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 یمقاله پژوهش
 

 شلغم گیاه در های مویین و ارزیابی تولید ترکیبات فنولی سازی القا ریشهبهینه

(Brassica rapa ssp. rapa) 
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 چکیده 

 نیقرار گرفته است. ا دییأمهم مورد ت یاهیگ یهاتیمتابول ایدورن شیشه دیتول یبرا یعال کردیرو کیمویین به عنوان  شهیکشت ر ستمیس

 یمحتو یمویین شلغم و بررس هایشهیکشت ر یسازنهیبه منظور به هیدانشگاه اروم یاهیبافت گسلول و  کشت هشگایمطالعه در آزما

ای شلغم شیشههای درونهای هیپوکوتیل، کوتیلدون و برگ برگرفته از گیاهچهجهت القا ریشه مویین، ریزنمونه شد. نجامآن ا یفنل باتیترک

آنالیز های مویین از طریق یید مولکولی ریشهأتلقیح شدند. ت ATCC 15834و  A7 ،A13وژنز شامل توسط سه سویه از اگروباکتریوم رایز

انجام گرفت و در نهایت میزان تولید ترکیبات فنولی و  rolA-Bبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی ( PCR) یمرازپل اییرهواکنش زنج

ی طبیعی مقایسه گردید. بر اساس نتایج بدست آمده، درصد القا ریشه مویین به ههای مویین بررسی و با ریشاکسیدانی در کشت ریشهآنتی

های تلقیح ریزنمونه ( در نتیجه%37باکتری و نوع ریزنمونه قرار گرفت. حداکثر میزان القا ریشه مویین ) ثیر نوع سویهأداری تحت تطور معنی

های ریشه مویین داری بین لاینتوده، تفاوت معنینظر رشد و میزان تولید زیستاگروباکتریوم رایزوژنز بدست آمد. از  A13 برگ با سویه

های ریشه مویین میزان بیوسنتز شش نوع اسید فنولیک )رزمارینیک اسید، کلروژنیک اسید، سینامیک اسید، گالیک اسید، مشاهده شد. در لاین

طورکلی محتوای و ب HPLCاپیژنین و روتین( مورد مطالعه بر اساس آنالیز کوماریک اسید و کافئیک اسید( و سه نوع فلاونوئید )کوئرستین، 

نرمال بالاتر بود. نظر به نتایج بدست آمده کشت ریشه  داری در مقایسه با ریشهطور معنیاکسیدانی بئید کل و فعالیت آنتیفنول، فلاونو

 های ثانوی در این گیاه در نظر گرفته شود.تتواند به عنوان یک سیستم کارآمد جهت بیوسنتز متابولیمویین شلغم می

 

 ایاکسیدانی، فلاونوئیدها، کشت درون شیشهکلیدی: اگروباکتریوم رایزوژنز، تولید متابولیت ثانویه، فعالیت آنتی واژگان

 

 مقدمه

مهم در  یپمورفوت یک( .Brassica rapa var. rapa Lشلغم )

 ساله، گیاهی یکBrassicaceaeمتعلق به خانواده  B. rapa گونه

 یلادسال قبل از م 2500تا  2000 که در حدوددوساله است  یا

یافت نقاط جهان گسترش  یربه سا سپسو  در اروپا کشت شد

(Abdel-Razzak, 2021; Zhang et al., 2014) این گیاه به .

ش غذایی بالا و های لذیذش با ارزها و برگدلیل ریشه

سبزیجات پرمصرف است و با توجه  کالری در زمرهمحتوای کم

در  یاتینقش حبه اینکه به عنوان علوفه دام نیز کاربرد دارد، 

-Abdel)کند یم ایفاو سلامت انسان  یکشاورزاقتصاد 
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Razzak, 2021; Chung et al., 2016; Dejanovic et al., 

ها و اشکال اندازه ای ریشه در. شلغم دارای اندام ذخیره(2021

ی، تا ارغوان یدسفی متنوع هارنگی، در تا مثلث یکرومختلف از 

هایی سبز با طعم تند، تلخ و رایحه گوگردی است و برگ

(Hirai and Matsumoto, 2007; Serrano et al., 2024) .

