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 مقاله پژوهشی 
 

در   Bجاسمونات و کیتوسان در تولید فیزالین های مویین و کاربرد متیلریشه یالقا

 1( L. Physalis alkekengi) یاه عروسک پشت پردهگ

Hairy roots induction and effect of methyl jasmonate and chitosan 

application on physalin B content in Physalis alkekengi L. 
 

 2، محمدمهدی سوهانی*، یوسف حمیداوغلیمتین مقصودی 
 

 چکیده

پتانسیل بالایی برای توقف رشد    هستند که  .Physalis sppها مهمترین متابولیت ثانویه استخراج شده از گیاه دارویی  فیزالین  

پژوهش  یاخته این  در  دارند.  سرطانی  مویین  ریشه  یلقااهای  باکتریبا  های  سویه   Agrobacterium rhizogenes  دو 

(ATCC15834    وA4  در )گره، هیپوکوتیل و ریشه گیاهمختلف برگ، میانهای  ریزنمونه  P. alkekengi  کشتی  محیط هم  6ر  د

(1/2MS،  MS   و  B5  سطح    در شدساکارز(    درصد  3و    5/1دو  میزان  مطالعه  بالاترین  سویه ریشه   یالقا.  از  مویین،   های 

ATCC15834  برگ روی محیط کشت  یهانمونه در ریز  B5  های  ساکارز مشاهده شد. بررسی پرآوری ریشه   درصد  5/1  دارای

 3  دارای  B5  های مویین در محیط کشتبیشترین میزان وزن تر و خشک ریشه   نشان داد که  های کشتمویین در این محیط

گرم در لیتر میلی 150و   100، 50 ،0 هایمحرک کیتوسان در غلظت دست آمد. همچنین در این مطالعه تاثیرهساکارز ب درصد

های مویین ارزیابی شد.  و رشد ریشه  Bزالین  گرم در لیتر بر میزان فیمیلی  60و    40،  20  ،0  هایجاسمونات در غلظتو متیل

غلظت فیزالینتاثیر  میزان  بر  کیتوسان  مختلف  نبود  معنی  B  های  ریشه   اما،دار  رشد  بر  آن  غلتاثیر  در  مویین،    50ظت  های 

برابری تولید   026/3  دارافزایش معنی  ،گرم در لیترمیلی  60جاسمونات در غلظت  . محرک متیل بود  دارگرم در لیتر معنیمیلی

جاسمونات در هر سه غلظت کاهش  های مویین تیمار شده با محرک متیلپی داشت. رشد ریشه  را نسبت به شاهد در  B  فیزالین

 است.  B ماده موثره فیزالین بر تولیدها دار نبود. این بررسی اولین گزارش از تاثیر این محرکمقادیر آن معنینشان داد که 

 .جاسموناتلیمت ،توسانیک ن،یزالیفریشه مویین،  ،Physalis spp.، Agrobacterium rhizogenes:  یدیکل  هایهواژ

 مقدمه 
گونه در   120  یدارا  این جنس.  استارزشمند    ییدارو  گیاهاناز    ی کی  .Physalis L  یعروسک پشت پرده با نام علم  اهیگ 

  یهان یکه به حالت خودرو در زم  یاست علف  ی اهی گو    اندپراکنده شده  یریکه در مناطق معتدل و گرمساست  سرتاسر جهان  

است که معمولا   کسالهیگونه  P. divaricata است.  و چند ساله کسالهی  ی دو گونه علفشامل  رانیجنس در ا نیا . د یرویم  یآهک

  رویدمیو نسبتا مرطوب    یمعمولا در مناطق جنگل  بوده وچند ساله    P. alkekengiو    دی رویم  یزراع   یصورت علف هرز در اراضبه

ف  ن یا  یی ایمیش  هایترکیب.  (20) انواع  شامل  و    7دهاییترپنو  ، 6دهاییآلکالو  ، 5دها ییفلاونو  ، 4دهایتانولیو  ، 3ها ن یزالیجنس 

  و   9یدییاسترو  هایترکیب  که  هستند   ها ن یزالیف اه،یگ  نیاستخراج شده از ا  هیثانو  تیمتابول  نیمهمتر  . هستند  8دهاییپروپانولیفن

شناخته    ،ادیز  ژنیاکس  با  دهیچ یپ   یحلقو  ستمیبوده و به واسطه س   seco-16,24-cycloergostane-13,14اسکلت واحد    کیشامل  

 19تاکنون    . (39)  کندیم  دهیچیساختارشان را پ   نییکه تع  شوند یم  ده ید  ییزومرهایمعمولا به شکل ا  هاترکیب  نی. اشوندیم

  باشد یم Nو  B ،D ،E ،F  ،H ،I  ،J یهانیزالیف شامل  III ییایمیند: گروه شاهشد میگروه تقس 8به   و ییشناسا( Sتا  A) نیزالیف
 

 23/11/1400 تاریخ پذیرش:                15/8/1400تاریخ دریافت:  -1

باغبانی، پردیس دانشگاه گیلان، دانشیار اصلاح و بیوتکنولوژی، گروه علوم باغبانی  ترتیب دانشجوی دکتری گرایش گیاهان دارویی و معطر، گروه علوم  به  -2

 و دانشیار بیولوژی سلولی، گروه بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشکده علوم کشاورزی، دانشگاه گیلان، رشت، ایران. 

