطرای اتصطال موفطق بطاکتری       رای ژناد attزومی وکیلطو بطازی کرومط    26لوکطوس   .نمایندمی

ت )ایمططز و ای مططورد مطالعططه قططرار گرفتططه اسططایططن مکططان بطططور گسططتردهباشططد. مططیبططه سططلولهای گیططاهی 

و  ایمطططز تحقیقطططات(. 3336؛ هیگینطططگ و همکطططاران،  3330؛ مطططاتیس و همکطططاران، 3336همکطططاران، 

هططای قططرار گرفتططه در نشططان داد کططه ژن 3330و همکططاران در سططال  مططاتیس و 3336همکططاران در سططال 

ترکیبطات   سطنتز  در ،دهنطده و ژن هطای سطمت راسطت    ، در وقطایع مولکطولی علامطت   attلوکطوس   پسمت چ

  د.یل هستنخی مورد نیازدر فرایند اتصال دساسا
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ساکارید رحله اول توسط یک پلیرد. میگصورت می یالهحیک فرایند دو مرطی گروباکتریوم در آاتصال 

سالم است. مرحله دوم در  attن مستلزم وجود یک مکان آشود که سنتز میانجیگری می شدهکپسولی استیله

ر زیادی باکتری را در محل زخم اباکتری است که تعداد بسی طهای سلولزی توسشامل ساخت فیبریل ،اتصال

ضروری نیست اما این ویترو توسط باکتری برای تومورزایی در شرایط  سنتز سلولزنماید. اگر چه که ر مییدرگ

 ،زلسلو سنتزهای ناتوان در است زیرا موتانت تر حائز اهمیادر طبیعت بسی هبرای اتصال باکتری به گیا

، فراوری و سنتزدر  pscAو  chvA ،chvBزومی وهای کرومنژشوند. جدا می گیاه براحتی از سطح بافت

نها در فرایند آو دیگر قندها دخیل هستند و نقش  هاهای حلقوی و سوکسینوگلیکانگلوکان -2و3 -بتاانتقال 

 ،ها هستندرای نقص در این ژناهای موتانتی که دباکتری ،شود. از طرفیاتصال ازهمین مسئله حدس زده می

 (. 3353)کانجلوسی و همکاران،  باشندار مشکل میچد تصالدر فرایند ا

 القای سیستم بیماری زایی باکتری -1-8-6-2

های کد شونده را در خود جای داده است. پروتئین Riو  Tiهای بیماریزای پلاسمیدهای ، ژنvirمنطقه 

یک ناحیه  virدهند. منطقه انجام می اسلول گیاهی ربه  T-DNAعمل انتقال  ، virهای منطقه توسط ژن

پرون غیر ا 2و )  vir A) ،virB ،virC ،virD ،virE ، virGاپرون ضروری  0ازی است که از بکیلو  06-16

 vir A ، vir Gها متفاوت است.های موجود در اپرون( تشکیل یافته است. تعداد ژنvirF ،virHضروری  )

بترتیب  virBو   virDدر حالیکه  ،انددو ژن را در خودجای داده virHو  virE  ،virCفقط یک ژن،   virFو

و  شوندبصورت ساختمانی بیان می virGو  virAهای یان فقط اپرونمباشد. از این ژن می 33و  0رای اد

)ایوچی،  نمایدرا فعال می vir هاینبرداری از دیگر ژحاصل بیان آنها یک سیستم دو بخشی است که نسخه

   (.3350؛ نیکسون، 3331

virA را  گیاه میخرها شده از نواحی ز های سیگنالیک پروتئین حسگر غشایی دایمر است که مولکول

ا ترکیبات یاسیدی  pHعبارتند از  virAهای فعالساز . سیگنال(3331)پن و همکاران،  نمایدشناسایی می

رژیک با ترکیبات نو گروه خاصی از مونوساکاریدها که بطور سی (3332)وینانز ،  فنلی نظیر استوسیرینگون
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ب؛ کانجلوسی و  3336الف و 3336؛ شیمدا و همکاران، 3336، )انکنبر و همکاران نمایندلی عمل میفن

کننده مثبت دو یک سیستم تنظیم، virGو virA هایپروتئین(. 3330؛ دتی و همکاران، 3336همکاران، 

همانگونه که ذکر شد یک پروتئین قرار  virAپروتئین . دهند )حس گر و فعال کننده(بخشی را تشکیل می

به  virAمحض اتصال پروتئین ه نماید. بسپتور اولیه عمل میراست و بعنوان یک  ءگرفته در عرض غشا

کینازی  تاز خاصی ،فعال  virA.گرددگردیده و فعال می لهاین پروتئین فسفری ،لیفنمولکول محرک 

شدن  لهاز فسفری سپ virGنماید. پروتئین می لهرا در سیتوپلاسم فسفوری virGبرخوردار است و پروتئین 

عمل نموده و آنها را فعال می virهای کننده بیان ژنتنظیم اریبردبعنوان یک فاکتور نسخه ،virAوسط ت

های به فاکتور virفعال شدن سیستم . ب( 3336الف؛ جین و همکاران،  3336)جین و همکاران،  نماید

بیان  virژن های  ،C°11های بالاتر از نیز بستگی دارد. در درجه حرارت pHخارجی نظیر درجه حرارت و 

ود )جین و گردیده و غیر فعال می ش ساختاری تدچار تغییرا virAپروتئین  ،زیرا که در این دما ،شوندنمی

 (.3331همکاران، 

 و انتقال آن T-DNAس انتقال کتولید کمپل -1-8-6-3

 از رشتهال دارد که رونوشتی بای را بدنرشتهتک یهاتولید مولکول، virفعال شدن ژن های 

T-DNA باشند. هر قطعه تحتانی میDNAورت تک صب ،گرفته باشد ری قرازین دو توالی مربی که در ی

که توسط    2VirDو  1VirDد. دو پروتئینوشتلفیق می آنای به سلول گیاهی منتقل گردیده و در ژنوم رشته

 نرا در بین سومین و چهارمی T-DNAتند و رشته سازی هئدارای فعالیت اندونوک ،دونشکد می virDاپرون 

می DNA-Tخاتمه بازیافت و شروع  مکانهای ،دهند. مکانهای برشبرش می جفت باز تکرارهای مرزی

هضم اگرونوکلئازی  زماند وامتصل باقی می  DNA-Tبه انتهای لیت اندونوکلئازی،اپس ازفع، 2virD.باشند

DNA-ssT  1ممانعت می نماید.  5´از انتهایvirD رشته  1´کننده انتهاینیز تعیینDNA-T  می باشد. پس

است شروع رمرزی  توالیبرش  هتانی بطور همزمان از ناحیحت T-DNAاز انجام برش، عمل ساخت رشته 

پس از رسیدن فعالیت  .رودپیش می 1virDتوسط  هتا محل برش ایجاد شد 1´– 5´گردیده و در جهت 
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بدلیل شکاف ایجاد شده توسط این پروتئین در توالی مرزی سمت  1virDپلیمرازی به محل قرار گرفتن 

به سمت سلول گیاهی حرکت می نماید. بر  5´از انتهای  2virDجدا می گردد و به رهبری  DNA-T،چپ

 03پروتئین با  2virD-DNA-ssTکمپلکس پیشنهادی برای فرایند انتقال، ن مدلیاساس پذیرفته شده تر

از یک  ،2virEاتصال  .شودوشیده میپپروتئین متصل شونده به تک رشته است  که یک 2virEکیلو دالتونی

 2nmقطر کمپلکس انتقال را به  ،در برابر نوکلئوازها شده و از سوی دیگر T-DNAحفاظت رشته باعث سو 

و  ،بترتیب دارای دو 2virDو  2virEنماید. دو پروتئینرا بسیار تسهیل می آن نتقالدهد که عمل امی لیلتق

نقش  ،اتصال به سلول گیاهی باشند که پس از ورود کمپلکسمی 33ای گیاهیهسته یابیمکان یک علامت

به سلول  2virEای انتقال رب 1virEنمایند. پروتئینبسیار مهمی را در ورود آن به هسته سلول گیاه ایفا می

که ساختارهای مرتبط با غشا را برای نماید پروتئین را کد می 33حداقل  ،virBباشد. اپرونگیاهی ضروری می

نمایند ها احتمالا یک کانال غشایی را ایجاد میآوردند. این پروتئینراهم میفبه سلول گیاهی  T-DNAنتقالا

 ،زای ضمیمهریهای بیماژن سایرگردد. یق آن به سلول گیاه منتقل میراز ط پروتئین -ssT-DNAکه کمپلس

باشند و در تعیین دامنه میزبانی اختصاصی به  همشخصی وجود داشت Tiیا  Riممکن است در پلاسمیدهای 

 20یک پروتئین س  کد کننده نژادهای باکتری نقش دارند. بعنوان مثال در نژادهای اکتوپینی، یک لوکو

 باشد. نژادهای نوپالینی فاقدضروری می Nicotiana glaucaکه برای تولید تومور در وجود دارددالتونی 

گروباکتریوم آنین را در یمی باشند که بیوسنتز سیتوک tmsاما در عوض دارای یک ژن هستند،virFلوکوس 

  (.3335)ریوا و همکاران،  دهدانجام می

 نوم گیاهی ژدر  T-DNAتلفیق -1-8-6-4

و  2virDرود. دو پروتئینهسته به درون هسته می ءاز طریق غشا DNA-ssTکمپلکس ون سلول گیاهی،ردر د

2virE انتقال  ،در عمل (.3332)هویکاز و شیلپروت،  ش اساسی دارندقد نندر این فرایDNA-T  ه،ستهبه 

)ریوا و  نمایندنیز شرکت می یاختصاصی موجود در سلول گیاه NLS-binding تعدادی از پروتئین های

                                                           
11. Plant nuclear location signal 
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گونه بیان  به درون ژنوم گیاهی است. اینتلفیق آن  T-DNAمرحله نهایی فرایند اتصال (. 3335همکاران، 

؛ پوچتا و 3333)گیسن و همکاران، دهدرخ می هترولوگ در اثر یک نوترکیبی T-DNAاست که تلفیق شده

حداقل  جفت شدن تعداد اندکی باز، بر اساس این مدل،(. 3330؛ لمان و همکاران، 3335همکاران، 

T-، 1´آورد. انتهایبرای اتصال فراهم می 2virD رییگضعبا مو ،وترکیبیاختصاصی بودن را برای فرایند ن

DNA  اندکی همولوژی باDNA س و اولین تما هگیاهی پیدا نمودT-DNA  باDNA گردد. گیاهی برقرار می

این  1´در انتهای  ،های اندونوکلئازد و سپس آنزیموشباز می شکافیک  گیاهی، DNA، 1´-5´در رشته

متصل  virD 2که به DNA-Tرشته  5´دهند. حال اولین نوکلئوتید انتهایگیاهی را برش می DNA، شکاف

 ،1´شود و دنباله جفت نشده  انتهایگیاهی جفت می DNAبر روی رشته فوقانی  شده است، با یک نوکلئوتید

T-DNA مراه ه بهDNA های نوکلئاز هضم گردیده و رشته توسط آنزیم ،گیاهی خارج شدهT-DNA، شکاف 

در  ،T-DNAن ار گرفترپس از ق. نمایدگیاهی )رشته تحتانی( را پر می DNA ،1´-5´ایجاد شده در رشته 

مخالف  DNAشود که سبب ایجاد شکاف در رشته گیاهی یک پیچ خوردگی ایجاد می DNA، 1´-5´رشته 

 T-DNAسلول گیاهی گردیده و رشته مکمل  DNAگردد. این وضعیت سبب فعال شدن مکانیزم ترمیم می

 (. 3335)تینلاند و همکاران، شودسنتز می یگیاه DNA ،1´-5´در مقابل آن بر روی رشته

 روش های تائید تراریختی-1-8-7

زمایش آیکی از مراحل اصلی در فرایند انتقال ژن خارجی به گیاه، تائید تراریختی مواد گیاهی پس از انجام 

نها آوی ر قال ژن برنتای که ااولیه اد گیاهیوم به باشد که با هدف اطلاع از ورود ژن مورد نظر ریختی میترا

پس از انجام  فقطو  گیردصورت می موادگیاهی ازاینه شد باززایی و همچنین در گیاهان تفته اسرصورت گ

های از روش ،ظورمن گردد. بدینمشخص می نتقال ژنموفقیت یا شکست یک فرایند اکه  این مرحله است

ای پلیمراز و ، واکنش زنجیره12هیبریداسیون ساترن ،هاشود که از متداولترین این روشستفاده میاختلفی م

 ،علاوه بر تشخیص توالی ژنی منتقل شده ،هیبریداسیون ساترن با استفاده از روش باشند.های نشانگر میژن

                                                           
12. Southern Blotting 



21 
 

روشی قوی برای پی بردن به نیز  PCRتکنیک . دومشخص نمن را نیز آل شده قتنهای متوان تعداد نسخهمی

بدین منظور یک جفت  ال است.نتقدر ژنوم مواد گیاهی، پس از انجام فرایند ا ،ل شدهقتنحضور توالی ژن م

زمایش تراریختی طراحی گردیده و پس از استخراج آساختار ژنی مورد استفاده در  برای غازگر اختصاصیآ

DNA  غازگر را در یک واکنش آمواد گیاهی، اینPCR نمایندبرای تکثیر قطعه اختصاصی مورد نظر وارد می 

ردیابی و  باشند.می قت از مزایای استفاده از این روشدگیاهی مورد نیاز، سرعت و  DNAمقدار کم .

به مورد نظر با موفقیت  DNAهای ترانسفورماسیون گیاه، به منظور اطلاع از اینکه آیا آشکارسازی سیستم

های ژن گیرد.ها صورت میای از ژنهای میزبان منتقل شده است یا خیر به کمک مجموعهدرون سلول

-های نشانگر به دو گروه تقسیم میژن شوند.نشانگر نیز همراه با ژن هدف در پلاسمید ناقل جای داده می

 شوند: 

ها بررسی آسان آنهاست. چون برای . مزیت استفاده از این ژن30و ژن های گزارشگر 31های گزینشگرژن

 .، الکتروفورز و یا اتورادیوگرافی نیازی نیست DNAتشخیص آنها به استخراج 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
Selectable Marker Gene .31

Reporter or Scoreable Genes. .41
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های گیاه مواد از محل زخم سلولشمایی از نحوه ی انتقال ژن بوسیله ی اگروباکتریوم به ژنوم سلول گیاهی.  -2-3شکل 

موجب  Vir Gکند و را فعال می Vir A  ،Vir Gحس می شوند و  Vir A(؛ که توسط 3شود)مرحلهفنولیک و قند ترشح می

(؛ 1کند )پروتئینی را تولید می Virتمام  Vir(؛ ژن 2می شود )مرحله Ri، پلاسمید Vir های بیان سایر ژن
2

Vir D
 1

Vir D 
  

و  Vir D)همراه با  DNA-ssT(؛ 5و 0باشند )مرحله و انتقال آن می  Riاز پلاسمید  DNA-ssTمسول تولید 
2

Vir Dتوسط ) 

 
2

Vir E  از طریق مجموعه انتقال دهندهVir B (؛ داخل سلول گیاهی 0شود )مرحله منتقل میDNA-T  با
2

Vir E  پوشیده

های گیاهی در انتقال کمپلکس  (؛ انواع پروتئین0شود )مرحله می
2

+ Vir E 
2

+ Vir D 
1

DNA + Vir D-T و تلفیقDNA-T 

 (.3335هسته گیاه موثر هستند )تینلاند و همکاران،  DNAبه 

 (LB= left border; RB= Right border; pRi = Ri plasmid, NPC = nuclear pore complex)  

 



22 
 

 گزینشگرنشانگر استفاده از ژن های -1-8-7-1

ی که یهاکشت قابلیت زنده ماندن در محیط های گیاهی تراریخته را ازهای نشانگر گزینشگر، سلولژن

های غیر تراریخته سلول کهدرحالی ،دنسازبرخوردار می ،باشندمحتوی مقادیر سمی از یک عامل گزینش می

 هایرا به روش مشابه با ژن آن گزینشگر،هایی از بین خواهند رفت. برای استفاده از یک ژن در چنین محیط

در صورت انتقال  .دهندمی  مورد استقاده قرار  تراریختیزمایش آدر  ،مورد نظرژن اصلی  ، به همراهگزارشگر

های تراریخته از فنوتیپ ژن گزینشگر برخوردار زمایش، سلولآبافت گیاهی مورد  به ساختار ژنی مورد نظر

د دارد. ی وجوهنشانگر گزینشگر در دسترس محققین بیوتکنولوژی گیا هایخواهند گردید. تعداد زیادی از ژن

های ایجاد های بیوسنتز هورمون و ژنها، ژنشها و علفکنتی متابولیتآها، بیوتیکبه آنتی  های مقاومتژن

زمایشات تراریختی آمورد استفاده در گزینشگر  های نشانگرمینه، ژنآمقاومت به مقادیر سمی از اسیدهای 

 .باشندگیاهی می

 استفاده از ژنهای گزارشگر-1-8-7-2

در  ،تحت کنترل یک پروموتور که از فعالیت مطلوب در سلول گیاهی برخوردار باشد ،گزارشگر یک ژن

میز ساختار آانتقال موفقیت  تگردد. در صورده جاسازی مینل شوقتنت ژن اصلی در ساختار ژنی مسبالاد

ن آر اساس دهد که برا بروز می سنجشو یک فنوتیپ قابل  هیددبیان گر ژن گزارشگر ،ل شوندهنتقژنی م

، بطور مستقیم مواد PCRی همچون هیبریداسیون ساترن و یهاتوان براحتی و بدون استفاده از تکینکمی

لوسیفراز (، CAT) ترانسفرازاستیللویککلرامفن (،OS)سنتازهای اوپینگیاهی تراریخته را شناسایی نمود. ژن

نتوسیانین، آهای تولید ژن( و GUSبتاگلوکورونیداز )(، GFPسبز )پروتئین فلورسنت  (،zLux F)باکتریایی 

که برای پی بردن به بیان آنها  باشندمی زمایشات تراریختی گیاهیآگزارشگر مورد استفاده در معمول های ژن

 در واکنش آنزیمی ورده نشاندارآفر شکارسازیآترتیب از الکتروفورز بر روی کاغذ، ه ب ،های گیاهیدر سلول

. شودده چشمی استفاده میهرسنت و مشاو، میکروسکوپ فلمتری توسط لومینوتاب اتورادیوگرافی، ثبت پرتو

که با حساسیت زیادی آشکار شود، زمینه یک ژن گزارشگر ایده آل باید واجد خصوصیاتی باشد از جمله این
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ر مخرب باشد، هزینه داخلی خیلی کم داشته باشد، بررسی آن به صورت کمی ممکن باشد، بررسی آن غی