ی از جمله فعالیت مختلف یو درمان یولوژیکیخواص ب

 التهابی، ی، ضدقارچضد یایی،باکترضد یدانی،اکسیآنت

و کنترل آپوپتوز و  یمآنز یمتنظمیکروبی، ضدسرطانی، ضد

به وجود  ی برای شلغم گزارش شده است کهچرخه سلول

ها(، ولاتینها و گلوکوزیزوتیوسیانات)ا یگوگرد یباتترک

است نسبت داده شده  یدهای آنها و فلاونوئفنولیپل

(Dejanovic et al., 2021; Padilla et al., 2007; Serrano et 

al., 2024)های هوایی شلغم در اندام ثرهؤ. میزان ترکیبات م

ته به عوامل های ریشه است و این مقدار بسبیشتر از قسمت

 Dejanovic et)مصرف متفاوت است  ژنتیکی، محیطی و نحوه

al., 2021; Fernandes et al., 2007) .از  هثرؤم یباتترک یدتول

از  یمختلف یبدر مزارع و باغات معا یاهانگ یکشت سنت یقطر

 یفیو ک میّت کجمله عملکرد کم، چرخه رشد کند و نوسانا

را به همراه  یماریو ب یآلودگ یطی،نامساعد مح یطاز شرا یناش

  .(Chung et al., 2016) خواهد داشت

 هایگونه یولوژیکیو ب یایییوشیمب یهایژگیبا درک و

Brassicaتواند در یم یوتکنولوژیب یهایک، استفاده از تکن

با  یبه محصولات یابیو دست یکشت سنت یهایتغلبه بر محدود

یکی از این  ثر باشد.ؤم یاربس ترغنی یوشیمیاییب محتوای

( ریشه In vitroای )ها، فناوری کشت درون شیشهتکنیک

ترکیبات ارزشمند گیاهی  کنندهمینأاند تتومویین است که می

ای و صنعتی در مقیاس وسیع و به برای مصارف دارویی، تغذیه

دور از هر گونه محدودیت جغرافیایی، اقلیمی و محیطی باشد 

(Chandra and Chandra, 2011; Georgiev et al., 2007) . در

های مویین به عنوان علایم ناشی از تهاجم ابتدا ظهور ریشه

 ,.Gutierrez-Valdes et al)شد پاتوژن در گیاهان تلقی می

 Agrobacterium، 1980الی  1970 . در دهه(2020

rhizogenesاز نظر  اخیراًکه  یست گرم منفی،همز یباکتر ، یک

به  ،داده استنام  ییرتغ Rhizobium rhizogenesبه  یبندطبقه

سندرم ریشه مویین در گیاهان شناخته شد  ل القاکنندهعنوان عام

(Gutierrez-Valdes et al., 2020; Stepanova et al., 2022) .

های آلوده به اگروباکتریوم های مویین از محل زخمریشه

 ,.Gutierrez-Valdes et al)گیرند می أرایزوژنز در گیاه منش

 ی از، قطعات خاصو تراریختی عفونت یسممکان یدر ط. (2020

DNA یباکتر (T-DNAاز پلاسم )یشه آن )پلاسمید ر مولد ید

Ri) شود یمادغام  و به طور تصادفی در آن منتقل یاهبه ژنوم گ

 کندیم القا گیاهرا در  یینمو یهایشهر یزتماپس از بیان، و 

(Boccia et al., 2022; Gutierrez-Valdes et al., 2020). 

کنند به های اگروباکتریوم بر اساس نوع اپین که سنتز میسویه

چهار نوع اگروپین، مانوپین، کوکوموپین و میکیموپین تقسیم 

های اگروپینی . در سویه(Veena and Taylor, 2007)شوند می

متشکل از دو توالی  T-DNA اگروباکتریوم رایزوژنز، ناحیه

)پایانه راست( است که  TR)پایانه چپ( و  TLمستقل شامل 

به طور مستقل از هم منتقل و در ژنوم گیاه ادغام  معمولاً

های به دلیل داشتن ژن TL-DNAحال، تنها  نیبا اشوند؛ می

rol (rolA ،rolBو ، rolC )ضروری ریشه مویین القا یبرا 

که  یی. از آنجا(Gutierrez-Valdes et al., 2020) است

باعث ایجاد اختلال در فرایند القا ریشه  rolBغیرفعال شدن ژن 

ترین رسد که مرتبطشود، به نظر میمویین در گیاه میزبان می

 Gutierrez-Valdes)باشد  rolBمویین،  برای القا ریشه rolژن 

et al., 2020; Mirmazloum et al., 2024). یشهر یهاکشت 

یوسنتزی، هزینه کم و عدم و ب یپیژنوت یداریپا یلبه دل یینمو

های رشد، قابل مهندسی بودن و توانایی رشد کنندهنیاز به تنظیم

 یامشابه  یوسنتزیب یتظرف ترکتورها، و از همه مهمدر بیورا

 یاهانگ در مقایسه با یهثانو یهایتمتابول یدتول یبرا هاآن بالاتر

از اهمیت تجاری  "سبز یسلول یهاکارخانه"به عنوان ی، مادر

 ,.Chung et al., 2016; Mirmazloum et al)برخوردار هستند 

2024) . 

جنس  یهااز گونه یاریبس در تراریختی و القا ریشه مویین

در ، با این حال، اطلاعات محدودی است شده گزارش یکابراس

. برای استدر دسترس شلغم  یین در گونهمو یشهمورد القا ر

 Tanakaاولین بار القای ریشه مویین در شلغم و تربچه توسط 
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ده از یک سویه اگروباکتریوم ( با استفا1985و همکاران )

ای گزارش شد. ( در ریزنمونه دیسک ریشه غدهA4) رایزوژنز

های مویین با استفاده از سویه در مطالعات دیگر القای ریشه

KCTC 2703 ( آگروباکتری و ریزنمونه برگ در شلغمChung 

et al., 2016( و کلم چینی )Brassica rapa spp. pekinensis )

های مویین حاصل از شغلم ت. همچنین ریشهگزارش شده اس

های نوترکیب به عنوان یک سامانه جدید برای تولید پروتئین

دارویی در مقایسه با ریشه مویین توتون معرفی شده است 

(Hute et al., 2014; Ele Ekouna et al., 2017). حال  با این

ن سازی القا و تولید ریشه موییاطلاعات کمتری در مورد بهینه

ثر مانند نوع ریزنمونه و سویه ؤبا نظر درگرفتن فاکتورهای م

های برتر ریشه مویین از آگروباکتری و همچنین گزینش لاین

نظر خصوصیات رشدی و محتوی متابولیت ثانویه در شلغم در 

دسترس است. بنابراین هدف از این مطالعه، بررسی امکان القا 

برگ، رفته از شلغم )های مختلف برگریشه مویین در ریزنمونه

یشه( توسط سه سویه بدون ر گیاهچه بذری یپوکوتیل،ساقه، ه

و  A13 ،ATCC 15834شامل مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز 

A7 اکسیدانی و مقایسه پروفایل ترکیبات فنولی و ظرفیت آنتی

 های مویین در مقایسه با ریشه طبیعی بود.ریشه

 