 (. hamidoghli@gmail.com* نویسنده مسئول، پست الکترونیک: )

3- Physalin       4-  Withanolide      5 - Flavonoid      6- Alkaloid     7 - Terpenoid     8-  Phenylpropanoid     9- Steroid 
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 مقصودی و همکاران 
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عروسک    اهیگ  عصاره  رانیا  یسنتدر طب    .(35)  است  گرید  ی هان ی زالیف  تیاکثر کیوژنتیساز بشیپ   B  نیزالیف  که  حیتوض  نیابا  

پرده   ادرار، سنگ کلهمانند  ها  ی ماریب  از  یادیز  تعداد  درمان  یبراپشت  التهاب،  تب  یهایماریب  مثانه،  و  هیمشکل دفع  دار، 

جنس   نیمختلف ا  یهاموجود در گونه  یدییاسترو  هایترکیب.  (38)  شودیم  استفاده  سمیرمات  و  مفاصل  التهاب  تورم،  بوست،ی

  یک یملانوما    . باشندیم   1در انواع سرطان از جمله ملانوما  یقابل توجه  یخواص درمان   یدارا  هان یزالیو ف  دهایتانولیشامل انواع و

 ی برا یموثر یو تا به امروز راه درمان دهدیکبد و پوست متاستاز م ه،یمغز، رکه به سرعت به است پوست   میبدخ یهااز سرطان 

  ها سرطان   انواع  درمان  در  ها ن یزالیف  انواع  یدرمان   راتیاثنشان دهنده ت  ریاخ  یهاسال  هایپژوهش  جینتا  آن شناخته نشده است.

بوده    ی سالم انسان  ی هایاخته بر رشد  بدون تاثیر بازدارندگی    یسرطان   یهایاختهتوقف رشد    یبرا  ها ترکیب  نیا  یبالا  لیپتانس  و

 . (21 ،10) است

به  هیثانو  یها تیمتابول  دیتول  یبرا  تقاضا   شی افزا  و  یاقتصاد  ت یاهم  لیبه دل  پ و   از  ه یرویب  یبرداربهره  از   یریشگیمنظور 

  هرچه   دیتول  یبرا  ییهابه دنبال روشپژوهشگران  ،  یعیطب  یهاپلاسمژرم   در  موجود  یستیز   تنوع  حفظ  و   یعیطب  یهاعرصه 

ب  هاترکیب   نیتر اتیفیک  با  و  شتریب  را   هیثانو  یهاتیمتابول  دیتول  برای  ییدارو  اهانی گ  ییقادر است کارآ  یوتکنولوژیهستند. 

 را   تیبا اهم  یهاتیمتابول انبوه  و  عیسر  دیها امکان تولمحرک   از  یریگبهرهو    ی اهی گ  یهااندام و   بافت  ،یاخته  کشت.  دهد   شیافزا

کشت   ،یایاخته   ونیپروتوپلاست، سوسپانس  ،کالوس  کشت  شامل  اهانیگ  یاشه یشدرونسازد. در حال حاضر، از کشت  یم   فراهم

از منابع   یکیشود. یم استفاده دارویی اهانیگ از یاریبسهای ثانویه تولید متابولیت یگرده برادانهکشت و  کشت ساقه ستم،یمر

از   افتهیشکل    رییتغ  نییمو  یهاشهیر  ،یو اقتصاد  ییدارو  یبا ارزش بالا   ،هیثانو  یهاتیمتابول  دیتول  یبرا  یبخش و احتمالدیام

ژنت باکتر   یاه یگ  یهابافت  یآلودگ  قیاز طرهستند که    یکینظر  به    ها شهیر  نیا  .شوندیم  دیتول  A. rhizogenes  یخاکز  یبا 

  یبازه زمان  کیرا در    هیثانو  یهاتیمتابول  توانندیم  یکیژنت  یداری پاو با نشان دادن  کنند  میبدون هورمون رشد    طیسرعت در مح

 . (3) کنند  دیتول یطولان

از  Ri)  شهیر  کننده   القا  د ی( پلاسمT-DNA)  قطعه  کی   انتقال   از طریق  A. rhizogenes  با  یالپه  دو   اهانیگ  یختگیترار   )