در این تحقیق در  GUS(. به دلیل استفاده از ژن گزارشگر 3155فارسی و ذوالعلی، بررسی آن زیاد نباشد )

 شود.ادامه این نشانگر توضیح بیشتری داده می

 GUS (β Glucuronidase)بتا گلوکورونیداز یا  -1-8-8

را کد می کند به عنوان   (GUS)که آنزیم بتاگلوکورونیداز Uid Aدر چند سال اخیر ژن باکتریایی 

آنزیم  Uid Aپرکاربردترین ژن گزارشگر مورد استفاده برای بررسی بیان ژن در گیاهان مطرح شده است. ژن 

گلوکورونید  کند. بتاگلوکورونیداز،را کد می 0-5مطلوب  pHکیلودالتون و  05بتاگلوکورونیداز با وزن مولکولی 

که وجود آن قابل آشکارسازی است. دلیل اصلی یرشود به طوشکند و منجر به واکنش رنگی میرا می

مقبولیت این ژن به عنوان ژن گزارشگر، وجود یک آزمایش غیررادیواکتیو بسیار حساس با استفاده از ماده 

جش کمی بیان است. که امکان سن X-Glucو آزمایش هیستوشیمیایی با استفاده از  MUGluc-4فلوروژنیک 

آورد. مزیت اصلی این گزارشگر عدم نیاز را به طور اختصاصی در سلول و بافت گیاهی فراهم می Uid Aژن 

  E.coli(. این ژن از باکتری3155فارسی و ذوالعلی، ، الکتروفورز و اتورادیوگرافی است )DNAآن به استخراج 

برای اولین بار استخراج شد. این ژن بسیار پایدار، دارای مقاومت بسیار بالا به بسیاری از مواد شوینده و 

نظیر  (thiol)متحمل به شرایط یونی بسیار متغیر است و نیز در حضور عناصر احیا کننده گوگرد 

می باشد. ژن  2/5-5بین بهینه  pHبسیار فعال است. دارای قابلیت سنجش در  DDTبتامرکاپتواتانول یا 

GUS کننده شود، به این معنی که توالی کدمعمولا در حالت ترکیب ژنی به کار برده میGUS  تحت کنترل

این ژن  شود.ویروس موزاییک گل کلم استفاده می 35Sتوالی کدکننده ژن دیگری است که اغلب از پروموتور 

یک نماتد به کار برده شده است. اما اخیرا به طور گسترده و E.coliاولین بار به عنوان ژن ترکیبی مارکر در 

 (.2660)سوون و اکسامان کالدنتی، ای جهت مشاهده بیان ژن در گیاهان به کار گرفته شده است

 موئین، اهمیت و کاربردهاهایریشه ی القاءنحوه -1-9
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غذایی خود )اوپین ها( منابع در طبیعت گیاهان را برای تامین ،  A. rhizogenesباکتری خاکزی گرم منفی

تعد را سهای نواحی زخمی گیاهان مسلولاز  های سیگنال منتشر شوندهمولکول این باکتری، نماید.می آلوده

های سبب ایجاد ریشه  A. rhizogenes با گیاهان آلودگی گردد.می متصل مناطق دریافت نموده و به این

از یک پلاسمید بزرگ بنام  ایدارای نسخه ،زای این باکترینژادهای ریشه .شودمکان آلودگی میموئین در 

Ri  هستند. در پلاسمیدRi آگروپینی،DNA -T  ،به دو بخشDNA-T  چپDNA)-L(T  و-T 

DNAراستDNA) -R(T شود. تقسیم میDNA-T  های تومورزائی هایی مشابه با ژنژنراست حاوی

به  DNA-Tند. اقرار گرفته DNA –RTگروپین نیز در ناحیهآهای دخیل در سنتز باشد. ژنمی  Tiپلاسمید

های کد گردد. ژنهای میزبان تلفیق میطور پایدار در ژنوم سلوله های ناحیه زخمی منتقل گردیده و بسلول

برخوردارند که  یوکاریوتیکننده های تنظیمدارای منشا پروکاریوتی هستند اما از توالی T-DNAشونده در 

 به  وانت نماید. سنتز اکسین را میپذیر می امکانبا آگروباکتریوم  شده آلوده گیاهی هایدرسلولرا  بیان آنها

DNA-Tتوسطو عدم حضور سنتز اکسین تحریک  رت نسبت داد. اما حتی دسار DNA-RT  ( مانند نوع

-ماده ،Riپلاسمید  DNA-LTهای افتد. ژناتفاق می موئینریشه ( نیز القاءستا auxلوکوس مانوپین که فاقد 

، نمایدمیاست را سنتز زا تحت تاثیر سنتز اکسین درونموئین های گیاه را تحریک به تمایز ریشهکه سلول ای

 .(2662؛ سوون و همکاران، 3355)سینکار و همکاران،

خصوصیات  ،و رشد در محیط کشت فاقد هورمون ، عدم زمین گرایی، ثبات ژنتیکی و بیوشیمیاییسریعرشد 

عنوان مواد گیاهی ارزشمندی در بیوتکنولوژی گیاهی ه نها را بآموئین هستند که های ریشهفرد ه منحصر ب

های مختلف کاربرد به تحقیق بر روی جنبه در سراسر دنیامحققین زیادی ه امروز داده است. مورد توجه قرار

 وهای مدل درتحقیقات متابولیسم عنوان سیستمه موئین بهای ریشهد. کشتپردازنموئین میریشه های

امیدبخش برای  و جایگزین یعنوان روشه گیرند و از سوی دیگر باستفاده قرارمی دفیزیولوژی گیاهی مور

 ، تحقیقاتهای ثانویه گیاهیهای گیاهی در تولید این ویتروی متابولیتهای سوسپانسیونی سلولکشت

های ژنتیکی و تشخیص ورزیهای درختی، دستگونهاصلاح در  داربرک .شودنها انجام میآفراوانی بر روی 
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می نموئیهایهای جذاب ریشهاز دیگر پتانسیل ،35فرایندهای بنیادی پدیده پالایش زیستی توسط گیاهان

 .(2665ان، )آلپیزار و همکار باشند که در بیوتکنولوژی گیاهی مد نظر قرار گرفته است

 ه یثانو های تولید متابولیت-1-9-1 

در  باشند.بالا می ایهای ثانویه ریشهسرعت رشد زیاد و توانایی سنتز متابولیت دارای ،موئینهای ریشهکشت

هستند و میزان رشد و تولید آلکالوئید در  ازمندنی بیرونیهورمونی  منبعای به های ریشهحالت عادی، کشت

های ثانویه گیاهی در موئین، انقلابی در تولید متابولیتهایهای ریشهآنها بسیار اندک است. استفاده از کشت

موئین، در ثبات ژنتیکی و بیوسنتزی منحصر به فرد هستند. رشد هایاین ویترو ایجاد کرده است. این ریشه

های ای از ترکیبات شیمیایی، مزیتبرابر شدن کوتاه، راحتی نگهداری و توانایی سنتز گسترهسریع، زمان دو 

نماید )حسنلو و های ثانویه ارزشمند ایجاد میبیشتری را به عنوان یک منبع دائمی برای تولید متابولیت

د در حد بهینه موئین، شرایط کشت بایهای(. برای بدست آوردن کشتی متراکم از ریشه3150همکاران، 

های کشتموئین ممکن است وابسته به رشد نباشد. هایهای ریشهحفظ شود. تولید ترکیبات ثانویه در کشت

عنوان مواد ه که ب هستندترکیبات شیمیایی منبعث از گیاهان  برای تولیدبع ارزشمندی امن ،موئینهایریشه

های تراریخته گونهموئین هایگیرند. ریشهار میهای خوراکی مورد استفاده قرآرایشی و افزودنیدارویی،

-اند. لاینقرار گرفته بررسی های ثانویه در این ویترو مورد طور گسترده برای تولید متابولیته گیاهی زیادی ب

های ریشه های ثانویه باشند. کشتامیدوارکننده برای تولید پایدار متابولیت یتوانند منبعموئین میهای ریشه

بیوسنتز . میزان نمایندولید میتبدون از دست دادن ثبات ژنتیکی  را در درازمدت، های ثانویهمتابولیت ،موئین

 نیز ای و محیطیاما تحت تاثیر عوامل تغذیهدارد ژنتیکی  ، مبنایهای تراریختههای ثانویه در ریشهمتابولیت

دهد. مقدار ویه را تحت تاثیر قرار میهای ثانگیرد. ترکیب محیط کشت، رشد و تولید متابولیتقرار می

وجود مواد  و ، ماهیت منبع نیتروژن و مقادیر نسبی آنها، نور، درجه حرارتبیرونیهورمون رشدی  ،ساکارز

                                                           
15. Phytoremediation  
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 بیوماس، و تولید متابولیت ثانویه را متاثر سازند مقدارتوانند رشد، ، همگی میمحرک یا بازدارنده شیمیایی

  .(2665؛ آلپیزار و همکاران، 2662کالدنتی، -)سوون و اکسامان

 مهندسی متابولیت  کاربرد-1-9-2

توسعه و کاربرد اصول مهندسی ژنتیک در گیاهان ارزیابی، برای  یهای موئین سیستم مدل ارزشمندریشه

موئین و بررسی بیان  هایهای گزارشگر بالقوه به ریشههای گزارشگر شناخته شده یا ژن. انتقال ژنهستند

-های ساده، راهبردی کارآمد برای بهینه سازی یا کشف گزارشگرهای جدید در سیستمآنها در این سیستم

با موفقیت  فلورسنت سبز،ژن پروتئین  های گیاهی در اختیار محققین قرار داده است. به عنوان مثال،

. ریشه های (3333)اکسامان کالدنتی و همکاران،  قرار گرفت آزمایشمورد  گیاه بذرالبنجهای موئین درریشه

قرار گرفتند.  ایشعنوان ژن گزارشگر مورد آزمه ذرت ب Snبرای استفاده از ژن نیز موئین چند گونه دو لپه 

شود )ریوا و همکاران، یبه تولید رنگدانه قرمز رنگ م و منجرمسیر بیوسنتز آنتوسیانین را فعال  ،Snژن 

3335.) 

، یکی از موانع کلیدی برای مهندسی خاصیافته یک متابولیت بهبودبرای تولید  سیستم راحییند طآدر فر

رخ  تغییرات پیوسته متابولیکیآشکار شدن تغییر نماید.  دمراحل مسیری است که بای ، شناساییمتابولیک

مراحل  کشف برایشبکه متابولیکی یک مورد نیاز برای تحلیل ضروری یکی از اطلاعات  دهنده در یک مسیر،

 یهایها در سیستم گیاهی مشکل است اما پیشرفتاست. اگر چه که این سنجش محدودکننده سرعت مسیر

با موفقیت برای  C13و  P31های ایزوتوپموئین حاصل گردیده است. هایبا استفاده از ریشه در این زمینه

موئین یها( و سرعت مسیرها در ریشههای چند متابولیت اولیه )گلوکان، مالات و پیروواتسنجش غلظت

یابی به نقاط ایجاد محدودیت در یک شبکه ها برای دستاند. این اندازه گیریمورد استفاده قرار گرفته

 گیرد.مورد استفاده قرار می ایندولی هایشاخه ای نظیر مسیر آلکالوئید یمتابولیک

  های موئینکامل از ریشه باززایی گیاه-1-9-3 
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های موئین مانند برخوردارند. گیاهان باززایی شده از ریشه کاملهای تراریخته از قابلیت باززایی گیاهان ریشه

با گیاهان شاهد، فنوتیپ  قایسهآنها، ثبات ژنتیکی دارند. اما در بعضی موارد گیاهان تراریخته در م خود

م رسند تراریخته، هایازریشه شده . گیاهان باززایی(2660)مقالب وهمکاران،  دهندمتفاوتی را نشان می

در ژنوم  Riپلاسمید  rolCو  rolA  ،rolBهای وسدهند که حاصل بیان ترکیبی لوکموئین را نشان میهریش

-مسئول کوتاه rolAمسئول یک تغییر فنوتیپی خاص است. لوکوس  های ژنی،یک از این مکان است. هرگیاه 

پرچم و گل و کوتاه شدن طول هایکلالهبرآمدگی مسئول  rolBها، ها و چین خوردگی برگهمیانگر دنش

rolC گیاهان  .(3335باشد )تینلاند و همکاران، مییت انتهایی لباغها و کاهش همیانگر عامل کوتاه شدن

ها به محیط ها( یا با انتقال ریشهصورت خودبخودی )مستقیما از ریشهه موئین بهایممکن است از ریشه

ست که باززایی خودبخود ا این Riمبتنی بر پلاسمید رمون باززا شوند. مزیت انتقال ژن کشت محتوی هو

توان گیرد و گیاهان تراریخته را میتنوع سوماکلونال صورت می و بدون فاز کالوس بعضی از مواقعدر  ،ساقه

بدست آورد. علاوه بر این،  ،دیننمابدون نیاز به عوامل گزینش و مواد شیمیایی که باززایی ساقه را محدود می

شود، درحالیکه می هاتعداد زیادی از سلول باعث از دست رفتن A. tumefaciensواسطه ه ب ریختیترا

که پس از چند دوره کشت  آوردای را بوجود میتراریخته هایسلول A. rhizogenesتراریختی با استفاده از 

های اندام صورت کشته توانند بهای موئین میاین ریشهقابل استحصال هستند.  ، به صورت کلوننوک ریشه

)  صورت پذیردهای سیتولوژیکی از آنها ناهنجاریمدت طولانی نگهداری شوند و بعدها باززایی ساقه بدون ه ب

 .(2660سوون و اوکسامان کالدنتی، 

، و تولید سریع برگ فراوان جانبیهای ، تشکیل جوانهموئین، رشد سریعهایگیاهان باززایی شده از ریشه

در  ،شوندموئین مشاهده میهایشده از ریشهای که در گیاهان بازاییهای تغییر یافتهدهند. فنوتیپنشان می

کاهش ، جانبی هایشاخهاند. تشکیل فراوان مفید واقع شدهگیاهان زینتی  های اصلاحیمواردی برای برنامه

، از جمله های چین خوردهبرگ تغییر زمان گلدهی وگ و گل، کوتولگی، تغییریافته بر شکلغالبیت انتهایی، 

موئین هایصفات مورفولوژیکی با ارزش زینتی هستند که بعضا در گیاهان زینتی باززایی شده از ریشه
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وم یهای معطر پلارگونکیفیت زینتی گونه (،2660وهمکاران ) 30شوند. بعنوان مثال، پلگرینسکیمشاهده می

 .نمایدآنرا غیر جذاب می ،ش داده اند. این گیاه عطر خوشبویی دارد اما میانگرهای بلند و رشد کمرا افزای

و از کیفیت زینتی بیشتری  قامت کوتاهتری دارند این گیاه، موئینهای  گیاهان باززایی شده از ریشه

 باشند.برخوردار می

 دستورزی ژنتیکیکاربرد در -1-9-4

انجام داد. به  A. tumefaciensهای مشابه با روش A. rhizogenesتوان با استفاده از تراریختی گیاهان را می

برای فرایند انتقال ضروری نیستند.  Riپلاسمید  T-DNAهای های مرزی، هیچ یک از توالیاستثنای توالی

اهان های گیاهی، گیخارجی جایگزین و پس از انتقال به سلول  DNAرا با T-DNAتوان بدین جهت می

های مرزی یک ناقل هر ژن خارجی مورد نظری که در فاصله توالیتراریخته را باززا نمود. علاوه بر این، 

-می بدین ترتیب موئین منتقل نمود.هایتوان به ریشهقرار گرفته باشد را می Riمبتنی بر پلاسمید  دوگانه

تغییر داد و یا با انتقال موئین هایدر ریشه بیطور انتخاه های ثانوبه گیاهی را بمتابولیتالگوی تولید توان 

هیدروکسیلاسیون، میتیلاسیون و گلیکوزیلاسیون خاص را  هایهایی که واکنشهای کدکننده آنزیمژن

 .Hyoscyamus بتاهیدروکسیلاز از -0مجبور به تراوش نمود. انتقال ژن را ها این متابولیت ،نمایندکاتالیز می

muticus موئین هایبه ریشهAtropabelladona  با استفاده از یک سیستم ناقل دوگانه مبتنی برA. 

rhizogenes ،موئین با انتقال ژن است که ریشههایورزی مسیرهای متابولیکی در ریشهدست از یک مثال-

فزایش برابر ا 5تا  آنهاای را نشان و مقدار اسکوپولامین در شده فعالیت آنزیمی افزایش یافتههای مهندسی

از  نیتین دکربوکسیلازربا ژن او Nicotiana rusticaتراریخته  . ریشه های موئین(3332)هایکاس،  یافت

 Catharanthusاز  با ژن تریپتوفان دکربوکسیلاز Peganum harmallaموئین تراریخته هایریشه مخمر و

roseus، تپفر و همکاران،  اندسراتونین را نشان دادههای ثانویه نیکوتین و بترتیب افزایش تولید متابولیت(

2663.) 

                                                           
16. Pellegrineschi 
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 پالایش زیستی گیاهی کاربرد در -1-9-5

یک تکنولوژی در حال ظهور است که گیاهان سبز را برای حذف یا بعبارت دیگر  پالایش زیستی گیاهی،

د استفاده قرار رهای آب زیرزمینی موها و حوزهخاکاز های ارگانیک یا آلاینده سنگین خارج کردن فلزات

سیستم  ،موئینهای ریشهمرکز واکنش پالایش هستند. کشت ،های گیاهانریشه ،آوریدهد. در این فنمی

در سیستم  هاو سرنوشت آلاینده پالایش یندآفرهای بیوشیمیایی واکنشی زسابرای روشن یمدل ارزشمند

برای مطالعه جذب فلزات  جذب کننده، موئین گیاهانهایهای ریشهباشند. بدین منظور، کشتگیاهی می

از  30هکلرینهای پلی. حذف بی فنیل(2662کالدنتی،  -)سوون و اکسامان گیرندمی راستفاده قرا ین موردگسن

های . پیشرفتمورد بررسی قرار گرفته است Solanum nigrumموئینریشه های ، در کشتمحیط کشت

( TNT) دی نیتروتولوئن -0 و2 منفجره  مادهتجزیه فرایندهای ترانسفورماسیون و کشف مهمی در زمینه 

یک سیستم مدل حاصل شده  عنوانه ب Catharanthus roseusموئین هایریشهز با استفاده ا، درگیاهان

های آمین گروه محل سپس در واحیا  بصورت مونوآمینو دی نیتروتولوئن، TNTاست. مشخص شده است که 

های گیاه گردیده و در نهایت بصورت غیر قابل برگشت در دیواره سلولمتصل  ،هنکرب 0داقل یک واحد با ح

 . (2665)آلپیزار و همکاران،  گرددتثبیت می

-همچون حساسیت شدید این گیاهان به آفات و بیماری داروییمشکلات فراوان پرورش مزرعه ای گیاهان 

مدت زمان طولانی مورد نیاز برای  و ای گیاهانحجم گسترده امکانات لازم برای پرورش مزرعه ،های گیاهی

موجب شده است که تحقیقات فراوانی در زمینه  ،گیریرشد گیاهان تا رسیدن به مرحله برداشت و عصاره

 گیاهی ثانوی های ابولیتمت لذا . دوانجام ش های آزمایشگاهیروشها با استفاده از تولید این ویتروی متابولیت

 هامتابولیت این شیمیایی سنتز و هستند برخوردار بسیار بالایی افزوده ارزش همچنین و اقتصادی ارزش از

باشد. به دلیل حضور ترکیبات شیمیایی بسیار مهم در گیاه داروئی سرخارگل می پرهزینه و پیچیده معمولا

های ثانویه و ترکیبات دارویی انجام شده است. به دلیل متابولیتکنون تحقیقات زیادی به منظور جداسازی تا

                                                           
17. Polychlorinated Biphenyl 
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مدت زمان طولانی دوره رشد و محدودیت زیست محیطی، تولید دارو از این گیاه  نسبتا سخت و دشوار است. 