 هامواد و روش

ورد نیاز گیاه شلغم از شرکت پاکان بذر بذور م مواد گیاهی:

اصفهان خریداری شد. بذرها پس از انتقال به زیر هود لامینار 

ای، بدین صورت مورد شیشههای درونجهت تولید گیاهچه

 یک مدت به % 70 اتانول وری درضدعفونی قرار گرفتند: غوطه

، دقیقه 10 مدت به سترون مقطرآب با شستشو، دقیقه

دقیقه، در  10 مدت به % 2 هیپوکلریت سدیم روری دغوطه

دقیقه.  15 مدت به مقطر سترونآب با نهایت شستشو و آبکشی

-آب یطمحهای کشت محتوی شده در شیشهبذرهای سترون

شرایط در اتاق رشد با دند و شکشت ( یترگرم در ل 8آگار )

 8یی/ساعت روشنا 16 نوری تناوب و C 2 ± 24° ییدما

زنی بذور و رشد . پس از جوانهار گرفتندقر یکیساعت تار

مختلف شامل  سه نوع ریزنمونه ای،یشهشدرون هاییاهچهگ

یشه )ریشه برش بدون ر گیاهچه بذری یپوکوتیل وبرگ، ه

 یافته( جهت القا ریشه مویین تهیه گردید.

: ها برای القا ریشه مویینسویه باکتری و تلقیح ریزنمونه

و همکاران  Amaniر شلغم به روش برای القای ریشه مویین د

سازی سوسپانسیون باکتریایی ( عمل شد. به منظور آماده2021)

 LBکشت یک تک کلونی از کشت جامد )محیط جهت تلقیح،

های سویهیفامپسین( هر یک از گرم در لیتر رمیلی 50 محتوی

 (A7و  A13 ،ATCC 15834) یوم رایزوژنزگروباکترامختلف 

 محتوی یعما LBکشت یطمح لیتریلیم 30انتخاب و به 

ها تا زمان منتقل گردید. کشت( گرم در لیترمیلی 50) یفامپسینر

( بر روی شیکر 600OD = 5/0-8/0رسیدن به غلظت بهینه )

شدند. سپس  ینگهدار ºC 28( با دمای rpm 200انکوباتور )

 3500با سرعت  یقهدق 10به مدت  یاییباکتر یهایونسوسپانس

پس از  حاصل، یباکتر . رسوبشدند یفیوژسانتر یقهقدور در د

 کشتیطمح یترلیلیم 50 الی 30در  ییرو یعما یختندور ر

 ½ MS ،به حالت سوسپانسیون مجدداً  به عنوان محیط القا

ها مورد استفاده قرار گرفت. به درآمد و جهت تلقیح ریزنمونه

زنی با ها پس از ایجاد چندین زخم سومنظور تلقیح، ریزنمونه

 10استفاده از اسکالپل برای تسهیل نفوذ باکتری، به مدت زمان 

ور شدند. دقیقه در سوسپانسیون باکتری مربوطه غوطه

شده پس از قرار گرفتن بر روی کاغذ صافی های تلقیحریزنمونه

کشتی های اضافی، به محیط همسترون جهت حذف باکتری

(MS ½ منتقل شد کنندهبدون تنظیم )چهار مدت ه و بهرشدی 

 نگهداری C 24° یو دما شرایط تاریکیدر اتاقک رشد با  روز

کشتی، جهت نمایان شدن هم . پس از اتمام دورهدشدن

ها پس از شستشو با استفاده از های مویین، ریزنمونهریشه

گرم در لیتر سفوتاکسیم، بر روی میلی 500محلول حاوی 

لیتر ساکارز و  گرم در 30حاوی  ½ MSکشت جامد محیط

دند. لازم به ذکر شگرم در لیتر سفوتاکسیم کشت میلی 100

 های شاهد تمام مراحل فوق به طور کاملاًاست که در کشت

ها بعد از ایجاد مشابه انجام شد، تنها با این تفاوت که ریزنمونه

فاقد  ½ MSکشت زخم به جای سوپانسیون باکتری در محیط

منظور ثبت دقیق مشاهدات القا ریشه ور شدند. به باکتری غوطه
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ها به صورت روزانه انجام گرفت. هر تک مویین، بررسی کشت

گذاری به عنوان یک لاین، جهت مویین القایی، پس از نام ریشه

گرم در  30حاوی  ½ MSکشت جامد تازه رشد بیشتر به محیط

 یتدر نها لیتر ساکارز اما با غلظت سفوتاکسیم کمتر منتقل شد.

 20 یحاو یتریلیلیم 100 یهاارلنهای ریشه مویین در ینلا

اما با غلظت سفوتاکسیم  یعما ½ MSکشت یطمح لیتریلیم

بار در ها هر دو هفته یککمتر منتقل شدند. واکشت لاین

محیطی مشابه اما با غلظت سفوتاکسیم کمتر تا زمان حذف 

طول های مایع در تمام کامل سفوتاکسیم ادامه یافت. کشت

و تاریکی  rpm 120آزمایشات در شیکر انکوباتور با دور  دوره

 نگهداری شدند.