را در   ها شه یو توسعه ر  دیتول  T-DNAکد شده در داخل    یها . ژنافتدیاتفاق م  ی اهی گ  یهایاختهبه داخل کروموزوم    یباکتر

  2دهیعلامت  ی رهایمس  ،ی اه یگ  یهایاختهبه    یی ایباکتر  یها انتقال ژن  با طور طبیعی  به  .دهندیم   شیشده، افزا  تلقیحقسمت  

  در مهندسی ژنتیک،  .شودیهمراه م  یاریبس  راتییبا تغ  هیو ثانو  هیاول  یسمیمتابول  یرهایمس  مات یقرار گرفته و تنظ  ریتحت تاث

منجر به    جهیو در نتبوده    هیثانو  هایترکیب   یوسنتزیب  یرهایاز مس  یموجود در بعض  یهاتی قادر به رفع محدود  راتییتغ  نیا

باشد که    شدیدآنقدر    تواندیم  راتییتغ  نیا  خته،یترار  اهانیگ   نژادگان. بسته به گونه و  شوندمی  هافرآوردههدفمند    دیتولتغییر  

تول   ی متفاوت  یهایژگیو  یدارا  یباکتر  هیسو  کیاز    آمده  دستبه   نییمو  شهیر  یهاکلون  منجر شود.  د یجد  هایترکیب  دیبه 

 ی دارا  نییمو  یهاشه ی. رشودیم   یناش  ی اهیدرون ژنوم گبه    Ri  یهااز تفاوت در تعداد رونوشت و محل ورود ژنهستند که  

  گزینشو    هستند  3غیریکنواختاز نظر ژنتیکی    نییمو  یهاشهیوجود، ر  نیبا ا  ؛ استکشت آنها آسان  بازو  بوده    یکیژنت  یداری پا

 (.11) است یضرور بالا  دیتولبا  ییها نیبه لا  یابیمنظور دستبهآنها 

  یخاموش  ای کاهش    قیخاص از طر  هایترکیب  ای  بیترک  دیشدن و مهار تول  مسدودسبب  تواند  می  زشیترار  ،بر این  افزون 

  یسازهاشیشده، پ   جاد یا  یکیولوژیزیو ف  ییایمیوشیگسترده ب  راتییممکن است با تغ  گرید  ی. از سوشودمربوط    ی هاژن  ا یژن    انیب

  شوند  ی خاص  بیترک  دیکاهش تول  و منجر به  سوق داده شوند   گر ید  هیثانو  ی رهایبه سمت مس  ها ترکیب  نیسنتز ا  یبرا ازیمورد ن

(4). 

 رینظ  یعوامل مختلف  ریتحت تاثکارایی آن  است که    یا دهیچیپ   ند یفرآ  ی اهیبه ژنوم گ  Agrobacteriumاز    T-DNAانتقال   

پ   ،یباکتر  هیسو ر  ، یکشتشیدوره  گزینوع  هم  ،یاهینمونه  دوره  و  غیره    یکشتدما  میو    یهاه یسو  همهکارایی  .  گیرد قرار 

Agrobacterium  واکنش متفاوت در    های گیاهی هم نژادگانو    نیست  یکسان  ییزایماریب  یا   ی اهیگ  یاختهژن به  تراانتقال    یبرا

کارایی  و  داشته  ژن  ترا  دریافت عبارتی،  گوناگونی هستند    ییباززادارای    گونه  کی  مختلف  هایسویه  به  ی اهیگ  تهیوار  کیبه 

 

1- Melanoma                                                          2- Signaling                                                           3-  Heterogeneity 
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جاسمونات ...های مویین و کاربرد متیل ریشهالقای    

3 

پاتوژن   -اه یگ  برهمکنشمرتبط با    و  ستی چندان مشخص ن  دهی پد  نیا  لیدل  .دهد یمنشان    یمتفاوت  یهاپاسخ   یباکتر  یزایماریب

 .(14) است

زمان  همو    ها شهیر  رشد  شیمنظور افزابه  کشت  طیمح  هایترکیب  یسازنهیبه  نییمو  یهاشهیر  کشت  در  مهم   اهداف   از  یکی 

از   ی کیشود.  می  تهییجهای زیستی و غیرزیستی  محرک  توسط  های ثانویهتجمع متابولیت  .(14)  هدف استی  هاتیتجمع متابول

ها  محرک  .است  ها محرک استفاده از  ،  یاشه یشدرونکشت    ستمیدر س  هیثانو  یهاتیمتابول  دیتول  شیافزا  یها براروش  کاراترین

های  منجر به تولید متابولیت  یکیمتابول  یرهایمس  یسازفعال  از راهها،  تنشدر پاسخ به  هستند که    یادهندهعلامت  هایترکیب