 تواند راهمی موئین،هایریشه کشت جمله از فناوریمختلف زیست هایروش با هااین متابولیت تولید بنابراین

دلیل سرعت رشد زیاد و نامحدود، کوتاه بودن زمان دو های موئین بهباشد. کشت ریشهسودمندی ایگزینج

برابر شدن، عدم نیاز به محیط کشت حاوی هورمون و نور، پایداری ژنتیکی بالا و امکان تولید محصولات 

های ثانویه برای تولید متابولیت باارزش در زمان کوتاه با بازده بالا، به عنوان سیستم جدید و بسیار امیدبخش

های هدف از انجام این پژوهش بررسی تاثیر سویهای مطرح گردیده است. لذا ای در شرایط درون شیشهریشه

های مویین و میزان بیوسنتز رایزوژنز و انواع ریزنمونه در میزان القای ریشهمختلف باکتری اگروباکتریوم

 باشد. باشیشه ای در گیاه داروئی سرخارگل میاسانس تحت شرایط درونساکاریدها و ترکیبات فنولی، پلی

از  توان می باززایی، شرایط سازیبهینه و رایزوژنزاگروباکتریوم با آلودگی به سرخارگل دهیمیزان پاسخ ارزیابی

 .بهره برد متابولیکی هایمسیر ژنتیک و مهندسی ژن انتقال برای بالقوه مدل یک بعنوان آن

 شود:ت اصلی که در این آزمایش پاسخ داده میسوالا

-های مویین تفاوت معنیهای مختلف اگروباکتریوم از لحاظ قابلیت انتقال ژن و تولید ریشهآیا سویه -

 دهند؟داری با یکدیگر نشان می

 های مویین تاثیر دارند؟های مختلف گیاه سرخارگل در پتانسیل باکتری در تولید ریشهآیا ریزنمونه -

 اند در بیوسنتز میزان ترکیبات ثانویه تاثیرگذار باشند؟های مختلف باکتری توانستهآیا سویه -
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 های مویین گیاه داروئی سرخارگلانتقال ژن و ریشه -2-1

توانایی چنین های مهندسی ژنتیک فواید زیادی در بهبود ارزش افزوده شده محصولات دارند و همتکنیک 

های نموی و سنتزی را فراهم های جدیدی در مطالعه تنظیم فرایندهای خارجی به گیاهان مسیرانتقال ژن

های سرخارگل با گزارشات اندکی ازگیاهان و ریشهبا این حال تحقیقات در زمینه مهندسی ژنتیک  .اندکرده

های اولین بار ترانسفورماسیون ریشه( 3333موئین ترانسژنیک محدود شده است. تریپسین و همکاران )

های موئین رشد محدودی را نشان رایزوژنز را گزارش کردند. اما ریشهسرخارگل با استفاده از آگروباکتریوم

گرایی مانند رشد سریع، انشعابات فراوان، عدم زمین  های موئینهای مورفولوژیکی عمومی ریشهدادند، ویژگی

، (2660همکاران )چنین ونگ و ها بافت کالوس و شاخه تولید نمودند. هماز ریشهو... مشاهده نشدند و بعضی 

-رایزوژنز و دو نوع ریزنمونه برگ و دمبرگ در تولید ریشهقابلیت انتقال ژن به کمک سه سویه آگروباکتریوم

ای برگی با ههای موئین گیاه سرخارگل را مورد بررسی قرار دادند. که درصد ترانسفورماسیون در ریزنمونه

، %16، %36، ودر ریزنمونه دمبرگ به ترتیب %56، %06، %06به ترتیب  A4, R1000, R1601های سویه

های مختلف تاثیر رایزوژنز و ریزنمونه، بود. بنابراین به این نتیجه رسیدند که انواع مختلف آگروباکتریوم05%

های برگی گیاه سرخارگل با آگروباکتریوم یزنمونههای موئین دارند. در بررسی دیگری ربسزایی در تولید ریشه

های مویین شکل گرفتند که حداکثر بیومس خشک ( ترانسفورم شدند ریشهATCC 43057رایزوژنز )سویه 

روزه به دست آمد )عباسی و  06)موراشیک و اسکوگ( جامد در یک دوره کشت  MSدر محیط 

های موئین در سه گونه مهم خانواده بررسی کشت ریشه(، طی 2663رومرو و همکاران ) (.2660همکاران،

Echinacea (Echinacea purpurea, Echinacea Palliida, Echinacea angustifolia) ی سویهبه وسیله 

A4 های موئین توسط سویه رایزوژنز ثابت کردند که میزان القای ریشهآگروباکتریومA4  به ترتیب در سه

باشد. در پژوهش می %36، %25، %55به ترتیب   GV3101چنین توسط سویه همو  %36و %11، % 03گونه 

های موئین گیاه سرخارگل از پنج (، اثر میواینوزیتول بر رشد ریشه3132شده توسط احمدی و معینی )انجام

های اکسین حاوی هورمون WPMگرم در لیتر( در محیط کشت میلی 200و 150، 100، 50، 0غلظت آن )
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(NAA  وIBAاستفاده شد. بعد از رشد پارامتر )خشک، درصد وزن تر، وزنجمله وزنهای مختلف رشدی از

گیری قرار گرفت. نتایج این بررسی نشان خشک، شاخص رشد و هدایت الکتریکی محیط کشت مورد اندازه

بت به های مختلف میواینوزیتول نسهای موئین در محیط کشت دارای غلظتدادند که میزان رشد ریشه

 56داری داشت و بیشترین میزان تولید مربوط به محیط کشت دارای محیط فاقد میواینوزیتول اختلاف معنی

گرم تولید  5/6و  1گرم در لیتر میواینوزیتول بود که در این محیط، وزن تر و خشک به ترتیب به میزان میلی

 است. شده

آمیدها، مواد های ثانویه از جمله آلکیلاز متابولیت های موئین گیاه سرخارگل قادر به سنتز بسیاریریشه

( در بررسی میزان 2660باشد. ونگ و همکاران )ساکاریدی، مشتقات اسیدکافئیک میفنلی و ترکیبات پلی

رایزوژنز در گیاه سرخارگل، های موئین حاصل از تراریختی با آگروباکتریومفعال دارویی ریشهترکیبات

اند بدست آورده %1/1و %1/30ساکاریدی را استخراج کردند که به ترتیب مقادیر محتوای پلیترکیبات فنلی و 

استخراج  HPLCبا روش آنالیز  (،2660که نسبت به نمونه شاهد افزایش نشان داد. عباسی و همکاران )

وجود  کههای موئین سرخارگل را در حضور نور و تاریکی  بررسی کردند های ریشهدر کشتمتابولیکی 

مشتقات کافئیک اسید فعال بیولوژیکی مهم را تایید کردند از جمله این مشتقات شیکوریک اسید، کافتاریک 

داری افزایش طور معنیحضور نور در مقایسه با شرایط تاریکی به باشند که دراسید، کلروژنیک اسید می

های موئین سرخارگل با استفاده از یشه(، میزان مشتقات کافئیک اسید را در ر2665وو و همکاران ) یافتند.

-اندازه HPLC( به روش %366و  56، 06،06، 26(  و اتانول )%366و  56، 06،06، 26دو حلال متانول )

بیشترین مقدار استخراج مشتقات کافئیک اسید را نشان داده  %06گیری و گزارش کردند که حلال اتانول 

سازی ( بررسی تاثیر نوع محیط کشت و بهینه2663مکاران )در آزمایش انجام شده توسط فردی و هاست. 

ها و افزایش سنتز آلکامیدها موئین سرخارگل باعث افزایش همزمان میزان رشد ریشههایشرایط کشت ریشه

های مویین و سنتز های رشدی بر رشد ریشهچنین تاثیر تنظیم کنندههای موئین شد و همدر ریشه

های موئین این گیاه بررسی شد، نتایج حاصل نشان داد که بیشترین میزان رشد ریشههای ثانویه در متابولیت
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گیرد )فردی و اسید صورت میمیکرومولار جاسمونیک 06و سنتز آلکامیدها در تیماری با حضور 

 ( . 2663همکاران،

 موئین در سایر گیاهانسابقه ی پژوهشی تولید ریشه -2-14

 را مناسبی سیستم میزبان، گیاهان از ایگستره موئینهایرایزوژنز در القاء ریشه توانایی آگروباکتریوم

 قابلیت و موئینهایریشه دست آوردنبه سهولت است. آورده فراهم ثانویه هایمتابولیت تولید مطالعه جهت

 گردیده ثانویه هایمتابولیت تولید منبع عنوانبه آنها برتری سبب مختلف، شیمیایی ترکیبات مداوم سنتز

 تراریخته رایزوژنز اگروباکتریوم وسیله به دارویی گیاهان از بسیاری جمله از گیاهی هایگونه از تعدادی است.

هانگ باشد. می هاریشه این دارویی توسط ارزش با هایمتابولیت تولید توان از حاکی شده منتشر نتایج و شده

برار  3/2مویین را تولید و میزان تاکسول آنها ریشه( Taxus brevifolia( در گیاه سرخدار )3330و همکاران )

 نمودند گزارش (2666) همکاران و بونهام باشد.کشت شده در سوسپانسیون می T. brevifoliaی هاکالوس

 نمودن ترانسفورم از بعد(  Atropa belladonnaگیاه بلادون ) موئین یهاریشه وسیله به تروپاتی آلکالوئید که

 هایریشه وسیله به را سولاسودین تولید تنظیم (2666) همکاران و آرگولو شد. تولید رایزوژنز آگروباکترویوم با

 و گیری. دادند نشان Solanum ariculare ی گیاه تاجریزی  گونه در رایزوژنز اگروباکترویوم با تراریخته

گروباکترویومآ از استفاده ( باAconitum heterophylum )در آقنیطون  را موئین هایریشه( 2663همکاران )

 photeinocarpumهای مویین ازگیاه تاجریزی )( ریشه2662گنگ و همکاران ). نمودند ایجاد رایزوژنز

Solanum026هفته به  0های مویین به سرعت رشد کردند وزن خشک آنها بعد از ( را تولید کردند. ریشه 

های برابر بیشتر از ریشه 360و  13ها به ترتیب ها و ساپونینوآلکالوئیدبرابر افزایش یافت و محتویات گلیک

 ترپن سزکوئی تولید درصد نظر از تراریخته را هایریشه (2661و همکاران ) سورت چنینهم غیرتراریخته بود.

 گیاه در موئین هایریشه تولیدچنین در پژوهشی دیگرهم. دانستند بهتر کامل گیاه به نسبت آرتمیزین

 مورد مارین سیلی دارویی ترکیب تولید برای منبعی عنوان به رایزوژنزآگروباکتریوم از استفاده با خارمریم

 دیانین،سیلی کریستین،فولین، سیلیتاکسی ترکیب پنج وجود بیانگر حاصل نتایج است گرفته قرار مطالعه
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 .بود تر ماده گرم در گرم میلی 30/6، 600/6، 361/6، 600/6، 660/6به ترتیب بینین سیلی و بینایزوسیلی

سیستم  تواند می فلاولیگنان این موفق تولید بود. بین ها سیلیریشه این در موجود فلاولیگنان ترینعمده

اکرمیان و همکاران (. 2660باشد )رهنما و همکاران،  مارین سیلی مطالعه بیوسنتز یا تولید برای مفیدی

در  LBA 9402و A4 ،1724 ،2659،  15834سویه مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز،زایی پنج بیماری (2665)

را در دو نوع محیط کشت  (Hyscyamus)گیاه بذرالبنج  های برگی چهار گونهانتقال ژنتیکی روی ریزنمونه

MS  وB5 های های موئین ثبت شد . نتایج نشان دادند که انواع مختلف سویهبررسی کردند. میزان القاء ریشه

های موئین داشتند در مقابل نوع محیط کشت هیچ تاثیری در باکتری تاثیر بسزایی در تولید ریشه

به  1724و LBA 9402، 2659، 15834ها نداشتند. بهترین سویه از لحاظ القاء ترانسفورماسیون و تولید ریشه

در تعیین گردید.   H. squarrosusو  H arachnoideus ،H. kurdicus ، H. reticulatusهای ترتیب در گونه

های های ایندول آلکالوئیدها در ریشهمیزان تولید مونومر(، 2665شده توسط راموات و مریلن )مطالعه انجام

و تیمار هورمونی  35510( بررسی شد، در این مطالعه سویه Catharanthus roseus) موئین گیاه پریوش

های موئین میزان ترپن ایندول آلکالوئیدها به روش تولید ریشهمتیل جاسمونات استفاده شده است، پس از 

کرومتوگرافی سنجیده شد که نتایج حاکی از افزایش قابل توجه میزان این ماده در اثر تیمار با باکتری و 

در پژوهش دیگری انتقال ژن گزارشگر بتا گالاکترونیداز از طریق باکتری آگروباکتریوم متیل جاسمونات بود. 

حاوی  R1601( بررسی شده است. سویه Angelica gigasهای موئین گیاه سنبل ختایی )وژنز در ریشهرایز

-هفته بعد از هم 5تا  0در این آزمایش مورد استفاده قرار گرفته و بعد از  pK2GW7-GUSوکتور دوگانه 

هیستوشیمیایی  از طریق آزمون Gusها گزارش شد. انتقال ژن ریزنمونه %56های موئین در کشتی ریشه

 (.2636تائید گردیده است )پارک و همکاران، 

(، ژنوتیپ A4, K599 ,15384های مختلف باکتری )( تاثیر سویه2633جیتایاساترن و همکاران )

انگور بررسی کردند و به این ی گونه 30ها( را در ها، ساقه و دمبرگ، برگگیاهی و نوع ریزنمونه )میانگره

ی های مختلف شدند و سویهموفق به القاء ریشه موئین در گونهA4 و  35510نتیجه رسیدند که سویه 

K599 ها های ساقه، دمبرگ و میانگرهقادر به ایجاد ریشه موئین نشد و در بررسی نوع ریزنمونه بافت
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بررسی نوع ریزنمونه با ( 2632صمدی و همکاران ) .بیشترین کارایی را در القاء ریشه موئین نشان دادند

های هیپوکوتیل، در ریزنمونه A13( با استفاده از سویه Linum mucronatumدر گیاه کتان زرد )

های موئین بسته به نوع ریزنمونه از موئین شدند. درصد تولید ریشهکوتیلدون و ریشه موفق به تولید ریشه

را در القاء نشان ( %06متفاوت بود. مشخص شد که ریزنمونه هیپوکوتیل بیشترین فراوانی ) %06تا  6

های های مختلف آگروباکتریوم در ایجاد ریشه( نیز با بررسی توانایی سویه2631اویی و همکاران ) دادند.

های مختلف از لحاظ کارایی و ن دادند که بین سویه( نشاsolanum mammosumموئین تاجریزی )

بالاترین  A4و A13های مورد مطالعه سویه فراوانی ترانسفورماسیون تفاوت وجود دارد که از بین سویه

های سازی شرایط القاء و کشت ریشه(، با بهینه2631کبیرنتاج و همکاران )درصد تراریختی را داشتند. 

 اساس موئین شدند و بررایزوژنز موفق به القای ریشهتلقیح آگروباکتریوم موئین گیاه کاسنی حاصل از

 سویه بهترین مختلف، هایکشت محیط در آگروباکتریوم های از سویه حاصل زاییریشه شدت

 .گردیدند تعیین کاسنی مویین های ریشه کشت تثبیت بهینه جهت کشت محیط همراه به آگروباکتریوم

-pRi15834رایزوژنز حاوی پلاسمید (،  با استفاده باکتری آگروباکتریوم3153)زاده و همکاران زمان

PRT355-GUS  با دوژنGUS  درگیاه تنباکو موفق به ایجاد ریشه موئین  و ژن مقاومت به کانامایسین

 شدند.