 هاییشهرژنومی  DNA: های مویینیید تراریختی ریشهأت

 شده ازجدا طبیعی هاییشهنرمال )ر هاییشهشده و رالقا یینمو

وش ( به ربه عنوان کنترل منفی این شیشهودر یهاگیاهچه

CTAB استخراج شد (Khan et al., 2007.) DNA  استخراجی

 ثبتاز پلاسمید اگروباکتریوم رایزوژنز هم به عنوان کنترل م

 های مویین ازیید تراریختی ریشهأمورد استفاده قرار گرفت. ت

 اختصاصی با استفاده از آغازگرهای PCRطریق انجام واکنش 

rolA-B یهاهمزمان ژنکثیر ت جهت rolA  وrolB و ،

یایی باکتر یعدم آلودگجهت اطمینان از  virD2آغازگرهای 

با  DNAهای نمونه PCRانجام شد. آنالیز  مویین یهاریشه

 انجام گرفت. 1استفاده از آغازگرهای مربوطه مطابق جدول 

آمده با استفاده از الکتروفورز ژل بدست PCRاندازه محصولات 

سی شده با اتیدیوم بروماید مورد تحلیل و بررآمیزیآگارز رنگ

 قرار گرفت.

یید أ: پس از استقرار و تهای موییننرخ رشد ریشه

های مویین، حدود نه لاین برتر بر اساس مولکولی ریشه

خصوصیات مورفولوژیکی و رشدی انتخاب شدند و سپس 

 20لیتری حاوی میلی 100های ها به ارلنگرم از آنمیلی 100

رز( منتقل گرم در لیتر ساکا 30) ½ MSکشت لیتر محیطمیلی

هفته بر روی شیکر انکوباتور در  هفتها به مدت شدند. کشت

قرار گرفتند. جهت مقایسه  C2 ± 25° شرایط تاریکی و دمای 

( FWها و انتخاب بهترین لاین ریشه مویین، وزن تر )لاین

)پس از آبگیری روی کاغذ صافی با ترازوی حساس و تحت 

 48( )پس از DWشرایط سترون زیر هود لامینار( و خشک )

ها به مدت لاین (C 60°ی در آون با دما خشک شدن ساعت

شدن هر هفته یکبار، اندازه گرفته شد. زمان دو برابر

(dDoubling time; T( و شاخص رشد )Growth index; GI )

 (: Nopo-Olazabal et al., 2014های زیر محاسبه شد )با فرمول

 
µنرخ رشد ویژه =، t( زمان =i7روز=  49صفر تا  = بین 

 هفته( 

=   GI                                            =  dT 

روز، و  49میانگین وزن خشک در پایان  iDWکه در آن 

0DW  میانگین وزن خشک در زمان شروع رشد نمایی )روز

 صفر( است. 

یایی و های بیوشیممتانولی جهت ارزیابی تهیه عصاره

اساس  بر متانولی عصاره : تهیههای مویینفیتوشیمیایی ریشه

 انجام گرفت. ییرتغ اندکیبا  (2021)و همکاران  Amaniروش 

 20 با پودرشده یینمو یشهربافت خشک گرم از  5/0ابتدا  در

 یقهدق 30و به مدت همونایز گردید درصد  80متانول  لیتریلیم

ت قرار گرفت تا باف C 30° یبا دما راسونیکدر دستگاه اولت

 به ها، نمونهسپس گردد. یبه طور کامل متلاش یینمو یشهر

 و ژیفیوسانتر C 4°ی و دما rpm 10000با دور  دقیقه 15 مدت

شده عصاره صاف یتعبور داده شدند. در نها یاز کاغذ صاف

 اکسیدانییآنت یتو ظرف لک یدفلاونوئ ،فنول گیریجهت اندازه

 مورد استفاده قرار گرفت.

 هاییشهفنول کل ر یزانجهت سنجش م: سنجش فنول کل

با  یین رامو هاییشهر یاز عصاره متانول میکرولیتر 50، یینمو

درصد داخل  10 ین سیوکالتومعرف فول یکرولیترم 1200

کربنات  یکرولیترم 960و به آن  یختهر یزتم اییشهش یهالوله

. دشمقطر اضافه آب یکرولیترم 180 درصد و در آخر 7 یمسد

و در  یکیدر تار یقهدق 30-40به مدت  یاشهیش یهاسپس لوله

نانومتر  760موج جذب در طول یزانشد. م داریاتاق نگه یدما

 خوانده Dynamica (HALODB-20)وفتومتر ربا دستگاه اسپکت
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 مورد استفاده در تحقیق  virD2و  rolA-Bهای توالی آغازگرهای ژن -1جدول 

 ژن آغازگر توالی منبع

(Kiyokawa et al., 1992) 5'-CTGTACCTCTACGTCGACT-3' F 
rolA-B 

5'-TCAGTCGAGTGGGCTCCTTG-3' R 

(Tan et al., 2003) 5'-ATGCCCGATCGAGCTCAAGT-3' F 
virD2 

5'- CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA-3' R 

 

( در معادله حاصل از Yشد. مقدار جذب بدست آمده )

و مقدار فنول ( جایگذاری، Y=0.0144X+0.2303) یبراسیونکال

 بر گرم وزن خشک یکگال یداس گرمیلی( بر حسب مXکل )

 (.Chung et al., 2016گزارش شد )

کل،  یدفلاونوئ یزانسنجش م یبرا: سنجش فلاونوئید کل

 150 های مویین،ی ریشهولاز عصاره متان میکرولیتر 50

 15 یال 5درصد اضافه و به مدت  5 یمسد یتریتن یکرولیترم

 یکرولیترم 300قرار داده شد. سپس  یکیتار یطدر شرا یقهدق

استات  یکرولیترم 1000درصد و  10 ینیومآلوم یدمحلول کلر

 415موج مخلوط در طول ذبمولار اضافه نموده و ج 1 یمپتاس

توسط استاندارد از  یرسم منحن یبرا .شد خواندهنانومتر 

 یبراسیونو با استفاده از معادله حاصل از کال ینکوئرست

(Y=0.0094X+0.8712م )بر هاکل عصاره یدفلاونوئ یزان 

 یدبر گرم وزن خشک گزارش گرد ینکوئرست گرممیلی اساس

(Chang et al., 2023.) 

 به روش  اکسیدانییآنت یتظرف یریگاندازه

-DPPH (2,2-Diphenyl-1آزاد  یکالراد سازیجاروب

picrylhydrazyl:) به  اکسیدانییآنت یتفعال گیریاندازه یبرا

 های مویین،ی ریشهعصاره متانول میکرولیتر 5به ، DPPHروش 

 DPPHگرم پودر  DPPH (004/0از محلول  یکرولیترم 2000

جذب پس  یزاندرصد( اضافه و م 80 متانوللیتر میلی 100در 

موج طولبا استفاده از اسپکتروفتومتر در  یقهدق 30تا  15از 

 یتفعال یرنانومتر خوانده شده و با استفاده از فرمول ز 517

 (. Chiou et al., 2007)یدگرد یینتع اکسیدانییآنت
DPPH (%) = [(AC-AS)/AC] ×100 

ACنکجذب بلا یزان: م، ASجذب نمونه یزان: م 

به روش  یزلآناو  فنلییپل یباتاستخراج ترک

گرم از  100: (HPLCبالا ) ییبا کارا یعما یکروماتوگراف

 گرید درصد 80متانول  لیتریلیم 3شده و پودر یینمو هاییشهر

HPLC  ساعت هم زده  5تا  3به آن اضافه شد. عصاره به مدت

تحت حمام  C 30°ی در دما یقهدق 45شد، سپس به مدت 

دور در  10000سرعت  قرار گرفت و سپس با یکاولتراسون

)به عنوان  یی. مواد رودش یفیوژسانتر یقهدق 10به مدت  یقهدق

و  یلترف یکرومترم 22/0 ییغشا یلترف یق( از طریعصاره متانول

های محلول قرار گرفتند. یفنل یباتترک HPLC یزتحت آنال

 یداس یک،کلروژن یداس ینامیک،س ید، اسیکگال یداس خالص

 و یژنینآپ یتین،کورس یک،کومار یداس یک،کافئ یداس ینیک،رزمار

 ند.، آلمان( به عنوان استاندارد استفاده شدMerck) ینروت

 1100 یسر G1315Bمدل  HPLCبا دستگاه  یفنل یباتترک

به  یقلوپ تزر یکمجهز به  یکاآمر Agilent یساخت کمپان

و آشکارساز  یچهار حلال یانیپمپ گراد یکرولیتر،م 25حجم 

ستون اکتا  یبر رو یصورت گرفت. جداساز یودید یهآرا

و  متریلیم 6/4 یقطر داخل متر،یسانت 25)به طول  یلانس یلدس

( انجام Shimadzu Kyoto, Japan) متریکروم 5اندازه ذرات 

مقطر در آب یکاست یددرصد اس یک تحرکم یشد. فازها

 یتریلدر استون یکاست یددهم درصد اس یک( و A)حلال 

و  یقهدر دق لیتریلیم 1حلال  یانند. سرعت جر( بودB)حلال 

 هایریشه عصاره یفنل یباتبود. ترک لیتریلیم 5/0 یقحجم تزر

معتبر در  یاستانداردها UV یفبر اساس زمان ماند و ط یینمو

و بر اساس  یینانومتر شناسا 310و  272، 250موج لسه طو

 یه. تجز(1 )شکل استاندارد محاسبه شد یبراسیونکال هاییمنحن

شده به ییشناسا یباتدر سه تکرار انجام و مقدار ترک یلو تحل

 شد. ( محاسبه و یادداشتDWوزن خشک )  mg/gصورت

ثیر نوع سویه و نوع ریزنمونه به صورت أآزمایش تحت ت

تصادفی انجام گرفت. برای هر  فاکتوریل در قالب طرح کاملاً

 21نسخه  SPSSار افزنمونه سه تکرار در نظر گرفته شد. از نرم
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 ترکیبات فنولی و فلاونوئیدی استاندارد هاییبراسیون محلولکال هاییمنحن -1شکل 

 

ای دانکن ( و آرمون چند دامنهANOVAجهت آنالیز واریانس )

ه از نمودارها با استفاد ودرصد( استفاده  5و  1)سطح احتمال 

 دند.ش ترسیم Excelافزار نرم

 

 نتایج و بحث

 : در نتیجهمویین ثیر نوع سویه و ریزنمونه بر القا ریشهأت

 های برگ، هیپوکوتیل و گیاهچه بذری کشتی ریزنمونههم

  ،A13های اگروباکتریوم رایزوژنز )بدون ریشه با سویه

ATCC 15834  وA7صورت ه های مویین ب(، بافت ریشه

(، 2های زخم )شکل لمستقیم )بدون تشکیل کالوس( در مح

دوم بعد از تلقیح شروع به القا نمود و تا حدود  در طی هفته

هفته چهارم ادامه یافت. ترتیب مراحل القا و استقرار ریشه 

نشان داده شده است. اگرچه القا  3مویین در شلغم در شکل 

ریشه مویین در هر سه نوع ریزنمونه نمایان بود اما با این حال 

داری بسته به نوع ریشه مویین به طور معنی صفت درصد القا

باکتری متغیر بود. حداکثر درصد القا  ریزنمونه و نوع سویه

های برگ با تلقیح ریزنمونه درصد( در نتیجه 37ریشه مویین )

(. 4 اگروباکتریوم رایزوژنز بدست آمد )شکل A13سویه 

 رایزوژنز یومآگروباکتر یهابه گونهنسبت مختلف  یاهانگ

نشان  پاتوژن-ی بسته به برهمکنش خاص میزباناکنش متفاوتو

آمیز ریشه مویین با . القا موفقیت(Zhu et al., 2024) دهندیم

های گیاهی استفاده از اگروباکتریوم رایزوژنز در بسیاری از گونه

  در نتیجه Brassica junceaجنس براسیکا از جمله 

 9402های هیپوکوتیل یا اپیکوتیل با سویه تلقیح ریزنمونه

(Singh et al., 2006) ،B. oleracea L. var. italica جهدر نتی 

 و  A4 (Amer et al., 2024)برگ با سویه  تلقیح ریزنمونه

B. rapa L. ssp. Pekinensis های با استفاده از تلقیح ریزنمونه

گزارش شده  R1000 (Lee et al., 2023)کوتیلدون با سویه 

 است. 