( موفق به Vigna radiateبلبلی ) در گیاه لوبیای چشم  R1601(، توسط سویه 2631راشد و عبدالله )

طور روز به 05های ریشه موئین بعد از ( شدند، کشت%366های ساقه ) های موئین از ریزنمونهایجاد ریشه

خودبه خود و بدون استفاده از هورمون کالوس تولید و برخی از آنها بعد از دو ماه در محیط مشابه باززا شدند 

ریشه ایجاد کردند. در تحقیق دیگری های حاصل از باززایی به سهولت در محیط فاقد هورمون که گیاهچه

( در Gentiana scabraها و سکویریدویدها در گیاه دارویی کوشاد )های موئین و میزان آیریدویدالقاء ریشه

کننده های رشد گیاهی بررسی شده است. نتایج این تحقیق نشان دادند که میزان حضور استفاده از تنظیم

 3بوده و با استفاده از هورمون زآتین به میزان  %23برگی این گیاه  هایموئین در ریزنمونهتشکیل ریشه
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برابر نسبت  gentiopicroside 5/3برابر و مقدار  0/0( loganic acidگرم در لیتر میزان لگنیک اسید ) میلی

-ه( تولید ریش2630(. استامام و همکاران )2630های طبیعی افزایش یافته است )هانگ و همکاران، به ریشه

های گیاهی های مختلف گونهرایزوژنز در ریزنمونههای مختلف آگروباکتریومهای موئین با استفاده از سویه

-چه دو گونه فلفل دلمههای کوتیلدون، هیپوکوتیل و ریشهفلفل را بررسی کردند. در این آزمایش از ریزنمونه

قابل بین سویه و ریزنمونه هر دو گونه استفاده شده است، که اثرات مت C. frutescensو  C. annuumای 

اند، و ریزنمونه کوتیلدون با بیشترین کارایی در تشکیل داری در سطح یک درصد نشان دادهتفاوت معنی

(، در آزمایشی 2630واسان و همکاران )موئین به عنوان بهترین ریزنمونه مشخص شده است. سرینیریشه

 carotaرایزوژنز در گیاه هویچ )آگروباکتریوم MTCC-2364و  MTCC-532های موئین با دو سویه القاء ریشه

Duacusهای هویچ تلقیحموئین از ریزنمونه( مورد مطالعه قرار دادند. نتایج حاصل بیانگر حداکثر تولید ریشه-

 356بود. در این آزمایش تاثیر استوسرینگون نیز بررسی شده است که تیمار  MTCC-532یافته با سویه 

 های درصد به تر تیب در سویه 06و  05میکرو مولار استوسرینگون افزایش فراوانی ترانسفورماسیون 

MTCC-532  وMTCC-2364 .را نشان داد 
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 فصل سوم

 هامواد و روش
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 مواد شیمیایی -3-1

مخمر، تریپتون واتر، سدیم کلراید، نیترات آمونیوم، پتاسیم نیترات، منیزیم سولفات هپتا هیدرات، عصاره 

آبه، پتاسیم یدید، 0آبه، سولفات روی 0آبه، پتاسیم دی هیدروژن فسفات، منگنز سولفات 2کلسیم کلرید 

تیامین هیدروکلرید،  آبه، آهن، نیکوتنیک اسید،0آبه، کلرید کبالت 5آبه، سولفات مس 2سدیم مولیبدات 

، HClتریس پیرودکسین هیدروکلرید، میواینوزیتول، ساکارز، آگار، سدیم هیدروکساید، اسید کلریدریک،

آمونیوم استات، کلروفورم، ایزوآمیل الکل، بتامرکاپتااتانول، ایزوپروپانول، ، CTABپودر ، EDTA، سدیم کلرید

سدیم هیدروکسید، سدیم دودسیل سولفات، پتاسیم استات، استیک اسید گلایکال، متانول، اتانول، گلوکز، 

آلمان(، آنتی بیوتیک  MERCK)خریداری شده از شرکت ، فولین سیوکالتو safe redآگارز، گلیسرول، 

، ) خریداری شده از  x-gluceکننده استوسرینگون،ریفامپیسین، آنتی بیوتیک سفوتاکسیم، ماده تحریک

و  ( تهیه شدند.Fermentase خریداری شده از شرکت)  X-Glucو1kb DNA Ladder)هند(،  sigmaشرکت 

های سیناژن )تهران( و اینترون )مشهد( تهیه شد. تمامی های کاربردی در بیولوژی مولکولی از شرکتآنزیم

های مود استفاده توسط شرکت ود. آغازگرمواد مورد استفاده دارای درجه خلوص و بیولوژی مولکولی ب

  تکاپوزیست سنتز شد.

 هامیکروارگانیزم -3-1-1

-زیست و ژنتیک از پژوهشکده   , A4A11325 ,15834 ,13های باکتری آگروباکتریوم رایزوژنز شامل سویه

ها و قارچاز مرکز کلکسیون  pBI121حاوی وکتور دوگانه  AR15834  یو سویهطبرستان  کشاورزی فناوری

  های ایران خریداری شدند.باکتری

 ی آزمایشگاهی هادستگاه -3-2

، کره(، شیکر US-100 BM، هانوا، آلمان(، ورتکس )Heraeus، تهران، ایران(، آون )Rozhin Tebاتوکلاو )

(IKA KS4000ic( مایکروویو ،)آلمان ،LG( ژل داک ،)سئول، کره ،Arash- Teb ،)تهران، ایران ،
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، نورنبرگ، آلمان(، سانتریفیوژ Heidolph، توکیو، ژاپن(، هات پلیت )Olympusمیکروسکوپ نوری )

(Universal 320R سمپلر ،)آلمان ،lµ36 ،lµ366 وlµ 3666 (Eppendorf  ،)هامبورگ، آلمان ،pH  متر

(Metrohm،)پلیکان کریک، آلمان ، PCR (Mastercycler gradientیخچا ،)26ل فریزر ، کانادا، امریکا- 

اسپکتروفتومتر ای و پلاستیکی )نوین تجهیز، تهران، ایران(، دیش شیشهپتری )الکترواستیل، تهران، ایران(،

(U4V/VIS ،)شیمادزو، ژاپن ،( هود شیمیاییJEIO TECH( ترازو ،)کره ،SARTORIUS در این )آلمان ،

 نامه مورد استفاده قرار گرفت.پایان

 MS (Murashige and Skoog) محیط کشت-3-3

های مختلف ای در سیستم( به طور گسترده3302)موراشیگ و اسکوگ ،  MSترکیب نمکی محیط کشت 

های کشت، نه فقط کشت کاربرد دارد. ثابت شده است در ساخت این محیط کشت و همچنین سایر محیط

های محلولحضور مواد مغذی ضروری، بلکه غلظت نسبی مواد غذایی غیرآلی مختلف، اهمیت زیادی دارد 

برابر  366برابر و  36های ها درآب مقطر  با غلظتمصرف و ویتامینمصرف، پرذخیره مواد مغذی کم

  نشان داده شده است، تهیه شد. 3-1همانگونه که در جدول 

  کشت بذر و تهیه ریزنمونه- 3-4

از شرکت پاکان بذر اصفهان ( Echinacea purpureaهای گیاه سرخارگل )به منظور تهیه ریزنمونه، بذر

به  %36دقیقه و در محلول هیپوکلریت سدیم  3به مدت  %06های سرخارگل در الکل اتیلیک شد، بذرتهیه 

بار با آب مقطر استریل شستشو داده شدند. پس از ضدعفونی ،  1دقیقه ضدعفونی شده و سپس  35مدت 

 ها در اتاقک رشد فاقد هورمون کشت شدند. برخی از کشت MSبذور در محیط کشت جامد 
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Volume to be 

taken/Liter of 

medium(ml) 

Concentration in the 

stock solution 

)mg/l   (  

Concentration in MS 

medium (mg/l) 

Constituent 

 

100 

 

 

 

 

 

 

10 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 

0.2 

1 

 

16500 

19000 

3700 

4400 

1700 

 

620 

2230 

860 

83 

25 

2.5 

2.5 

 

Aded fresh 

 

50mg/100ml 

50mg/100ml 

50mg/100ml 

Aded fresh 

Aded fresh 

Aded fresh 

 

 

 

 

1650 

1900 

370 

440 

170 

 

6.2 

22.3 

8.6 

0.83 

0.25 

0.025 

0.025 

 

40 

 

0.5 

0.1 

0.5 

100 

30000 

8000 

5.8 

 

Macronutrient (10x) 

3NO4NH 

3KNO 

MgSO4.7H2O 

O2.2H2CaCl 

4PO2KH 

Micronutrient (100X) 

3BO3H 

O2.4H4MnSO 

O2.7H4ZnSO 

KI 

O2.2H4MoO2Na 

O2.5H4CuSO 

O2.6H2CoCL 

 

Fe.EDTA-Na salt 

 vitamins 

Nicotinic acid 

Thiamine HCl 

Pyridoxine HCl 

Myo-inositol 

Sucrose 

Agar 

pH 

 

 

ساعت  5ساعت روشنایی و  30گراد و در شرایط تاریکی و برخی در شرایط درجه سانتی 25 با دمای

های روز شروع شد. پس از رشد گیاهچه، از ریزنمونه 0-5داری شدند. جوانه زنی بذور بعد از نگهتاریکی 

ساعت  30های برگ رشد یافته در شرایط نوری چنین ریزنمونههیپوکوتیل رشد یافته در تاریکی و هم

شد. بدین منظور ابتدا پنس، اسکارپل، قیچی و  روزه استفاده 36،06،26ساعت تاریکی و سن  5روشنایی و 

 (MSهای پایه موراشیگ واسکوگ)تهیه محلول -1-3جدول
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اتمسفر اتوکلاو شدند،  5/3گراد با فشار درجه سانتی 323دقیقه در دمای  35ای به مدت های شیشهپلیت 

به مدت نیم  UVهای ثانویه لامپ ضدعفونی شد و برای رفع آلودگی %06سپس هود لامینار توسط الکل 

های کشت حاوی گیاهچه به زیر هود لامینار انتقال داده شد و سپس محیطساعت مورد استفاده قرار گرفت، 

ها ها بریده و برای تهیه ریزنمونه بر روی پلیتها باز گردید و به کمک پنس و اسکارپل نمونهدرب شیشه

 منتقل گردید.

 تکثیر باکتری-3-5

حساس A13 بیوتیک ریفامپیسین،مقاوم به آنتی A4، 11325، 15834های باکتریایی برای تکثیر سویه

 LBبیوتیک کانامایسین، از محیط کشت مقاوم به آنتی GUSحاوی ژن  15834 بیوتیک ریفامپیسین،به آنتی

(LB5حاوی: عصاره مخمرg/l ، 10پپتونg/l ،NaCl 10 g/l، PH:7 ) استفاده گردید. پس از اضافه کردن این

تنظیم گردید. و به مدت  0آن بر روی  pHلیتر رسانده شد و میلی 3666مواد، حجم محلول با آب مقطر به 

اتمسفر اتوکلاو گردید. برای تهیه محیط کشت جامد  5/3گراد و با فشار سانتیدرجه 323دقیقه در دمای  35

 گرم آگار اضافه شد. 35به محیط فوق 

به این منظور  بود، mg/l56بیوتیک ریفامپیسین در محیط کشت باکتری غلظت مورد استفاده آنتی

لیتر متانول حل شد سپس با آب مقطر به حجم میلی 2گرم از پودر ریفامپیسین وزن ودر  65/6مقدار 

های احتمالی فیلترگردید. غلظت آنتی بیوتک سفوتاکسیم استفاده رسانده شد. و جهت جلوگیری از آلودگی

بیوتیک وزن و در آب مقطر دیونیزه حل گرم از پودر آنتی 5/6بود. ابتدامقدار  mg/l566شده در محیط کشت 

میکرومولار  366بیوتیک نیز فیلتر گردید. غلظت استوسرینگون مورد استفاده و به حجم رسانده شد. این آنتی

لیتر اتانول حل شد و با آب میلی 2گرم از این ماده توزین و در  62/6بود. جهت آماده سازی ابتدا مقدار 

 مقطر به حجم رسانده شد.

 ها در گلیسرولنگهداری باکتری-3-6
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بیوتیک کشت داده شدند و پس ها در محیط مایع واجد آنتیها، کلنیمدت باکتریداری درازبه منظور نگه

استریل، کاملاً در  %30میکرولیتر گلیسرول  166میکرولیتر از کشت مایع باکتری با 066ها،از رشد باکتری

 داری گردیدند.گراد نگهدرجه سانتی -56یک ویال مخلوط شده و در فریزر 

  کشت آگروباکتریوم رایزوژنز-3-7

سوون و تیپ اگروپین ) 15834و 4Aهای سویه Agrobacterium rhizogenesدر این مطالعه از باکتری 

 AR15834 ی( و سویه2631پاکدین و همکاران، موپین )تیپ میکی  13A( و سویه 2662 ، اکسامان کالدنتی

مایع حاوی  LBهای باکتری در محیط کشت سویهجهت تلقیح استفاده شد.  pBI121حاوی وکتور دوگانه 

mg/l 56 های برای سویهبیوتیک ریفامپیسین آنتیA4 ،11325  ،15834 به استثنای سویه( A13  به دلیل ،

حاوی  AR15834 سویهبیوتیک کانامایسین برای آنتی mg/l 56و  بیوتیک(حساسیت این سویه به آنتی

درجه  25ساعت و در دمای  20به مدت  rpm 336کشت و بر روی شیکر با سرعت   pBI121وکتور دوگانه 

سانتی درجه 0، سانتریفیوژ در دمای  .=OD 0/6-5/6گراد قرارداده شدند. بعد از رشد و اندازه گیری سانتی

 قیح مورد استفاده قرار گرفت.دور در دقیقه انجام شد و رسوب حاصل جهت تل 1566گراد و 

 های برگ و هیپوکوتیلتراریختی ریزنمونه-3-8

 استفاده شرایط استریل تحت کشتیهم روش از های برگ و هیپوکوتیل نمودن ریزنمونه تراریخت جهت

باشد ابتدا مناسب از آنجایی که ماده فنلی استوسرینگون از جمله عوامل موثر در القاء ریشه موئین می شد.

ترین غلظت استفاده شده در سوسپانسیون تلقیح از طریق اعمال تیمارهای مختلف غلظتی تعیین گردید. که 

ها در کشتی ابتدا ریزنمونهمیکرومولار آن بیشترین پاسخ به القاء را داشت. در روش هم 366افزودن غلظت 

-وب باکتری آگروباکتریوملیتر رسمایع، یک میلی ½⧵ MSلیتر محیطمیلی 36سوسپانسیون تلقیح حاوی 

ور شدند، بعد از این دقیقه غوطه 5کننده استوسرینگون به مدت میکرومولار ماده القاء 366رایزوژنز حاوی 

-جامد فاقد هورمون هم  MS ½های تلقیح شده روی کاغذ صافی استریل خشک و در محیط مدت ریزنمونه

ی شاهد نیز با آب مقطر استریل شستشو و . نمونهساعت در تاریکی قرار گرفتند 05کشت شدند و به مدت 
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   MS ½ها به محیط تازهکشتی، ریزنمونهروز بعد از هم 2بدون تلقیح با باکتری در محیط کشت قرار گرفت. 

ها در جهت حذف باکتری منتقل شدند وکشت بیوتیک سفوتاکسیمگرم در لیتر آنتیمیلی 566جامد حاوی 

های فاقد باکتری که بعد از چندین واکشت کامل باکتری واکشت شدند. ریزنمونهای تا حذف فواصل دو هفته

بیوتیک سفوتاکسیم منتقل شدند. واز نوک جامد عاری از آنتی MS ½مویین تولید کردند به محیط ریشه

 ½  MSمتر جدا کرده ودر محیط سانتی 3-2ها که دراین محیط به طورکامل رشد یافتند به اندازه ریشه

گراد و شرایط درجه سانتی 25ها دردمای مد تازه کشت شدند و در فواصل یک ماهه واکشت شدند. کشتجا

مایع  MSهای موئین به محیط ساعت نور نگهداری شدند. پس از تثبیت کشت، ریشه 30ساعت تاریکی و  5

 انتقال یافتند.

 ژنومی DNAاستخراج  -3-9

 آلودگی بدون تراریخت احتمالی هایریشه از ،rol bها و حضور ژن اثبات تراریخت بودن ریشه منظور به

دویل ) CTABروش  به DNA استخراج استخراج گردید.. DNA)شاهد(  های غیر تراریختریشه باکتریایی و

 به( دترجنت) شوینده ماده یک روش این در اصلی ترکیب. گططردید نجاما (3332؛ کالینگ، 3350و دویل، 

 های ملکول اطراف تواندمی مثبت بارهای بودن دارا با لیزکنندگی، خاصیت بر علاوه که باشد،می   CTABنام

DNA عمل این که بپوشاند دارند منفی بار که را DNA در این . کندمی جدا ترکیبات سایر از زیادی حد تا را

استفاده از ازت مایع سابیده، و از بافت گیاهی داخل هاون استریل با گرم میلی 266تا  366روش ابتدا مقدار 

ها از لیتری منتقل که نام سویهمیلی 5/3های های پودر شده را به تیوببه پودر سفیدرنگی تبدیل شد. نمونه

حاوی  CTAB)ترکیبات بافر  CTABمیکرولیتر محلول بافر  566است، سپس مقدار قبل روی آن نوشته شده

 ضافه شد )بافر( اpH  5مولار با  Tris- base 3مولار و  EDTA 5/6مولار،  CTAB 2%،NaCl  5پودر 

CTAB ها به بعد از مخلوط کردن، نمونه .گراد قرار داده شد(درجه سانتی 06دقیقه در دمای  16قبلاٌ به مدت

ماری قرار گرفته طی این مدت چندین بار معکوس گراد داخل بندرجه سانتی 06دقیقه در دمای  16مدت 

فاز رویی به میکروتیوب های  سانتریفیوژ شد. دور در دقیقه 31666دقیقه و  36گردیدند. سپس به مدت 
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میکرولیتر به هر  256به مقدار  20:3الکل به نسبت مخلوط کلروفرم: ایزوآمیل جدید و استریل منتقل گردید.

دقیقه و  36مرتبه انجام شد. سانتریفیوژ به مدت  5تا  0عمل معکوس کردن  میکروتیوب افزوده شد سپس،

گراد انجام شد و در این مرحله سه فاز تشکیل گردید. فاز رویی )که درجه سانتی 0دور در دقیقه در  31666

 آمیل الکل هم است(  به آرامی و با دقت به میکروتیوب جدید منتقل و مجدد کلروفرم : ایزو DNAحاوی 

 56دور در دقیقه انجام گردید.  31666دقیقه و  36و سانتریفیوژ به مدت  حجم با مایع فاز رویی اضافه

 میکرولیتر 566مولار به هر میکروتیوب اضافه گردید، سپس مقدار  5/0میکرولیتر آمونیوم استات 

ها تشکیل شود. نمونهها چندین مرتبه معکوس شدند تا رسوب ایزوپروپانول سرد نیز به آن افزوده و تیوب

دقیقه  36ساعت نگهداری شد. پس از سانتریفیوژ )به مدت  30گراد به مدت درجه سانتی -26داخل فریزر 

سرد  %06دور در دقیقه( رسوب سفید رنگی ته تیوب دیده شد. سپس با دو مرتبه شستشو با اتانول  31666و

های اضافی حذف شدند. به مدت اده شد ناخالصیدور در دقیقه د 31666دقیقه و  36و سانتریفیوژ به مدت 

نیم ساعت میکروتیوب را به صورت معکوس و در باز روی دستمال استریل قرار داده تا خشک شوند. بعد از 

 DNAحل شود. سپس نمونه   DNAمیکرولیتر آب مقطر دیونیزه اضافه گردید تا  16خشک شدن مقدار 

 گیری غلظت نگهداری شد.منظور بررسی کیفیت و اندازه گراد بهی سانتیدرجه -26استخراجی در 

 استخراج شده DNAبررسی کمی و کیفی  -3-11

الکتروفورز ژل  های اسپکتروفتومتری واستخراج شده از روش DNAبه منظور تعیین خلوص وغلظت 

 آگاروز استفاده گردید.