 (2016)و همکاران  Chungهمسو با پژوهش حاضر، 

ل های برگ، هیپوکوتیاند که در پی تلقیح ریزنمونهگزارش کرده

ای شلغم شیشهدرونهای آمده از دانهالو قطعات ریشه بدست

برگ با  اگروباکتریوم رایزوژنز، ریزنمونه KTCC 2703با سویه 

های در مقایسه با ریزنمونه %89درصد القا ریشه مویین 

 ترین ریزنمونه بود.( مناسب%0( و ریشه )%11هیپوکوتیل )

در تحقیق حاضر : های مویینیید مولکولی ریشهأت

 ATCC 15834و  A7اگروپین  تراریختی با استفاده از دو سویه

اگروباکتریوم رایزوژنز انجام شد.  A13میکیموپین  و یک سویه
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 هیپوکوتیل. -رگ و جب -یاهچه بذری بدون ریشه، بگ -های به ترتیب الفویین در گیاه شلغم در ریز نمونهالقا ریشه م -2شکل 

 

 
سیون تهیه سوسپان -ای به عنوان منبع تهیه ریزنمونه، بهای درون شیشهچهتهیه گیاه -راحل تولید ریشه مویین در شلغم. الفم -3ل شک

ین لا -های مویین از محل آلودگی با باکتری، تریشه القا و ظهور -ها با باکتری، پکشتی ریزنمونهآگروباکتریوم رایزونژنز، تلقیح و هم

روپیک و رشد پلاژیوت -و شروع به رشد پس از یک هفته، ث و ج MS ½کشت جامد تراریخته مستقل انتقال یافته به محیطریشه مویین 

ن ریشه استقرار لای -، چش هفتهش، به ترتیب پس از چهار و MS ½کشت جامد های مویین در محیطتولید فراوان انشعابات جانبی ریشه

و  MS ½ت مایع کشدر محیط های مویینریشهرشد نمایی  –سریع پس از یک هفته، ح و خ  و رشد MS ½کشت مایع مویین در محیط

 توده فراوان به ترتیب پس از چهار و پنج هفته.تولید زیست

 

و  TL-DNAدو بخش  یکه دارا ینگروپا یهایهبر خلاف سو

TR-DNA یدارا ی میکیموپینهایهمستقل هستند، سو  

T-DNA هستند یوستهپ (Veena and Taylor, 2007).  اگرچه

مشخص نشده  یبه درست یینمو یشهالقا ر یمولکول سازوکار
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 دارمعنی لافعدم وجود اختدهنده شانحروف مشابه ندر شلغم.  بر میزان القا ریشه سویه آگروباکتریوم رایزوژنزه و تأثیر ریزنمون -4شکل 

 (.P ≤ 05/0آماری )

 

، rolAی هااست که انتقال ژن یناست، اما آنچه ثابت شده ا
rolB، rolC  وrolD آنها ژن  ینتریدیکه کلrolB  است، نقش

 ,.Georgiev et al)د دار یینمو یشهرم ودر القا سندر یاساس

. بنابراین یکی از مراحل ضروری در فرآیند القا ریشه (2012

در  rolBویژه ه ب rolهای مویین، اطمینان از حضور ژن

 PCRآنالیز  های احتمالی ریشه مویین تراریخته است.لاین

های مویین در ریشه rolA-Bحاضر با استفاده از آغازگرهای 

ه )مربوط ب bp 1100احتمالی نشان از وجود باند تکثیری 

تکثیری در  هم اندازه با قطعه ( و کاملاrolBًو  rolAهای ژن

پلاسمیدی اگروباکتریوم رایزوژنز(  DNAنمونه کنترل مثبت )

کنترل منفی هیچ باند تکثیری  که در نمونهداشت در حالی

(. همچنین عدم وجود باند 5مذکور مشاهده نگردید )شکل 

های مویین حاکی ( در ریشهbp 350) virD2تکثیری مربوط به 

های مویین از هر گونه آلودگی باکتریایی، بودن ریشهاز عاری

های ریشه در ژنوم لاین T-DNAآمیز در نتیجه ادغام موفقیت

  یهناح(. 5ها بود )شکل یید وضعیت تراریختی آنأمویین و ت

T-DNA است که مسئول  ییهاژن یحاوهای وحشی در سویه

 یهاژنهمچنین دارای ها و یشهر در یتوکینینو س ینسنتز اکس

هستند. در ( یرمعمولغ ینهآم یدهایها )اساینپوا رمزکننده تولید

اغلب بهتر  ریشه مویینوالد خود،  یاهانبا گ یسهمقا نتیجه در

 Zhong) دهند یشو افزا یدرا تول یهثانو یهایتتوانند متابولیم

et al., 2024). 

های لاین: های مختلف ریشه موییننرخ رشد در لاین

شده در شلغم دارای رشد سریع با انشعابات مویین القا ریشه

میزان تولید  نظر ی به دست آمده ازهالاین بینبسیار بودند. 

 .شتدا دجو( وP ≥ 05/0داری )معنی وتتفا تر تودهزیست

از رشد  A13سویه های حاصل از ترانسفورم با لاین کلیر بطو

 به نسبت توده بالاییزیست و نمو خوبی برخوردار بودند و

با شتند. داهای دیگر سویهحاصل از ترانسفورم با های لاین

 HRL-BR-15 توجه به اینکه حداکثر نرخ رشد متعلق به لاین

(؛ این 6بود )شکل  A13برگ با سویه  حاصل تلقیح ریزنمونه

 هایینلا یین انتخاب شد.لاین به عنوان لاین برتر ریشه مو

داشتن  رغمیممکن است عل یاهگ یک یین القایی درمو یشهر

 یلمشابه، قدرت رشد و پتانس یکیمورفولوژ یاتخصوص

تواند به تفاوت در نوع و یداشته باشند که م یمتفاوت یوسنتزیب

. (Gai et al., 2015) مربوط باشد rol یهاژن یانسطح ب

 یتحساس تشدید در rol هایهای حاصل از بیان ژنپروتئین

و در نتیجه تقویت رشد و  یتوکینینو س ینها به اکسسلول

توده ریشه مویین نقش اساسی دارند افزایش زیست

(Zheleznichenko et al., 2023). 
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های ریشه مویین تراریخته در لاین  2virDژن برای  CRPآنالیز  ب( و rolB و rolA هایژنتکثیر همزمان  برای PCR الف( آنالیز -5شکل 

: ریشه طبیعی به 4، تراریختهمویین  های: ریشه3-2، باکتری به عنوان کنترل مثبت Ri : پلاسمیدladder 1 Kb DNA ،1: مارکرهای Mشلغم. 

 الگو به عنوان کنترل منفی دوم در )ب(. DNAبدون   PCRمنفی اول در )الف( و واکنش عنوان کنترل

 

 
 دارمعنی عدم وجود اختلافدهنده حروف مشابه نشان های مختلف ریشه مویین شلغم.اخص رشد و زمان دو برابر شدن لاینش -6شکل 

 (.P ≤ 05/0آماری )

 

های مختلف ریشه میزان فنول و فلاونوئید کل در لاین

ید کل آمده میزان فنول و فلاونوئ: بر اساس نتایج بدستمویین

های مختلف ریشه مویین با یکدیگر متفاوت، اما بطور در لاین

 5/5های نرمال بود. حداکثر میزان فنول کل )کلی بیشتر از ریشه

مشاهده شد.  HRL-BR-15برابر بیشتر از ریشه نرمال( در لاین 

به  HRL-BR-17حداکثر میزان فلاونوئید کل مربوط به لاین 

(. 7از ریشه نرمال بود )شکل  برابر بیشتر 1/9میزان حدود 

 و همکاران Chung های ریشه مویین شلغم در مطالعهکشت

نیز سنتز مقادیر بالاتری از فنول و فلاونوئید کل را در  (2016)

های مقایسه با ریشه نرمال از خود نشان داد. در سایر گونه

و  Dracocephalum moldavicaگیاهی نیز از جمله 

Momordica charantia افزایش محتوای فنول و فلاونوئید ،

های ریشه مویین در مقایسه با ریشه نرمال کل در کشت

 ;Thiruvengadam et al., 2016)گزارش شده است 
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 عدم وجود اختلافدهنده حروف مشابه نشانشه مویین شلغم. های مختلف ری( در لاینBونوئید کل )( و فلاAمیزان فنول کل ) -7شکل 

 (.P ≤ 05/0آماری ) دارمعنی

 

Weremczuk-Jezyna et al., 2013) با توجه به نتایج این .

توان اظهار نمود، نرخ تحقیق و با تکیه بر مطالعات پیشین می

ثره مشابه و در ؤبیوسنتز ترکیبات م م با توان بالایأرشد بالا تو

، (Zhou et al., 2011)بعضی موارد متفاوت از گیاه مادری 

های ریشه مویین نسبت به سایر بزرگترین برتری کشت

رود که محبوبیت ای به شمار میشیشههای کشت درونسیستم

 Srivastava and)آن را افزایش داده است  گسترده و استفاده

Srivastava, 2007) . 

: با توجه به اکسیدانی لاین برتر ریشه مویینظرفیت آنتی

در  DPPHاکسیدانی بر اساس نتایج بدست آمده، ظرفیت آنتی

لاین برتر ریشه مویین حدود چهار برابر بیشتر از ریشه نرمال 

اکسیدانی به دلیل بود. مبرهن است این افزایش در ظرفیت آنتی

اکسیدانی در لاین ص آنتیدارای خوا ثرهؤسنتز بالاتر ترکیبات م

(. از 8برتر ریشه مویین در مقایسه با ریشه نرمال است )شکل 

که بسیاری از ترکیبات فنولی و فلاونوئیدی دارای  ییآنجا

اکسیدانی در ؛ افزایش فعالیت آنتیهستنداکسیدانی خاصیت آنتی

تواند با محتوای فنول و فلاونوئید لاین برتر ریشه مویین می

. نتایج (Paradiso et al., 2024)تگی داشته باشد کل، همبس
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 دارمعنی عدم وجود اختلافدهنده حروف مشابه نشاننرمال.  یشه مویین و ریشهر( در لاین برتر DPPHاکسیدانی )ظرفیت آنتی -8شکل 

 (.P ≤ 05/0آماری )

 

 
عدم وجود دهنده حروف مشابه نشانرمال شلغم. های ریشه مویین و ریشه ننوئید در کشتلاومحتوای کمّی ترکیبات فنولیک و ف -9شکل 