 روش اسپکتروفتومتر -3-11-1

تخلیص شده تعیین میزان جذب  DNAگیری غلظت روش اندازهترین این روش روشی کمی است و ساده

مراحل انجام روش اسپکتروفتومتری به این صورت است که نیم ساعت قبل از انجام باشد. نانومتر می 206در 

چنین قبل از اندازه گیری نمونه کالیبره گردید که این کار با حلال مورد نظر آزمایش دستگاه را روشن و هم

 DNAمیکرولیتر از 36گیری از کووت کوارتز استفاده گردید ابتدا مقدار انجام شد. جهت اندازه)آب مقطر( 
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میکرولیتر آب مقطر استریل اضافه شد سپس جذب در  3336تخلیص شده داخل کووت ریخته و به مقدار 

 در جذب به ترنانوم 206 در جذب نسبت از استفاده با ونانومتر اندازه گرفته شد  256و  206های طول موج

-می 5/3دارای نسبت خالص و عاری از هرگونه ناخالصی  DNA محاسبه گردید. ناخالصی مقدار نانومتر 256

 5/3باشد شدت آلودگی با موادی مانند فنول زیاد است و اگر این نسبت از 5/3باشد اگر این نسبت کمتر از 

را با استفاده از فرمول  DNAبیشتر باشد میزان پروتئین در محلول زیاد است. بعد از انجام آزمایش غلظت 

 زیر اندازه گیری شد:

 (3-1ی )رابطه

DNA =
A260∗ 50

ضریب رقت
ضریب رقت  لیتر(،رم در میلی) میکروگ 

10

2000
 

  الکتروفورز ژل آگاروز -3-11-2

استخراج شده روی ژل الکتروفورز  DNAهای های موئین، نمونهاز ریشه DNAجهت تائید استخراج 

 (استیک اسید، آب مقطر،  EDTA ،Tris base) TAEیک درصد بارگذاری شدند. ژل یک درصد در بافر 

 uvitechها توسط دستگاه ولت به انجام رسید و تصاویر ژل 56الکتروفورز در  تهیه و( 0)جدول پیوست 

Gel documentation .تهیه گردید  

 تخلیص پلاسمید -3-11

انجام گردید و استخراج به روش  PCRاستخراج پلاسمید جهت استفاده به عنوان کنترل مثبت در واکنش 

برداشته شد های باکتری آگروباکتریوم رایزوژنز لیز قلیایی انجام شد. ابتدا یک تک کلون از کشت جامد سویه

بیوتیک ریفامپیسین کشت شد و داخل شیکر میکرولیتر آنتی 26مایع حاوی  LBلیتر محیط میلی 26و در 

دقیقه  5ساعت قرار گرفت. سانتریفیوژ به مدت  20در دقیقه به مدت دور  56گراد و درجه سانتی 25با دمای 

رسوب حاصل همراه با مقداری از مایع رویی به میکروتیوب جدید منتقل و  دور در دقیقه انجام شد. 1566در 

 محلول میکرولیتر 366 درسانتریفیوژ شد. سپس رسوب حاصل  ثانیه  16دور در دقیقه به مدت  30666در 
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 36( وpH =8.0مولار تریس )میلی 25مولار گلوکز ، میلی 56حاوی  3محلول شماره  حل شد. 3 شماره

 266) 2 شماره محلول میکرولیتر از 266محلول حاصل باید اتوکلاو گردد.  6تهیه شد EDTAمولار میلی

هت حل به تیوب حاوی رسوب باکتریایی اضافه گردید و ج (35SDSدرصد 3و  NaOHمولار  2/6میکرولیتر؛ 

میکرولیتر از  356در مرحله بعد  این محلول به صورت تازه باید استفاده شود. مرتبه معکوس شد. 5شدن 

لیتر گلایکال استیک اسید( افزوده مخلوط حاصل ملی 335میلی مولار پتاسیم استات؛  56) 1 شماره محلول

دور  30666سانتریفیوژ در پس از حل شدن کامل  شد. به طور کامل حل تا اینکه داده شد یخ تکان روی بر

کلروفورم اضافه شد و به :فنول مساوی با مایع رویی دقیقه در دمای اتاق انجام و حجم 5در دقیقه به مدت 

دقیقه و دوبرابر مایع رویی  2 مدت دور در دقیقه به 30666 ثانیه ورتکس گردید. سانتریفیوژ در 36مدت 

دقیقه در دمای اتاق قرار گرفت.  5افزوده شد. سپس به مدت  های اضافیصیجهت حذف ناخال %06اتانول

درصد افزوده  06شد و مجدد اتانول  دقیقه سانتریفیوژ 36 مدت به دور در دقیقه 30666 دربعد از این مدت 

 الکلی قرار گرفتند سپس رسوب سفید رنگ حاصل رطوبت رفتن بین از روی دستمال استریل تا هاشد. تیوب

 ،DNA کمیت و کیفیت نظر از پلاسمید حاوی نمونه تخلیص، از پس دیونیزه حل شد. آب لیتر میکرو 16 رد

 .گردید با روش اسپکتروفتومتری ارزیابی

 آنالیز گیاهان تراریخت -3-12

با   PCRهای موئین و تایید انتقال ژن به ژنوم گیاه مورد نظر از روش در این تحقیق جهت آنالیز ریشه

-در ریشه GUSهیستوشیمیایی ژن چنین از روش سنجش و هم GUSو  rolBهای های اختصاصی ژنپرایمر

 های تراریخته و گیاهان باززا شده استفاده گردید.

  آغازگر طراحی -3-12-1

 ها با در نظر گرفتن اصول استاندارد در طراحی آغازگر از جمله طول آغازگر، دمای اتصال، درصدآغازگر

                                                           
 Sodium Dodecyl Sulfate 
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C+G ، ایجاد دایمر، تولید لوپ یا حلقه در درون هر یک از آغازگرها وΔG  مناسب طراحی گردید. سنتز

های آغازگر توسط شرکت تکاپوزیست ایران انجام شد. خصوصیات آغازگرهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن

rolB وGUS   آورده شده است. 2-1در جدول 

 PCR (Polymerase chain reaction)با روش  DNAتکثیر  -3-12-2

 26برای حجم نهایی   Master mixمواد در زیر هود لامینار به صورت  PCR واکنش جهت انجام

میکرولیتر  5/6میکرولیتر از هر آغازگر،  3شامل  rolBمیکرولیتر تهیه شد که مقایر استفاده شده برای ژن 

 ODمیکرولیتر کلرید منیزیم، براساس  1X PCR ،3پلیمراز، بافر taq DNAمیکرولیتر  5/6ها، نوکلئوتید

دقیقه در  5و آب مقطر تارسیدن به حجم بود. سیکل دمایی برای هر جایگاه عبارت بود از  DNAقرائت شده 

درجه،  50دقیقه و  3دقیقه، درجه حرارت اتصال  3درجه برای  30سیکل شامل  16درجه در ادامه  30

نیز  GUSدقیقه، برای ژن  36درجه به مدت  02بسط نهایی  دقیقه با یک 3درجه برای  02دمای سنتز 

ای پلیمراز درجه در نظر گرفته شد. محصولات واکنش زنجیره 02همین شرایط با این تفاوت که دمای اتصال 

 درصد جداسازی شدند. 3بر روی ژل آگاروز 

 های موئینباززایی گیاه از ریشه -3-13

و باززایی گیاهان کامل را در محیط فاقد هورمون دارند. اما این های موئین قابلیت تشکیل کالوس ریشه

های رشد گیاهی کنندهباشد به همین دلیل در این تحقیق از تنظیمکارایی در محیط فاقد هورمون پایین می

های موئین های موئین استفاده گردید. بدین منظور قطعاتی از ریشهجهت القاء کالوس و باززایی گیاه از ریشه

انتقال  BAPگرم در لیترمیلی 25/6و  NAAگرم در لیتر میلی 2حاوی  MSجهت تولید کالوس به محیط 

 MSکشت باززایی )ها جهت باززایی به محیط های اولیه، قطعاتی از این کالوسیافت، بعد از تشکیل کالوس

فاقد  MS  کشت محیطبه  های باززاشده نوساقه سپس. شدند منتقل (BAPگرم در لیتر میلی 5/6حاوی 

 کامل انتقال یافتند. گیاه دار شدن و تولیدجهت ریشه هورمون
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 تراریخته هاییشهدر ر GUS بیوشیمیاییسنجش  -3-14

به  GUSحاوی ژن  pBI121های مورد استفاده در این تحقیق پلاسمید سویه با توجه به اینکه در یکی از

سنجش های موئین حاصل از این سویه انجام شده است.جهت باشد لذا این آزمون برای ریشهمی Kan+همراه 

رساند. در  یافته را به اثبات میهای انتقالبا بررسی فنوتیپ گیاهان تراریخت، بیان ژن GUSبیوشیمیایی 

 GUSقرار گرفتند. محلول اختصاصی برای رنگ آمیزی  GUSهای تراریخته مورد سنجش این روش ریشه

 .(7891، جفرسون( تهیه گردید )1-1طبق دستورالعمل زیر )جدول 

طول قطعه 

 (bp) حاصل

طول 

 نوکلئوتید

 دمای

Annealing (Ċ) 

 نام آغازگر ´3 - ´5توالی

 

780 

28 54 ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA Rolb Forward 

30 54 TTAGGCTTCTTTCATTCGTTTACTGCAGC Rolb Reverse 

 

320 

 

21 62 GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG GUS 

Forward 

20 62 TGGATTCCGGCATAGTTAAA GUS 

Reverse 

 GUS+ و rolBهایژنتکثیر  مشخصات آغازگرهای مورد استفاده جهت 2-3جدول 
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 GUS آمیزیتهیه محلول رنگ -1-1جدول 

Final (µl) Whant Stock  

830 

100 

20 

20 

10 

20 

 

 

0.1M 

1mM 

10mM 

0.1% 

2mM 

 

1M 

50 mM 

0.5M 

10% 

0.1M 

DDW 

( NH2PO4+ Na2HPO4) 4NaHPO 

Ferrocianid  

EDTA 

Triton X-100   

X gluc 

 

X- گرم از پودر میلی 26(، 33دی گلوکورونید-بتا-ایندولیل-1-کلرو-0-برومو-5) Gluc -Xبرای تهیه محلول 

Gluc  لیترمیلی 3را درDMSO  میکرولیتر در فریزر و تاریکی نگهداری شد. 56های حل کرده و در اندازه 

، کمی باکتری آگروباکتریوم GUSپس از تهیه محلول مورد نیاز به منظور بررسی صحت عملکرد محلول 

میکرولیتر از محلول فوق را به آن اضافه  26لیتری ریخته و سپس میلی 5/3نوترکیب را در یک لوله اپندورف 

دهنده صحت عملکرد بافر گراد قرار داده شد. ایجاد رنگ آبی نشانانتیدرجه س 10دقیقه در  26و به مدت 

لیتری قرار داده و میلی 5/3درون میکروتیوب  های تراریخت راها و ریشهتهیه شده است. قطعاتی از برگ

گراد درجه سانتی 10در تاریکی دمای  را به آن اضافه و X- Glucمیکرولیتر محلول حاوی  366سپس حدود 

ج گردد. پس از کلروفیل خارها شستشو تا کلروفیل نمونه %06قرار داده شد. پس از زمان طی شده با الکل 

 های تراریخت قابل مشاهده است.زدایی کامل، رنگ آبی در نمونه

 گیری ترکیبات ثانویهاندازه -3-15

 فنلی ترکیبات استخراج جهت گیری عصاره -3-15-1

                                                           
glucuronide-D-β-indolyl-chloro,3-bromo,4-5  
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( استفاده شد. ابتدا 3155پور و همکاران،عصاره گیری گرم )حاجی مهدیجهت عصاره گیری از روش 

و در  توزین دقت های غیر تراریخته )شاهد( بههای موئین و ریشهپودرخشک شده ریشه از گرم 63/6مقدار

 56دمای با ماری در بن ساعت 2 مدت به کاملا سائیده شد، مخلوط حاصل %56 متانول لیتر میلی 2داخل 

 36دور در دقیقه و به مدت  0666در  سانتریفیوژ ساعت 2گذشت از پس .شد گذاشته گرادسانتی درجه

د. عصاره حاصله ش میلی لیتر رسانده 2 حجم به درصد 56 متانول حلال انجام شد و مایع رویی بادقیقه 

 گیری ترکیبات فنلی مورد استفاده قرار گرفت.جهت اندازه

 فنلی ترکیبات میزان گیری اندازه -3-15-2

 استفاده با( غیرتراریخته) شاهد هایریشه و موئینریشه هایکلون کل فنلی ترکیبات محتوای گیریاندازه

دار درب آزمایش لوله درون عصاره از میکرولیتر 066 به این منظورشد.  انجام 26 سیوکالتو-نفولی روش از

 بن در (،3:36نسبت ) به آب با شده سیوکالتو رقیق فولین معرف لیتر میلی 1 افزودن از پس و شد اضافه

-بی محلول لیتر میلی 1 به آن سپس. شد داده قرار دقیقه 5 مدت به گرادسانتی درجه 22دمای  با ماری

 دقیقه قرار 36 مدت به گراد سانت درجه 22 دمای با ماری بن مجددا در و اضافه درصد 0 سدیم کربنات

 آب مقابل نمونه شاهد در نانومتر 025موج  در طول نمونه جذب دقیقه 36 زمان گذشت از شد. پس داده

 جای به که تفاوت با این شد تهیه نمونه مانند نیز نمونه شاهد که است ذکر به لازم .شد گیری اندازه

 .شد افزوده آزمایش درون لوله مقطر آب میکرولیتر 066 عصاره،

 سیوکالتو -با معرف فولیناسید ی منحنی استاندارد گالیکتهیه-3-15-3

، 6های  غلظت با استاندارد اسید گالیک های محلول از یک هراسید، رسم منحنی استاندارد گالیک جهت

حل شدند. از هر غلظت اسید  %56لیتر در متانول گرم در میلیمیلی 22/6و 33/6، 35/6، 33/6، 60/6، 61/6

 بن سیوکالتو اضافه شدو در فولین معرف لیترمیلی 1 های حاویمیکرولیتر به هر یک از لوله 366گالیک 

 1درصد ) 0 سدیم کربناتبی محلول .شد داده قرار دقیقه 5 مدت به گرادسانتی درجه 22دمای  با ماری

 شد داده دقیقه قرار 36 مدت به گراددرجه سانتی 22 دمای با ماری بن مجدداً در و لیتر( اضافه گردیدمیلی

                                                           
Ciocalteau-Folin 2 
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از لوله آزمایش فاقد گیری شد. اندازه نانومتر 025موج  در طول نمونه جذب ،دقیقه 36 گذشت از پس.

اسید و مقادیر اسید به عنوان شاهد استفاده شد. منحنی استاندارد بر اساس مقادیر مختلف گالیکگالیک

 جذب به دست آمده رسم گردید.

 ساکاریدی گیری ترکیبات پلیاندازه -3-15-4

 -نانومتر با استفاده از روش فنل 036ساکاریدها به وسیله اسپکتروفتومتری در طول موج محتویات پلی

 گیری شد.( و منحنی استاندارد گلوکز اندازه3350اسید سولفوریک )اشلیگل و همکاران، 

 اسید سولفوریک -روش فنل-3-15-4-1

اضافه گردید و میلی لیتری  35 فالکون درون و توزین را گیاهی پودر گرم 33/6مقدار  در این روش ابتدا

 بسته محکم را آنها ه و درباضاف هافالکون به شده است گرم قبلاً که را درصد 56 اتانول لیتر میلی 35 مقدار

 با دقیقه 36 مدت به هافالکون مایع، از جامد فاز کردن جدا منظور به سپس .شد ورتکس ثانیه 26 مدت به و

 صافی کاغذ و قیف از استفاده با سانتریفیوژ، جای به گردید )میتوانقه سانتریفیوژ دقی در دور 1666 سرعت

 06 به را حجم و داد شستشو درصد 56 اتانول با مرتبه 5 و نمود صاف لیتری میلی 56 فالکون در را ها نمونه

گراد قرار داده تا اتانول یسانت درجه 56 دمای با آون در ساعت 20 مدت به را هافالکون .رسانید( لیتر میلی

آن تبخیر شود )جهت تسریع در کار می توان محتویات فالکون درون پتری دیش شیشه ای بزرگ ریخته، 

 مقطر آب لیتر میلی 06 الکل، تبخیر از . پسساعت نمونه ها خشک شود( 2آون بگذاریم تا در کمتر از درون 

 از لیترمیلی 5 مقدار دیگر، ترکیبات و اضافی رسوبات حذف منظور به .شد ورتکس سپس افزوده، هافالکون به

 کرده، اضافه آن به درصد 1 باریوم هیدروکسید محلول از لیترمیلی 0/0 و روی سولفات درصد 5 محلول

 مقدار .گردید سانتریفیوژ دقیقه در دور 1666 سرعت با دقیقه 36مدت به ها نمونه .انجام شد ورتکس مجدداً

لیتر میلی 3فالکون مقدار هر به  .شد منتقل لیتریمیلی 35 فالکون یک به شناور عصاره از لیترمیلی 2

فالکون را به شدت تکان داده تا کف کند. یک تیوب نیز به عنوان شاهد با  ودرصد فنل اضافه  5محلول 

درصد به  35میلی لیتر اسیدسولفوریک  5پتور مقدار یهود و به وسیله پ زیر .گردیدهمین محتویات آماده 

س پ .پیدا کردوجود قند رنگ نمونه به سمت رنگ نارنجی تغییر شد به دلیل  افزوده داخل هریک از نمونه ها
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دقیقه و با تثبیت رنگ قهوه ای مایل به زرد، میزان جذب نور با دستگاه اسپکتروفتومتر در  05گذشت از 

  گردیدنانو متر قرائت  036طول موج 

 تهیه منحنی استاندارد گلوکز-3-15-5

لیتر جهت رسم منحنی استاندارد توزین و میلی گرم در میلی 2/6، 35/6، 3/6، 65/6، 62/6، 6مقادیر 

لیتر میلی 5لیتر فنل و میلی 3میلی لیتر رسانده شد ) 36داخل آب مقطر حل شدند، حجم محلول به 

منحنی استاندارد بر گیری شد. نانومتر در مقابل کنترل آب اندازه 036ها در سولفوریک اسید( و جذب نمونه

 اساس مقادیر مختلف گلوکز و مقادیر جذب به دست آمده رسم گردید.

 هاه آماری دادهتجزی-3-16

رایزوژنز و نوع ریزنمونه گیاه در بخش اول این تحقیق جهت بررسی تاثیر نوع سویه باکتری آگروباکتریوم

تکرار  0تصادفی با  کاملاًصورت فاکتوریل برپایه طرح های موئین، آزمایشی بهسرخارگل بر میزان القاء ریشه

( و ریزنمونه در A4, A13, 15834باکتری در سه سطح ) یهای مورد بررسی شامل سویهانجام گرفت. فاکتور

چنین این آزمایش جهت بررسی تاثیر سنین مختلف هم دو سطح )برگ و هیپوکوتیل( در نظر گرفته شد.

 ,A4, A13سطح )ی باکتری در سه روز( و نوع سویه 36و  06، 26ریزنمونه هیپوکوتیل در سه سطح )

-وئین نیز انجام شد. در بخش دوم این تحقیق جهت بررسی تاثیر سویههای مبر میزان تشکیل ریشه( 15834

های موئین آزمایشی بر ساکاریدی ریشههای مختلف باکتری در میزان تولید ترکیبات فنلی و محتوای پلی

  افزار نرم از استفاده ها باکلیه داده آماری تحلیل و تکرار انجام گرفت. تجزیه 0پایه طرح کاملاً تصادفی با 

SAS افزار نرم نیز توسط نمودارها رسم و Excel آزمون  از استفاده با میانگین مقایسات وLSD  5در سطح 

 درصد انجام شد.
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چنین های موئین و همکارایی آگروباکتریوم رایزوزنژ در انتقال ژن از طریق مشاهده فراوانی تشکیل ریشه

های برگ و هیپوکوتیل در گیاه دارویی سرخارگل در ریزنمونه PCRها با کاربرد آزمون تراریختی آنتایید 

های برگ و هیپوکوتیل در تیمار تعیین گردید. فصل حاضر نتایج حاصل را در رابطه با ترایختی انواع ریزنمونه

های موئین، تاثیر سنین درصد تشکیل ریشههای مختلف آگروباکتریوم رایزوژنز، تاثیر این فاکتورها در با سویه

-های موئین و نیز تولید متابولیتهای موئین، تولید کالوس و باززایی ریشهمختلف ریزنمونه در تشکیل ریشه

 نماید. های ثانویه ارائه می

 کشت بذر و تهیه ریزنمونه -4-1

زنی کردند. و ی شروع به جوانههای گیاهفاقد هورمون MS½ روز بعد از کشت در محیط  0-5اکثر بذور، 

 (.3-0در سنین مختلف از گیاهان رشد یافته ریزنمونه تهیه شد )شکل 

 A4،15834،A13، 11325های های برگی و هیپوکوتیل توسط سویهتراریختی ریزنمونه -4-2

تشکیل ریشه زمان (ن ترانسفورماسیو کارایی توسط رایزوژنز آگروباکتریوم بیماریزایی قدرت مطالعه این در

و  برگ هایریزنمونه در موئینهایریشه تشکیل درصد و( تلقیح با باکتری از موئین بر اساس تعداد روز بعد

در   A4،15834،A13های های مورد مطالعه سویه. نتایج نشان داد از بین سویهگردید تعیین هیپوکوتیل

سویه موئین شدند. در ریزنمونه برگ موفق به القاء ریشه  A13،15834های ریزنمونه هیپوکوتیل و سویه

های به دلیل عدم القاء ریشه و شد زخم محل در مانندی تومور  توده و کالوس ظهور به منجر تنها 11325

 0-35های هیپوکوتیل،(. در ریزنمونه2-0)شکل ها حذف گردیدموئین در هر دو ریزنمونه از آنالیز آماری داده

-میلی 566بیوتیک سفوتاکسیم ) کشتی و شستشو با آنتیروز بعد از هم 35-26های برگی ریزنمونهروز و در 

در این بررسی مشاهده شد که  های موئین ظاهر شدند.گرم در لیتر( و انتقال به محیط فاقد هورمون ریشه

 های مختلف موئین بر اساس تعداد روز بعد از تلقیح با سویهزمان تشکیل ریشه
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الف: مرحله  مراحل مختلف رشد گیاهچه جهت تهیه ریزنمونه.-1-4شکل

روزه. د:  61های روزه. ج: گاهچه 21های زنی بذور. ب: گیاهچهجوانه

 روزه. 91های گیاهچه

  

  

 ب الف

 د ج
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باشد، به طوریکه درریزنمونه هیپوکوتیل متفاوت میرایزوژنز در هر دو نوع ریزنمونه برگ و آگروباکتریوم

روز بعد از هم  35و  36به ترتیب  15834و  A13های روز و در سویه A4 ،0هیپوکوتیل تلقیح شده با سویه 

ها بود. و تر از سایر سویهسریع A4های موئین ظاهر شدند لذا کارایی ترانسفورماسیون در سویه کشتی ریشه

های روز بعد از تلقیح ریشه 26و  35به ترتیب  15834و A13 های برگی تلقیح یافته با سویههای در ریزنمونه

ای مشاهده نیز هیچ ریشه A4های برگی تلقیح یافته با سویه موئین مشاهده شدند در حالیکه در ریزنمونه

سویه در ریزنمونه برگی لازم به ذکر است با این ای شدند. ها قهوهنگردید و بعد از گذشت یک ماه ریزنمونه

ها ای در هیچ کدام از روشوری به روش تزریقی نیز تلقیح انجام شد ولی ریشهعلاوه بر تلقیح به روش غوطه

ی های مورد مطالعه سویهتوان اظهار نمود که از بین سویهمشاهده نگردید. بنابراین با توجه به نتایج فوق می

A13 .موثرترین سویه از لحاظ کارایی ترانسفورماسیون در گیاه سرخارگل بود 

های موئین های طبیعی و ریشههای مورفولوژی بین ریشهدر این تحقیق مشاهده گردید که از لحاظ ویژگی

های گرا( بودند، درحالیکه ریشههای طبیعی داری الگوی رشدی ژئوتروپیک )زمینتفاوت وجود دارد. ریشه

گرایی( را نشان دادند که ممکن است رشد پلاژیوتروپیک به ین پاسخ رشدی پلاژیوتروپیک )عدم زمینموئ

های نوک ریشه به عنوان باشد. آمیلوپلاستهای موئین ریشه ایهای نشاستهآمیلوپلاست در دانه دلیل فقدان

از اینرو به  .(3155همکاران، کنند )کافی و حسگر ثقلی عمل کرده و رشد ریشه را به سمت پایین هدایت می

های موئین و مقایسه آنها با سایر رسد که در مطالعات بعدی بهتر است به بررسی میکروسکوپی ریشهنظر می

های موئین در مقایسه با شاهد انشعابات بیشتری ایجاد کرده و ها بپردازیم. ویژگی بارز دیگر اینکه ریشهریشه

 فرض، این تایید در های تراریخت است.احتمالا بیوسنتز بیشتر اکسین در ریشهتر بودند که دلیل آن کوتاه

 طول شدن کوتاه و بیشتر فرعی هایریشه ایجاد باعث هاریشه در اکسین غلظت افزایش که شده گزارش

 ریشه شدن طویل در هم و زاییریشه شروع مرحله در هم اکسین( 2662)تایز و زایگر،  شودمی هاریشه

گردد اکسین سنجیده نشده که پیشنهاد مینامه میزان (. ولی در این پایان2662)لئونگ و لی،  دارد دخالت

گیری اکسین در مراحل رشدی بپردازیم تا تغییرات حاصل از آن مورد مطالعه در مطالعات آتی به اندازه

 قرارگیرد.
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های موئین حاصل از تلقیح سه هفته بعد از تلقیح. الف و ب( ریشههای موئین تشکیل ریشه -2-4شکل

موئین در تلقیح با سویه .د( عدم تشکیل ریشه11325های ایجاد شده با سویه . ج( کالوسA13با سویه

A4 ( عدم تلقیح )شاهد(.ه. 15834های موئین حاصل از تلقیح با سویه ریشه (در ریزنمونه برگی. و 
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 تاثیر انواع سویه باکتری و ریزنمونه در میزان القاء ریشه موئین -4-3

های مختلف ( نشان داد که اثرات متقابل بین سویه3ها )پیوستدادهنتایج حاصل از تجزیه واریانس 

 3موئین در سطح های برگ و هیپوکوتیل در درصد تشکیل ریشهرایزوژنز و انواع ریزنمونهباکتری اگروباکتریوم

 ی هیپوکوتیلدر ریزنمونه A13( نشان داد که سویه 1-0ها )شکلدار بود. مقایسه میانگین دادهدرصد معنی

داری با ریزنمونه برگ تلقیح شده با سویه ( را دارد و اختلاف معنی%55موئین )بالاترین درصد تشکیل ریشه

A13 (06%نشان داد. همچنین ) هایسویه با تلقیح در اثر  A4درصد  05درصد و  06ترتیب  به 15834 و

ریشه موئین از ترکیب تیماری  ترین میزان درصد القایموئین در ریزنمونه هیپوکوتیل تولید شد. کمریشه

های برگ و هیپوکوتیل تلقیح شده با سویه و ریزنمونه برگ )صفر( بدست آمد. بین ریزنمونه A4سویه 

آگروباکتریوم به عوامل  از طریق T-DNAانتقال داری وجود نداشت. از نظر آماری اختلاف معنی 15834

کشتی، سویه فیزیکی و شیمیایی مانند دما و دوره همریزنمونه گیاهی، عوامل  مختلفی نظیر ژنوتیپ و نوع

(. لذا یکی از 2660های سیگنالی مانند استوسرینگون وابسته است )کیم و همکاران، باکتری و مولکول

باشد، در این آزمایش دو نوع های موئین نوع ریزنمونه استفاده شده میفاکتورهای اصلی در القاء ریشه

ها ی هیپوکوتیل در اثر تلقیح با تمام سویهل مورد بررسی قرار گرفت که ریزنمونهریزنمونه برگ و هیپوکوتی

موئین را نشان ی برگ فقط دو سویه توانایی تولید ریشهموئین شد در حالیکه در ریزنمونهموفق به تولید ریشه

و  % 06به ترتیب موئین به طور میانگین در ریزنمونه هیپوکوتیل و برگ دادند. از طرفی درصد تشکیل ریشه

موئین موثر هستند ولی تاثیر دهند که هر دو نوع ریزنمونه در القاء ریشهبود. از این رو نتایج نشان می11%

-رایزوژنز میی هیپوکوتیل سرخارگل به آگروباکتریوملذا پاسخ سریع ریزنمونه. ریزنمونه هیپوکوتیل بارز است

ست محل زخم در ریزنمونه هیپوکوتیل نسبت به ریزنمونه برگ تواند به چند دلیل باشد؛ اول اینکه ممکن ا

به دلیل تفاوت در شرایط در زمان تلقیح بیشتر در تماس با باکتری قرار گرفته باشد. ثانیا ممکن است 

های مختلف یک گیاه ها در پاسخ به آگروباکتریوم رایزوژنز در بافتفیزیولوژیکی باشد، زیرا پتانسیل ریزنمونه

های مریستمی تقسیمات سلولی سریعتر در محل است. در ریزنمونه هیپوکوتیل به دلیل وجود سلولمتفاوت 
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های غیر فعال برگ به زمان بیشتری جهت تنظیمات سلولی نیاز دارند، شوند. سلولزخم ایجاد شده آغاز می

( در گسترش CDKs) ها، فشار تورژسانس و کینازهای وابسته به سیکلینهایی مثل هورمونچنین فاکتورهم

 (.3333؛ مورل و همکاران، 2666باشند )تیانلی و پالین، ها تاثیرگذار میو تمایز این سلول

 

   

   

 

 

در انتقال ژن به سلول گیاهی متفاوت است. های مختلف در این مطالعه تائید شده است که توانایی سویه

های موئین را بیشترین کارایی در تشکیل ریشهA13 های بررسی شده در این آزمایش سویه از بین سویه

 های باکتری مرتبط استاین تفاوت در بیماریزایی و مورفولوژی به پلاسمیدهای قرار گرفته در سویهداشت. 

 هایریشه T-DNA هایها بیان متفاوت ژنچنین دلیل دیگر این تفاوتهم(. 3332همکاران،  ناین و)

 باشدبه ژنوم گیاه می T-DNA وارد شده و اثرات محل ورود T-DNA های متعددتراریخته، تعداد کپی
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سویه های اگروباکتریوم

هیپوکوتیل

برگ

-تشکیل ریشهبر نوع ریزنمونه  باکتری ومقایسه میانگین اثرات متقابل سویه  -3-4شکل

 موئین.
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 های سویه از حاصل مویین ریشه مورفولوژیکی و رشدی های در ویژگی تفاوت (.2665 اکرمیان و همکاران،)

 ها، ژن این بیان شود.  می داده نسبت نیز rol های ژن تاثیر چگونگی به فوق عوامل بر باکتری، علاوه مختلف

 سطوح داخلی به گیاهی های سلول حساسیت یا میزان و سیتوکینینی و اکسینی های هورمون داخلی سطوح

 بر ای ویژه تاثیر داخلی اکسین میان، این (. در3335دهد )شن و همکاران،  می تغییر را رشد های هورمون

 هایسویه تمامی نه که است بدیهی .دارد خطی رشد توقف انشعابات و ازدیاد مویین، هایریشه رشد

 پذیرش یآماده گیاهان تمامی نه و  دارند، زاییبیماری قابلیت گیاهی سلول به ژن انتقال برای آگروباکتریوم

 فقط و نیست مشخص چندان پدیده این  دلیل .(3335همکاران،هستند )دی داسک و  و باززایی بیگانه ژن

 های پاسخ گیاه یک که است بحث قابل پاتوژن  گیاه متقابل اثرات قالب در حالتی چنین که گفت توانیم

 آمادگی و باکتری زاییبیماری بهبود بنابراین، .دهدمی زا بیماری گونه یک مختلف نژادهای به را متفاوتی

 دارای گیاهی گونه هر. دارد بسزایی نقش گیاهی سلول بهT-DNA انتقال افزایش احتمال در گیاهی، سلول

 موجب است ممکن که است متفاوتی دهنده علامت هایمولکول و فیزیولوژیکی وضعیت سلولی، دیواره ساختار

 پلاسمیدی و باکتریایی ژنوم توالی همچنین باشد مختلف هایگونه در موئین ریشه شکیلت توانایی در تفاوت

را  موادی Ri پلاسمید  TL-DNA های ژن مثال طور به دارد.  گیاهان در مویین ریشه القای در سزاییب نقش

 . عمل شوندمی ریشه تولید سمت به تمایزیابی برای هاسلول تحریک موجب کنند که این موادسنتز می

 که هستند tmsهای ژن ها شاملT -DNA اوقات گاهی گیردمی انجام درونی اکسین تاثیر تحت تمایزیابی

 شوند.می ریشه القای و اکسین سنتز سبب مستقیما

اگروباکتریوم رایزوژنز در گیاهان دارویی متعددی گزارش شده  A13موئین با سویه موفقیت در تولید ریشه

-هایریشه A13کوتیل گرفته شده از محور جنینی بادام زمینی با سویه های اپیاست. ازجمله در ریزنمونه

( نشان دادند که سویه 2631نتاج و همکاران ) کبیر .(3335)آکاساکا و همکاران،  موئین تولید شده است

A13  بالاترین کارایی در انتقالT-DNA ( تاثیر سویه2632به گیاه کاسنی را دارد. اویی و همکاران ،) های

  (Solanum mammosumموئین در گیاه تاجریزی )های لف اگروباکتریوم رایزوژنز را در القای ریشهمخت

های مختلف مورد بررسی تفاوت وجود نتیجه گرفتند که از نظر کارایی ترانسفورماسیون بین سویه بررسی و
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بالاترین درصد تراریختی به ترتیب  A4و  A13های های مطالعه شده در این تحقیق سویهدارد. ازبین سویه

های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز در القاء ( سویه2631را نشان دادند. پاکدین و همکاران ) %06/36و  31/5%

قادر به تولید ریشه موئین در این گیاه  نبود.  A13های موئین سنبل الطیب استفاده کردندکه سویه ریشه

 A13با استفاده از سویه  Linum mucronatumسی نوع ریزنمونه در گیاه برربا  (2632صمدی و همکاران )

کارایی بیشتری در تشکیل  های هیپوکوتیل، کوتیلدون و ریشه نشان دادند ریزنمونه هیپوکوتیلدر ریزنمونه

 .را دارد( %06)های موئین ریشه

 موئینهایتاثیر سن ریزنمونه در القاء ریشه-4-4

های مختلف باکتری و اثرات متقابل سویه داد، ( نشان1ها )جدول پیوست دادهتجزیه واریانس  نتایج

 درصد 3در سطح  مویینیریشه القاء درصد در روز( 36و  06، 26ی هیپوکوتیل )ریزنمونه مختلف سنین

روزه  26های در ریزنمونه A13( نشان داد که سویه 0-0ها )شکل مقایسه میانگین داده دار بود.معنی

داری را ( را داشت که با سایر ترکیبات تیماری اختلاف معنی%366موئین )بیشترین درصد تشکیل ریشه

 36های و نیز ریزنمونه 15834روزه هیپوکوتیل با استفاده از سویه  36و  06های سنین نشان داد. در ریزنمونه

 در موئینهایریشه از طرفی القایهای موئین نبودند. قادر به تشکیل ریشه A4روزه با استفاده از سویه 

 نتایج. شد انجام بالاتری کارایی با و سریعتر روزه 36و 06هایریزنمونه با مقایسه در روزه 26 هایریزنمونه

 زیرا دارند، موئین هایریشه تولید بر مهمی تاثیر گیاهی ریزنمونه سن که است داده نشان نیز دیگر محققین

زمان انتخاب (. 2631نتاج و همکاران، )است  آن فیزیولوژیکی هایویژگی کنندهتعیین گیاهی سلول سن

گذارد. به طور کلی بهتر است شده تاثیر میدهی ریزنمونه کشتریزنمونه، نکته مهمی است که در پاسخ

-های تشکیلهای زنده جوان به عنوان ریزنمونه مورد استفاده قرار گیرند، زیرا سلولهای دارای سلولبافت

های جوان دارای واکوئل کوچکی هستند )نسبت هسته به کل سلول زیاد است( و بنابراین هنده بافتد

ی برگ موئین دارند. در ریزنمونهیهای مسن( در ایجاد ریشهفعالیت و توانایی زیادی )در مقایسه با سلول
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نگردید و بعد از مدتی  ای مشاهدهزایی شد و در بررسی سایر سنین ریشهروزه موفق به ریشه 26فقط سن 

 ای و از بین رفتند.های برگی قهوهبافت

 

 

 

 rolBهای ژن با پرایمر PCRهای موئین با واکنش تائید تراریختی ریشه -4-5

 معرف هورمون، کشت فاقد محیط در فراوان انشعابات تولید با سریعپلاژیوتروپیک  رشد مورفولوژی اگرچه

 تکثیر برای PCR تکنیک توسط تراریخته آنها ماهیت بررسی حال این با بود، مورد مطالعه مویین های ریشه