 (.P ≤ 05/0آماری ) دارمعنی اختلاف

 

های گیاهی حاضر با مطالعات پیشین ریشه مویین در سایر گونه

 Dracocephalumهای ریشه مویین مطابقت دارد. در کشت

moldavica (Weremczuk-Jezyna et al., 2013) ،

Momordica dioica (Thiruvengadam et al., 2016) ،

Solanum trilobatum (Shilpha et al., 2015)  و وCucumis 

anguria (Yoon et al., 2015) فنل و  یمحتوا یشهمراه با افزا

 یهایشهبا ر یسهدر مقا یزن یدانیاکسیآنت یتکل، فعال یدفلاونوئ

 یشهکشت ر در. یافت یشافزا یبه طور قابل توجه یعیطب

یدها، ها و فلاونوئفنول حسطافزایش  Lactuca serriola مویین

 31.6-50به میزان  DPPH اکسیدانییر آنتیمقادباعث افزایش 

 ,.El-Esawi et al)شد  طبیعی یهایشهر درصد نسبت به

2017). 

: شناسایی و ترکیبات فنولی و فلاونوئیدی HPLCآنالیز 

کمی شش اسید فنولی شامل اسید رزمارینیک، اسید سنجش 

کلروژنیک، اسید سینامیک، اسید گالیک، اسید کوماریک و اسید 

کافئیک و سه ترکیب فلاونوئیدی شامل کوئرستین، آپیژنین و 

روتین در لاین برتر ریشه مویین و ریشه نرمال از طریق آنالیز 

HPLC  مده میزان (. بنا بر نتایج بدست آ9انجام گرفت )شکل
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هر نه ترکیب مورد بررسی در لاین برتر ریشه مویین در مقایسه 

داری بالاتر بود و این نتایج دور از با ریشه نرمال به طور معنی

(. در طی فرآیند تراریختی ریشه مویین، 9انتظار نبود )شکل 

-های بیوسنتزی فنولتحریک و افزایش در سطح بیان ژن

کیبات فنولی و فلاونوئیدی را به فلاونوئید، افزایش سنتز تر

. مشابه با نتایج (Chung et al., 2016)همراه خواهد داشت 

، Fagopyrum tataricumهای ریشه مویین حاضر، در کشت

سنتز مقادیر بالاتری از کاتشین، روتین، کوئرستین، و اسیدهای 

فنولی کافئیک، کلروژنیک، فرولیک و گالیک در مقایسه با 

مقادیر  .(Kim et al., 2009)های طبیعی مشاهده شد ریشه

 یک،گال یداس بالای سنتز ترکیبات روتین، کوئرستین، کامفرول،

 یدو اس یکرنگوژن یداس یک،فرول یداس یک،پروتوکاتچوئ یداس

فرنگی نیز گزارش شده یک در کشت ریشه مویین گوجهکافئ

. با توجه به نتایج اخیر با اطمینان (Singh et al., 2014)است 

توان چنین نتیجه گرفت که تراریختی ریشه مویین با استفاده می

ثره و ؤاز اگروباکتریوم رایزوژنز در شلغم، سنتز بالاتر ترکیبات م

 اکسیدانی را سبب خواهد شد. ش خاصیت آنتیدر نتیجه افزای

 

 گیری نتیجه

 A13نتایج کلی پژوهش حاضر نشان داد که استفاده از سویه 

برگ جهت القا و تولید  اگروباکتریوم رایزوژنز و ریزنمونه

ریشه مویین در شلغم کارایی مناسبی را به همراه خواهد 

ع سویه و های ریشه مویین شلغم صرف نظر از نوداشت. لاین

 کاربردی، از قدرت رشد و ظرفیت بیوسنتزی ثانویه ریزنمونه

ین اهای نرمال برخوردار بودند. از بالاتری در مقایسه با ریشه

توان بازده سنتز رو با انتخاب لاین برتر ریشه مویین، می

های ثانویه تا حد امکان تقویت نمود و با انجام متابولیت

ر اده در سطح تجاری را نیز مقدومطالعات بیشتر امکان استف

 نمود.
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Abstract 

 
The hairy root culture system has been endorsed as an excellent approach for the in vitro production of 

pharmaceutically important plant metabolites. This study was conducted in the Urmia University plant cell and tissue 

culture laboratory to optimize turnip hairy root cultures and assess the content of their phenolic compounds. To induce 

hairy roots, hypocotyl, cotyledon, and leaf explants from in vitro turnip seedlings were inoculated with three strains of 

Agrobacterium rhizogenes, including A7, A13, and ATCC 15834. Molecular confirmation of hairy roots was performed 

through polymerase chain reaction (PCR) analysis using rolA-B specific primers. Finally, the production of phenolic 

and antioxidant compounds in hairy root cultures was examined and compared with normal roots. Based on the results, 

the percentage of hair root induction was significantly affected by the type of bacterial strain and the type of explant. 

The maximum hairy root induction rate (37%) was obtained by inoculating leaf explants with A. rhizogenes strain A13. 

Significant differences were observed between hairy root lines regarding growth and biomass production. In hairy root 

lines, the biosynthesis rate of six types of phenolic acids (rosmarinic acid, chlorogenic acid, cinnamic acid, gallic acid, 
coumaric acid, and caffeic acid) and three types of flavonoids (quercetin, apigenin, and rutin) in HPLC analysis, and in 

general, the total phenol-flavonoid content and antioxidant activity, were significantly higher, compared to normal 

roots. According to the results, turnip hairy root culture can be considered an efficient system for the biosynthesis of 

secondary metabolites. 

 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Antioxidant activity, Flavonoids, In vitro culture, Secondary metabolite 

production 
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