 محصولات تفکیک از نتایج حاصل .شد انجام اختصاصی آغازگر جفت دو از استفاده با rolB از ژن ای قطعه

 های سلول ژنوم ( درbp 056 انتظار قطعه مورد )تکثیرrolB ژن  باندها حضور آشکارسازی و PCR واکنش

 (.5-0 نمود )شکل تائید را مویین هایریشه
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 موئین.تشکیل ریشهبر سن ریزنمونه  باکتری وسویه  مقایسه میانگین اثر متقابل -4-4شکل
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 حاوی وکتور دوگانه  AR15834برگ توسط سویه  های هیپوکوتیل وتراریختی ریزنمونه-4-6

pBI121   

 pBI121حاوی وکتور دوگانه  AR15834سویه  A4 ،A13  ،15834هایعلاوه بر سویه تحقیق این در

باشد و توالی کد( میGusگلوکرونیداز )-βکد کننده  uidAحاوی ژن  pBI121استفاده شد. وکتور دوگانه 

دو  باشد. هرمی (CaMV)ویروس موزاییک گل کلم  35sتحت نظر توالی کدکننده پروموتور  GUSکننده 

 ی ریزنمونه برگ و هیپوکوتیل گیاه سرخارگل موفق به تولید ریشه موئین با استفاده از سویه نوع

AR15834- pBI121 های هیپوکوتیل و برگ به ترتیب (. در ریزنمونه0-0رایزوژنز شدند )شکل آگروباکتریوم

ن سویه در ریزنمونه های موئین ظاهر شدند. درصد القاء ریشه موئین توسط ایبعد از یک و دو هفته ریشه

 ( بود.%55( بیشتر از ریزنمونه برگ )%05هیپوکوتیل )

 rolBبا آغازگرهای اختصاصی ژن  pcrهای ( در واکنش780bpی مورد انتظار )DNA . تکثیر قطعه-5-4شکل

: عدم تکثیر 2یک کیلوبازی،  DNA: نشانگراندازه 1های موئین سرخارگل: ریشه DNAاگروباکتریوم رایزوژنز بر روی 

: 6وA4،5ی ریشه موئین حاصل از سویهDNAی تکثیر شده از : قطعه4و3ی ریشه طبیعی،DNAقطعه مورد انتظار از 

موئین حاصل ی ریشه DNAی تکثیر شده از قطعه: 8وA13 ،7ی ریشه موئین حاصل از سویهDNAی تکثیر شده از قطعه

 )کنترل مثبت(. A13ی باکتری اگروباکتریوم رایزوژنز سویهDNAی تکثیر شده از : قطعه9، 15834از سویه

 

1 2 3 9 5 6 7 8 4 
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ی آگروباکتریوم که حاوی وکتور دوگانه است مشخص شد که با تولید ریشه موئین با استفاده از این سویه

 بر موجود یT- DNA خود، Ri ی پلاسمید T-DNAبر  علاوه است که رایزوژنز قادرباکتری آگروباکتریوم 

 هدف گیاه سلول به زمانهم به طور باشد، داشته حضور باکتری این در که را دیگری دوگانه ناقل هر روی

-می تراریخته های مویین ریشه القای باعث مضاعف تراریزش یک فرایند طی در ترتیب بدین .نماید منتقل

 مختلفی گیاهان به رایزوژنزآگروباکتریوم بواسطه ژن انتقال برای دوگانه بیان ناقلین از استفاده گردد. اخیرا

 (Atropa belladonna) (، بلادن3353)وایسر و همکاران،  (Solanum tuberosum)زمینی  سیب مانند

 ( گزارش شده است.3332)ساتیو و همکاران، 

از طریق  AR15834- pBI121های موئین حاصل از تلقیح سویه تائید تراریختی ریشه -4-7

 PCRواکنش 

و الکتروفورز مورد تایید قرار  %3بر روی ژل آگارز  PCRصحت انتقال ژن توسط بارگذاری محصولات 

 (.  0-0بود )شکل GUS ،320bpبرای ژن  گرفت. طول قطعه تکثیرشده

 GUS آزمون هیستوشیمیایی  -4-8

 سوبسطترای  تبطدیل  باعطث  کطه  شطود  مطی  بتاگلوکورونیطداز  آنطزیم  تولیطد  باعطث  گیاه در GUS ژن بیان

 آنطزیم  کننطده  کطد  واقطع  در کطه  GUS ژن حضطور به توجطه   گطردد. بطا  مطی  آبی رنگ به X-gluc رنگ  بی

 در مصطرف  ریشطه  توانطایی  و آنطزیم  ایطن  بیطان  باعطث  تراریخطت  هطای در ریشطه  باشطد می گلوکورونیداز بتا

 شطدن  رنطگ  آبطی  ریشطه  بطه  آنطزیم  سوبسطترای ایطن   افطزودن  از پطس  نتیجطه  در و شطده  آن سوبسطترای 

  (.3333باشد )نرمین و تیجن،می آنها بودن تراریخت مبنی بر قاطعی علمی دلیل هاریشه

 نشاندهنده که اندشده رنگ آبی تراریخت هایریشه شودمی مشاهده )ب و ج( 5-0شکل در که همانطور

 تراریخت( )غیر شاهد ریشه حالیکه در باشدمی گیاه به Ri-T DNA انتقال تائید نتیجه در و  GUSبیان ژن 

 ( نیز با استفاده از سویه 3153زاده و همکاران )الف(. زمان 5-0نشان نداد )شکل رنگی هیچ تغییر
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 هفته بعد از3،  سرخارگل گیاههای برگ و هیپوکوتیل های موئین تولید شده در ریزنمونهریشه -6-4شکل 

مشاهده نشد. ب: ریزنمونه برگ. ج: ای الف: نمونه شاهد که ریشه AR15834- pBI121ی سویه تلقیح با

 .ریزنمونه هیپوکوتیل

 

 ب

 ج

 

 الف
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ا ب PCRهای ( در واکنش320bpی مورد انتظار )DNA تکثیر قطعه -7-4شکل

های ریشه DNAاگروباکتریوم رایزوژنز بر روی  GUSآغازگرهای اختصاصی ژن 

: عدم تکثیر قطعه مورد 2، یک کیلو بازی DNAاندازه  نشانگر: 1موئین سرخارگل: 

ی ریشه موئین DNAی تکثیر شده از : قطعه 4و  3ی ریشه طبیعی، DNAانتظار از 

ی باکتری DNA ی تکثیر شده از: قطعهAR15834- PBI121 5حاصل از سویه 

 )کنترل مثبت(. AR15834- pBI121 اگروباکتریوم رایزوژنز سویه

 

1 2 3 4 5 
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pRi15834-PRT355-GUS  با دوژنGUS درگیاه تنباکو موفق به ایجاد ریشه  و ژن مقاومت به کانامایسین

 نشان را مطالعه این در شده ایجاد های،ریشه بودن تراریخته خوبی به GUS ژن بیان بنابراینموئین شدند. 

 بیشتر کشنده و تارهای تشکیل حال در جانبی هایریشه و هاریشه نوک در آبی شدت رنگ دهد. میزان می

 نتیجه ژن در و GUS بیان احتمالا هستند. تکثیر حال در ها که سلو باشندمی مناطقی هابخش این بود.

 به توجه با .باشدمی بیشتر متابولیسمی از نظر هاسلول بیشتر فعالیت دلیل به مناطق این در اکسین مولد

-می بنابراین است، انتهای ساقه راسی مریستم در جوان هایبرگ در اکسین مولد منابع مهم از یکی اینکه

 .نمایند تولید بیشتری اکسین ریشه مریستمی بخش هایتراریخت سلول هایریشه در که پذیرفت توان
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و  برگ قطعات روي تولید از پس هفته 4- 5ی موئین ها ریشه استریومیكروسكپي تصویر -8-4شکل

 تراریخت، هاي: ریشه وج ب .  تراریخت غیر شاهد ریشه  :الف X-Gluc سوبستراي با تیمار از هیپوکوتیل پس

 .است ها ریشه بودن تراریخت و گلوكورونیداز بتا ژن بیان دهنده نشان آبي رنگ

 ب الف

 ج
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 های موئینریشهالقاء کالوس و باززایی  -4-9

 گیاهان موفق باززاییبرخوردارند.  نیز کاملباززایی گیاهان تولید کالوس و های تراریخته از قابلیت ریشه

 جوان و ژنوتیپ وجود، با این .دارد گونه آن ای شیشه درون کشت شرایط به بستگی اغلب موارد در تراریخته

آنها،  خودهای موئین مانند گیاهان باززایی شده از ریشه .است مهم هم بسیار مناسب کشت جدا قطعه بودن

با گیاهان شاهد، فنوتیپ متفاوتی را نشان  قایسهثبات ژنتیکی دارند. اما در بعضی موارد گیاهان تراریخته در م

دهند که حاصل بیان ترکیبی موئین را نشان میهم ریشرسند تراریخته، هایریشه از دهند. گیاهان باززامی

، رشد سریع هایی همچونو از ویژگی است.در ژنوم گیاه  Riپلاسمید  rolCو  rolA  ،rolBهای وسلوک

در این بررسی مشاهده شد که  باشند.می نیز برخوردار، و تولید سریع برگ فراوان جانبیهای تشکیل جوانه

 25/6و  NAAر لیتر گرم دمیلی 2حاوی  MSزایی )محیط های موئین منتقل شده به محیط کالوسدر ریشه

: الف(. قطعاتی از این 36-0ها تشکیل شدند )شکلهفته کالوس 1( پس از گذشت BAPگرم در لیترمیلی

 36جهت باززایی انتقال یافتند و بعد از گذشت  BAPگرم در لیتر میلی 5/6حاوی  MSها به محیط کالوس

 شدن دارریشه جهت فاقد هورمون MS  کشت محیط به هانوساقه سپسها صورت گرفت. روز باززایی نوساقه

ها  به طور خودبه خود و بدون اگرچه باززایی نوساقه : ب ، ج، د(.3-0)شکل یافتند انتقال کامل گیاه تولید و

های موئین صورت گرفت اما فراوانی تولید در محیط فاقد هورمون خیلی پایین بود نیاز به هورمون در ریشه

 ( منجر به افزایش میزان باززایی گردید. درBAPو  NAAهای رشد گیاهی )کنندهظیمبنابراین استفاده از تن

 آگروباکتریوم اکسین توسط مولد ژن ویژه به خارجی هایژن ورود که شده است داده مطالعات نشان برخی

گیاهان  در ریشه القاء باعث خود که شده گیاهی هایهورمون تعادل زدن هم بر باعث گیاه به رایزوژنز

 از باززا گردد. گیاهانمی چروکیده های ایجاد برگ و دهی شاخه افزایش انتهایی، غالبیت کاهش تراریخت،

 دادند. نشان را هاییویژگی بیش چنین و کم ظاهری شکل نظر از نیز حاضر مطالعات در های تراریخت ریشه

 شده گزارش تراریخت باززا گیاهان در نیز قبلا  هابرگ شدن فشرده و ساقه شدن طول کوتاه مثال عنوان به

 pBI121حاوی وکتور دوگانه  DCAR-2شده با سویه های موئین ترانسفورمدر تحقیقی باززایی ازریشه .است

است. در این مطالعه تشکیل کالوس پس از بررسی شده  (Lycopersicon esculentum)فرنگی در گیاه گوجه
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زایی از گرم در لیتر کینتین آغاز شد، شاخهمیلی 25/6و  D-2,4در لیتر گرم میلی 2هفته در محیط حاوی  2

صورت گرفته است که  NAAگرم در لیتر میلی 5/6و   GA3گرم در لیتر میلی 3ها در محیط حاوی کالوس

فرنگی تراریخت تولید گردید )مقالب و بیان ژن موجود در وکتور دوگانه آگروباکتریوم رایزوژنز گیاه گوجه

های موئین تولیدی با باکتری ( باززایی گیاه از ریشه2631(. گونجان و همکاران )2660مکاران، ه

 را گزارش کردند.  Solidago nemoralisآگروباکتریوم رایزژنز در گیاه 

ها با آمیزی برگو نیز رنگ GUSبرای ژن های اختصاصی مراز با استفاده از آغازگرای پلیزنجیره واکنش

جفت بازی  126تکثیر قطعه  را اثبات کرد.های موئین تراریخت سرخارگل از ریشه گیاه تولید GUS  محلول

(. نتایج آزمون هیستوشیمیایی 36-0باشد )شکل به داخل ژنوم گیاه می GUSدرگیاه تراریخت موید ورود ژن 

GUS جدا شده از گیاه تراریخت، نشانگر بیان ژن  بر روی برگGUS ر نمونه کنترل )گیاه غیر در آنها بود. د

 (.33-0گونه رنگ آبی مشاهده نشد )شکل مشاهده نشد و هیچ GUSتراریخت( بیان ژن 
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ج: مرحله  های موئین. الف: تشکیل کالوس، ب وباززایی گیاه سرخارگل از ریشهزایی و کالوسمراحل  -4-9 
 .ها، د: انتقال به محیط فاقد هورمونآغاز باززایی نوساقه

 الف

 ج د

 ب
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با آغازگرهای  PCRهای( در واکنشbp 320ی مورد انتظار )DNA تکثیر قطعه -11-4شکل

: 1گیاه تراریخت سرخارگل:  DNAاگروباکتریوم رایزوژنز بر روی  GUSاختصاصی ژن 
: 3ی برگ طبیعی، DNA: عدم تکثیر قطعه مورد انتظار از DNA 1000bp ،2نشانگراندازه 

:  AR15834- pBI121  ،4 ی برگ تراریخت حاصل از سویه DNAی تکثیر شده از قطعه
 . AR15834- pBI121 ی باکتری اگروباکتریوم رایزوژنز سویهDNAاز  ی تکثیریقطعه

 

  

. الف: GUSهای گیاه تراریخت برای حضور محصول ژن آمیزی برگرنگ -11-4شکل 
 ، ب: گیاه غیر تراریخت )شاهد(.GUSگیاه تراریخت حاوی ژن 

1 

 

2 3 4 



74 
 

 های ثانویهگیری متابولیتاندازه -4-11

 ترکیبات فنلی -4-11-1

=y منحنی استاندارد اسیدگالیک ) سیوکالتو و بر مبنایفنلی کل به روش فولینمقدار ترکیبات

3.7303x+0.0595 ،=0.98632R های های قرائت شده مربوط به غلظت(. جذب32-0( محاسبه گردید )شکل

 آمده است. 3-0مختلف گالیک اسید در جدول 

های موئین نسبت به نمونه ها نشان داد که میزان ترکیبات فنلی کل در ریشهنتایج آنالیز واریانس داده

درصد  3های موئین، در سطح د )ریشه طبیعی( بر اساس سویه باکتری استفاده شده جهت القاء ریشهشاه

( مربوط به mg/g DW 30/26دار بود. مقایسه میانگین تیمارها نشان داد که بیشترین میزان فنل )معنی

شاهد بود. در  ی( مربوط به نمونهmg/g DW 55/33و کمترین مقدار فنل ) A13از سویه  حاصلههای کشت

داری مشاهده نشد اختلاف معنی 15834و  A4های موئین حاصل از سویه میزان ترکیبات فنلی ریشه

های موئین حاصل از ( در بررسی میزان ترکیبات فعال دارویی ریشه2660ونگ و همکاران ) (.31-0)شکل

ساکاریدی را استخراج محتوای پلیتراریختی با آگروباکتریوم رایزوژنز در گیاه سرخارگل، ترکیبات فنلی و 

 بدست آوردند که نسبت به نمونه شاهد افزایش نشان داد. %1/1و  %1/30کردند که به ترتیب مقادیر  

 ساکاریدیمحتوای پلی-4-11-2. 

 = yاسیدسولفوریک و بر مبنای منحنی استاندارد گلوکز ) -ساکاریدی تام به روش فنلمحتوای پلی

0.0054 –6.9629x   ،= 0.9886 2R  ها (. نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده30-0( محاسبه گردید )شکل

های موئین در مقایسه با نمونه شاهد )ریشه طبیعی( در ساکاریدی تام ریشهنشان داد که میزان محتوای پلی

 11/6دها )ساکاریدار بود. مقایسه میانگین تیمارها نشان داد که بیشترین میزان پلیدرصد معنی 3سطح 

mg/g DWهای حاصل از سویه ( مربوط به  کشتA13 های که کشتبود، در حالی 
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y = 3,7303x + 0,0595
R² = 0,9863
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mg/mlغلظت گالیک اسید 

 725جذب در     

 نانومتر
 

محلول گالیک  شماره لوله

 (mg/mlاسید )

 چهارمتکرار  تکرار سوم تکرار دوم تکرار اول

 6 6 6 6 6 شاهد

1 61/6 310/6 300/6 255/6 2/6 

2 60/6 053/6 102/6 202/6 10/6 

3 33/6 521/6 500/6 002/6 531/6 

4 35/6 503/6 050/6 513/6 013/6 

5 33/6 000/6 5/6 050/6 003/6 

6 22/6 500/6 51/6 53/6 500/6 

 اسید.های مورد نیاز جهت رسم منحنی استاندارد گالیکمواد و محلول -1-4جدول 

 

 و.تسیوکال -اسید به روش فولیننمودار منحنی استاندارد گالیک  -12-4شکل 
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سویه های اگروباکتریوم رایزوژنز

 ترکیبات میزان های آگروباکتریوم رایزوژنز بر سویه  مقایسه میانگین اثر -13-4کلش

 . گیاه سرخارگل های موئینریشه کل فنلی
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سویه های اگروباکتریوم رایزوژنز

-رایزوژنز بر محتوای پلیهای آگروباکتریومسویهاثر مقایسه میانگین  -15-4 شکل

  های موئین تولیدی در گیاه سرخارگل.ساکاریدی ریشه

 

 اسیدسولفوریک. -نمودار منحنی استاندارد گلوکز به روش فنل -14-4شکل 
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گرم بر گرم وزن خشک( را نشان داد که حتی میلی 65/0ساکارید )کمترین میزان پلی A4حاصل از سویه 

 (.35-0)شکل( کمتر بود mg/g DW0/0 از نمونه شاهد )

ی مسیر بیوسنتز های ثانویه و مطالعهموئین جهت تولید متابولیتهایهای اخیر کشت ریشهطی سال

های ثانویه کرده است. نتایج ها کمک شایانی به بهبود و تقویت تحقیقات در زمینه بیوسنتز متابولیتمتابولیت

شاهد  های موئین نسبت به نمونهفنلی در ریشهت اترکیب که بدست آمده از مطالعه حاضر حاکی از این است

های ( در بین کلون2631های انجام گرفته توسط کبیرنتاج و همکاران )داری داشت. در بررسیافزایش معنی

های مختلف اگروباکتریوم، مقدار ترکیبات فنلی تغییرات های موئین کاسنی حاصل از تلقیح سویهریشه

 در باکتری T-DNA  از متفاوتی مقادیر حضور علت توان بهیم را تفاوت یناداری نشان دادند. دلیل معنی

 مختلف هایکلون هایسلول در باکتری T-DNA های متفاوت ژن بیان یا و کلون هر اولیه تراریخته هایسلول

 همچنین و میزبان گیاه ژنوم به T- DNA ورود  مکان و کپی تعداد در قطعیت عدم به باتوجه .دانست

 هایمتابولیت تجمع از متفاوتی الگوهای اغلب شده ایجاد موئین هایریشه اطراف، ژنهای  با آنها برهمکنش

 .شودمی گیاهی ثانویه انواع ترکیبات تجمع و بیوسنتز به منجر گیاه دفاعی هایپاسخ .دهندمی نشان را ثانویه

 ثانویه ترکیبات آن بیوسنتز دنبال به و دفاعی هایپاسخ القاء به منجر گیاه زخمی شدن یا هاپاتوژن حمله

 هایمکانیسم در آنها ترکیبات فنلی عملکرد اهمیت دلایل ترینمهم از .گرددمی فلاونوئیدها و فنل همچون

-می فنلی ترکیبات بیوسنتز افزایش سبب میکروبی آلودگی و جراحت همچون تنشی شرایط باشدمی دفاعی

های گروه و ساختار دلیل به هافنل .ها دارندفنل محتوای در سزاییبه محیطی تاثیر فاکتورهای بنابراین، شود

  (ROS) های فعال اکسیژنگونههستند.  قوی اکسیدانیآنتی قدرت با ترکیباتی عموماً دارند که هیدروکسیلی

نقش مهمی در  های اکسیژن و پراکسیدها هستند کهداری مانند یون اکسیژن های کنشگر شیمیاییمولکول

 سازی اثر آنهاکنند و خنثیعروقی ایفاء می -بیماریهای قلبی های خطرناکی چون سرطان وایجاد بیماری

 همچنین مشاهده شده که گیرد.صورت می هاهای جاروب کننده رادیکالها و سیستماکسیدانتوسط آنتی
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محصولات  سنتز به منجر و ی افزایش محل پاتوژن و زخم اثر در نیز (PAL)آمونیا لیاز آلانینفنیل آنزیم بیان

 تواندمی خود موئین ریشه ایجاد و تلقیح به منظور آگروباکتریوم از استفاده که شود. از آنجامی بیشتری فنلی

 خود دفاعی سیستم کارگیری به با که گیاه میرسد نظر به کند، عمل گیاه برای پاتوژن عامل عنوان نوعی به

نامه نیز مشاهده رود. در این پایانمی بالا تولید شده فنل مقادیر آن پی در و کندمی با باکتری مقابله به اقدام

 های مختلف آگروباکتریوم رایزوژنز افزایش یافت.گردید که میزان ترکیبات فنلی در تیمار با سویه

 آنها عملکرد که دارد وجود Vir))ژنهای T-DNAناحیه  چپ سمت در شش اپرون مشخص شده است که

کنند می رمزگذاری را پروتئینی هم با VirAو Vir G است. نواحی الزامی گیاه ژنوم به باکتری ژنوم انتقال برای

 کننده ناحیه فعال عوامل گیرد.می صورت ژن انتقال آن دنبال به فعال و راVir  ژنهای سایر از رونویسی که

VirA  شامل pH،می منوساکاریدها از های مشخصیگروه استوسیرینگون ومانند  فنلی ترکیبات اسیدی-

کنند )آنکنبر و نستر، کننده( عمل میسینرژیک )تشدید صورت به فنلی با ترکیبات مونوساکاریدها باشند. این

 عامل مقابل در دفاع منظور به که گیاه توسط ترکیبات فنلی تولید ازدیاد رودمی احتمال (. بنابراین3336

 ایجاد موئین هایریشه که آنجا از و عمل کند بهتر تلقیح برای عاملی عنوان به خود گیردمی پاتوژن صورت

 مشاهده مطالعه این خواهند داشت. در بر در را فنلی ترکیبات مداوم تولید هستند پایداری ژنتیکی دارای شده

 از ناشی تواندمی تولید نمودند که را فنل از متفاوتی مقادیر مختلف آگروباکتریوم رایزوژنز هایکه سویه شد

 از rol هایاز ژن مناسبی ترکیب انتقال .باشد تراریخت سلول ژنوم در  T- DNA جایگیری مکان در تفاوت

-همه ویژگی تواندنمی هاژن این از یکی تنها انتقال و است لازم موئین هایریشه تشکیل برای گیاه به باکتری

( گزارش کردند که میزان ترکیبات فنلی 3133دهد. آذر مهر و همکاران ) نشان را موئین ریشه سندرم های

-داری را نشان داد که این گزارش با یافتههای موئین گیاه کاسنی تفاوت معنیهای مختلف ریشهدر دودمان

 های مطالعه حاضر مطابقت دارد. 

-محتوای پلی منظور همین به شود.می دیده سرخارگل گیاه ریشه فراوانی در به محلول هایکربوهیدرات

 برهای مختلف در این تحقیق مورد بررسی قرار گرفتند. از سویه آمده دست به موئین هایساکاریدی ریشه
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-های القاء شده توسط سویهریشه ساکاریدهای تام دراساس نتایج بدست آمده از این تحقیق محتوای پلی

 نوع احتمالاً .کاهش یافتند A4 های حاصل از سویهترکیبات در کشت افزایش و این A13 ،15834های

 در دخیل هایعملکرد آنزیم افزایش و بالا بیان باعث است که بوده ایگونه ها بهاین ریشه ترانسفورماسیون

های موئین در ریشه ژنتیکی با وجود ثبات .است شده آنها تولید نهایت افزایش در و هاکربوهیدرات متابولیسم

 انتقال با یا و مدت دراز در هاریشه واکشت مداوم و دیگر محیطی عوامل داشتن نگه ثابت و کنترل با توان می

نتایج موجود  .داد گسترش آنها تجاری تولید حد را در هامتابولیت سایر و کربوهیدرات تولید  به بیوراکتور آنها

این گیاه را  های ثانویه درتولید متابولیتهای ریشه موئین با افزایش سرعت رشد و نیز تثبیت پایداری کشت

مشتقات  ای از تولیدات ثانویه مهم از جملههای تراریخته و وجود طیف گستردهنشان دادند. رشد پایدار ریشه

های موئین سرخارگل پتانسیل ریشه اسید کافئیک، ترکیبات فنلی، آلکامیدها بیانگر این است که کشت

توانند منبعی نوید بخش در تولید پایدار ها میاین ریشه سودمند دارند. تولیدیمناسبی به عنوان یک سیستم 

ها تحت شرایط کنترل شده باشند، بدون اینکه توانایی بیوسنتزی و ژنتیکی خود را از و متوازن متابولیت

هندسی توان اظهار داشت که آنها انتخاب مناسبی در مچنین می( و هم2662دهند )گیری و ناراسو، بدست 

های با ارزش بالا خواهند بود متابولیت های ثانویه در افزایش تجمع و ترشحمتابولیک مسیرهای متابولیت

-های ثانویه آنها در بخش هوایی انباشته می(. حتی در مورد گیاهانی که متابولیت2662)آروو و همکاران، 

؛ 3330دیده شده است )بکالی و همکاران،  هاهای ریشه موئین این گیاهان نیز تجمع متابولیتشوند در کشت

  (.2665ودرز و همکاران، 

 گیری کلینتیجه -4-11

موئین شدند. سنین های برگ و هیپوکوتیل استفاده شده موفق به تولید ریشهدر این مطالعه ریزنمونه

 داریمعنی متقابل اثر نتایج نشان داد که  زایی موثر بودند. های هیپوکوتیل نیز در ریشهمختلف ریزنمونه

 در موئیننظردرصد تشکیل ریشه از باکتری مختلف هایسویه دونوع ریزنمونه )برگ و هیپوکوتیل( و میان

 میزبان گیاه هایسلول ژنوم درون به آگروباکتریوم ازT-DNA انتقال  سطح یک درصد وجود دارد. فرایند
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 با باکتری توسط مستعد گیاهی هایسلول تشخیص .است گیاهی سلول.و باکتری سویه دو مشارکت مستلزم

 اتصال در ایویژه اهمیت گیاهی سلولی دیواره  T-DNAبعدی، گام پذیرد. درمی صورت کموتاکسی مکانیسم

 پلاسمید و virهای ناحیه ژن T-DNA راست مرزی توالی هایژن بیان طرفی دارد. از گیاه سلول به باکتری

از پلاسمیدها دارند. بنابراین فرایند انتقال یک رابطه  T-DNAانتقال  در عمل موثری نقش باکتری کروموزم

 و باکتری هایسویه مطلوب ترکیب یافتن منظور دوجانبه میان باکتری و گیاه است از این رو لازم است به

های بدست داده .گردند آزمون نظر مورد روی ژنوتیپ بر باکتریایی هایسویه از ایمجموعه گیاهی، ژنوتیپ

های تراریخت را ساکاریدی در ریشهآمده در این تحقیق افزایش میزان ترکیبات فنلی کل و نیز محتوای پلی

های مختلف باکتری توان استنباط کرد که سویهکند از این یافته مینسبت به غیر تراریخت تائید می

توان با انتخاب سویه شند. بنابراین میباگذار میهای ثانویه تاثیراگروباکتریوم رایزوژنز در بیوسنتز متابولیت

 .داد شیافزا نیموئ شهیر هایکشت در را باتیترک نیا دیتولمناسب 

 پیشنهادات -4-12

 گیاهان تولید گیاهان کامپوزیت در گیاه سرخارگل با استفاده از آگروباکتریوم رایزوژنز؛ -3

 وسیله به که هستند ترانسژنیکی موئین هایریشه با طبیعی هوایی اندام دارای کامپوزیت

 مویین هایریشه کشت برای مناسب جایگزین اند این گیاهانشده ترانسفورم رایزوژنز آگروباکتریوم

-ریشه مهم هایمحدودیت از باشند زیرا یکیژنتیکی می مطالعات برای بافت کشت از شده مشتق

 .تاس هوایی اندام فقدان مویین های

های موئین؛ های رشد گیاهی در محیط کشت تلقیح و القاء ریشهکنندهاستفاده از تنظیم -2

های موئین این گیاه های رشد در تولید ریشهکنندههای مختلف از تنظمشود غلظتتوصیه می

های های رشدی هم در افزایش القاء ریشهبررسی گردد چرا که مشخص شده است که هورمون

 های ثانویه تاثیر گذار بودند.چنین در بیوسنتز متابولیتموئین و هم
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 یثانویه هایمتابولیت تولید زیستی و غیر زیستی جهت افزایش  الیسیتورهای از استفاده -1

 مهم راهکارهای از الیسیتورهای زیستی از استفاده با سلولی کشت های محیط ورزی دست ؛گیاهی

 زیستی باشد.  الیسیتورهای می ارزشمند هایمتابولیت تولید افزایش و ثانویه متابولیسم القای جهت

 فوق های پاسخ و ثانویه هایمتابولیت تشکیل القای باعث دفاعی هایمکانیسم سازی طریق فعال از

 در ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش امکان های مختلفجنبه شودپیشنهاد می..شوندمی حساسیتی

 .گیرد قرار بررسی مورد زیستی الیسیتورهای از استفاده با گیاه سرخارگل های موئینریشه کشت

های کشاورزی برای کشت انواع وسعت زمین با توجه به افزایش جمعیت کره زمین و عدم کفایت -0

جایگزین  یتواند به عنوان روشمی نیئهای مومنظور تامین مواد اولیه دارویی، کشت ریشه گیاهان به

آگروباکتریوم رایزوژنز بارها  هایات جداکشت با سویهمنظور بهتر است تلقیح قطع به کار رود. به این

 .با صفات برتر غربال شوند نیئریشه مو هایی ازصورت گرفته و دودمان

های ریزنمونه برگ یکی از دلایل پاسخ کند این ریزنمونه به تلقیح با تنظیمات سلولی، سلول -5

ها، فشار یی همچون هورمونشود فاکتورهاآگروباکتریوم رایزوژنز است بنابراین پیشنهاد می

شوند در ها میها که منجر به گسترش و تمایز این سلولتورژسانس و کینازهای وابسته به سیکلین

 مطالعات بعدی مورد آزمایش قرار گیرند. 
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های آگروباکتریوم رایزوژنز و نوع میانگین مربعات درصد القاء ریشه موئین تحت تاثیر سطوح مختلف سویه -3جدول پیوست

 ریزنمونه گیاهی 

 میانگین مربعات آزادیدرجه منابع تغییرات

 63/6 1 تکرار

 13/6** 2 باکتری

 00/6** 3 ریزنمونه

 22/6** 2 ریزنمونه * باکتری

 660/6 35 خطا

 00/32  ضریب تغییرات )%(

ns درصد می باشد. 3و  5به ترتیب معنی دار در سطح  **و  * و 

 

های آگروباکتریوم مقایسه میانگین اثرات ساده درصد القاء ریشه موئین تحت تاثیر سطوح مختلف سویه -2جدول پیوست

 رایزوژنز و ریزنمونه گیاه سرخارگل.

  موئیندرصد تشکیل ریشه تیمار

 سویه باکتری

A13 

A4 

15834 

 

a 27 

b 53 

c 27 

 

LSD5%  167/1  

 ریزنمونه

 برگ

 هیپوکوتیل

 

a00 

b  11 

 

LSD5%  155/1  

 حروف غیر مشترک در هر ستون بیانگر اختلاف معنی دار می باشد.
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آگروباکتریوم رایزوژنز و سن ریزنمونه موئین تحت تاثیر سطوح مختلف میانگین مربعات درصد القاء ریشه  -1جدول پیوست

 گیاهی

 میانگین مربعات آزادیدرجه منابع تغییرات

 665/6 1 تکرار

 163/6** 2 باکتری

 05/3** 2 سن ریزنمونه

 610/6** 0 سن ریزنمونه * باکتری

 660/6 20 خطا

 50/26  ضریب تغییرات )%(

ns درصد می باشد. 3و  5به ترتیب معنی دار در سطح  **و  * و 

 

موئین تحت تاثیر سطوح مختلف آگروباکتریوم رایزوژنز و سن مقایسه میانگین اثرات ساده درصد القاء ریشه -0جدول پیوست

 ریزنمونه گیاهی

 موئیندرصد تشکیل ریشه تیمار

 سویه باکتری

A13 

A4 

15834 

 

a 05 

b 11 

c 30 

LSD5% 650/6 

  سن ریزنمونه
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21 

61 

91 

a 00 

b 35 

c 0 

LSD5%  650/6 

 .حروف غیر مشترک در هر ستون بیانگر اختلاف معنی دار می باشد

های ساکاریدی و میزان ترکیبات فنلی تحت تاثیر سطوح مختلف سویهمیانگین مربعات محتوای پلی -5جدول پیوست

 آگروباکتریوم رایزوژنز .

 

 

 منابع تغییرات

 

 

 آزادیدرجه

 میانگین مربعات 

 میزان ترکیبات فنلی ساکارید     محتوای پلی

 

 605/6** 35/6** 1 باکتری

 665/6** 660/6** 32 خطا

 23/33 10/30  ضریب تغییرات )%(

 

 

 :زوژل آگار یبر رو PCRمحصول  مواد و وسایل لازم جهت الکتروفورز -

    10x TAE الکتروفورز بافر -

- Saf read 

 %3 آگارز -

 ((Fermentase مارکر -

 ژل شانه و پلیت الکتروفورز، تانک -

 OC الکتریسیته جریان تامین -

 الکتروفورز در نیاز مورد هایبافر و هامحلول تهیه-

 TAE(10X) اجزا/ئ سازنده بافر - 0پیوست جدول
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 مواد مورد نیاز مقدار مصرف در بافر

48.4g 

11.4ml 

3.7g 

Dilute the buffer to 1 L 

Tris base [tris(hydroxymethyl) aminomethane] 

Glacial acetic ascid (17.4M) 

EDTA 

Deionized Water 

 

  6X Loding dyeبافر نمونه -

 Loding dye ͯ 6 در موجود ترکیبات -0جدول پیوست 

10 mM 

0.03% 

0.03% 

60% 

60mM 

Tris Hcl (pH=7.6) 

Bromo phenol blu 

Xylen cyanol FF 

Glycerol 

EDTA 

 

 

- DNA 1 سایز مارکرKb DNA Ladder TMGen ruler  

 مارکر یزسا DNAموجود در  یباتترک -5جدول پیوست

10 mM 

10 mM 

0.005% 

0.005% 

10% 

EDTA 

Tris Hcl 

Bromo phenol blue 

Xylene cyanol FF 

Glycerol 
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ABCTRACT 

Echinacea (Echinacea purpurea) is an important medicinal plants used in 

pharmaceutical industry and immunostimulants. hairy roots, the results of 

genetic transformation by Agrobacterium rhizogenes bacterial DNA (T- DNA) 

from the bacterial Ri (Root inducing) plasmid in plant genom. now these 

bacteria are widely used to perform the transformation and development of 

transgenic roots. reference the importance of medicinal plants Echinacea 

purpurea hairy root growing systems is necessary. In this research the amount of 

phenolic compound, contents of polysaccharides and induce hairy root 

percentage of the leave and hypocotyle explants were determined in hairy root 

induced by A4, A13, 15834 and 15834 containing the binary vector pbi121-

GUS strains of A. rhizogenes, as well as the control (untransformed) roots. The 

results showed that the induction of hairy roots of Echinacea purpurea herb 

leaves of inoculated strains A13,15834, A4 and AR15834- PBI121 respectively 

60%, 40%, 55%  and  0, and at hypocotyl explants of 85%, 45%, 70% and 75% 

respectively and the significant difference is between types strain bacterial and 

explants hairy roots was performed in PCR reactions and GUS histochemical 

localisation confirmed. The accuracy of the results of the PCR test for gene 

amplification 780 bp rolB and 320 bp to the GUS reporter gene in transgenic 

roots showed. The results indicated a significant increase of total phenolics in 

hairy roots of strains was investigated. As well significant increase of 

polysaccharide content in hairy root induced by strains 15834, A13 and 

significant decrease of these compounds in hairy roots induced by A4 strain. In 

this research we studied the efficiency of regeneration of root hairy. Results 

showed that MS medium containing 2 mg.l-1 NAA and 0/25 mg.l-1 BAP after 3 

weeks of callus formed. Ri plasmid T-DNA transfer and entry GUS gene into 

the genome of transgenic plants using PCR with primers specific for the GUS 

gene and the histochemical GUS assay was confirmed. 
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