از    یعیوس  فیالقا کننده سنتز ط  ا ی کننده    کیتحر  ممکن است  یستیزریو غ   یستیز  ی هاهر دو گروه محرک.  شوندثانویه می

پاتوژن  یپاسخ دفاع   جهیبه عنوان نت  یاه یگ  یهایاختهدر    یستیفعال ز  هایترکیب کاربرد    .(37)  اشند بها  آنها در برابر حمله 

 بهبود   ای   و  کرده  کیتحر  یایاخته  ستمیس  در  را  ی خاص  هایترکیب   وسنتزیب  ن، ییپا  یهاغلظت  در   و  محدود  زانیم  ها بهمحرک

، سن  محرکمانند غلظت    یمختلفدهد. عوامل  یها را کاهش متیمتابول  یبالا  ریمقاد  به  یابیزمان دست  ی طور کلبخشد و بهیم

قرار    محرککشت در معرض   طیکه مح  ی کشت و مدت زمان  طیبه محو مرحله افزودن محرک کشت، زمان    طیها، نوع محیاخته

 . (27) گذارندیم ریتاث هیثانو یهاتیولمتاب دیتول بر  ،ردیگیم

  یهاغلظت  در  است؛  یکیولوژی ب  عملکرد  دو  یدارا  بیترک  نیا.  است  نیزم  یرو  یعیطب  مریپل  نیدوم  یفراوان  نظر  از  1توسان یک 

  طور عمدهبهشود که  میها  در برابر پاتوژن  اهانیمقاومت گموثر    شیباعث افزااز طرفی،  است و    یاص ضد قارچخو  یدارا  نیمع

مهم در    یی هاگنالیس  2هاجاسمونات  .( 15)  است  یاه یمختلف گ  یهایاختهدر    هیثانو  یهاتیمتابول  وسنتزیب  شیبه واسطه افزا

  یهاتنش  قی زا ممکن است از طردرون   دیاسکیجاسمون  شی. افزاهستند  اهیگ  نمو  و   رشد  یندهایها و فراتنش  از  یاریپاسخ به بس

  جاد یا  ی رشد  یهاگنالیس  ی پ   در  نیها و همچنپاتوژن  توسط  حمله  ا یخواران و  اهیگ  توسط  زخم  جمله  از  متعدد  یطیمح  ستیز

  لقا ا  یهانیپروتئ  ادیز  تجمع  لهیوسهب  ژن  انیب  در   رییتغ  جادیها، اجاسمونات  ی دهگنالیس  یرها یمس  در  اتمشاهد  نیاول.  شود

  ه یثانو  هایترکیب   یریگشکل  ها،جاسمونات  توسط  شده  القا  یندهایفرا  ییابتدا  اتمشاهد  گری شده توسط جاسمونات بود. از د

 . (36) است

(  MEP)  4فسفاتول یتاریتر ( و یا مسیر متیلMVA)   3اسیداز طریق مسیر موالونیک   استروئیدها   و   هاگیاهان سنتز ترپندر   

گذارد. در یک پژوهش  ثیر میا ت  MVAو    MEPجاسمونات بر فعالیت مسیر  دهند که تیمار متیلمطالعات نشان می شود.انجام می

هستند تحت تحریک    MEPهای مسیر  که آنزیم  ISPH9و    DXS6  ،DXR7  ،HDS8های  بیان آنزیم  ،5ترپنسنتز نوعی دیدر مورد  

افزایش یافت. بهمتیل تیمار  نیز با    HMGR11و    HMGS10ویژه  به  MVAهای درگیر در مسیر  طور مشابه بیان ژنجاسمونات 

 . (9) (1شکل ) جاسمونات افزایش یافت متیل

و   A. rhizogenes (A4ی باکتر هیسو 2 ریپژوهش تاث نیدر ا ای،شه یدرون ش  ییدارو هایترکیب  داتیتول تیتوجه به اهم با 

ATCC15834  )القا ر  4در    نییمو  یهاشه یر  یبر  م  زنمونهینوع  هانیبرگ،    ی کشتهم  طیمح  6  یرو  شه،یر  و  لیپوکوتیگره، 

(1/2MS  ،MS    وB5  درصد  3و    5/1دو سطح   در  )نیلا  کی  یرشد و پرآور  یقبل رو شیآزما  یکشتهم  یهاطیمح  ریتاث،  ساکارز 

همچن  نییمو  شهیر  یانتخاب لیلیم  150و    100،  50  ،0  یهاغلظت  در)  توسانیک  محرک  دو  ریتاث  نیو  در    و  (تریگرم 

  حطر  در قالب   نییمو  یهاشهیو رشد ر  B  نیزالیف  زانیبر م  (تریگرم در لیلیم  60و    40،  20  ، 0  یهادر غلظت)جاسمونات  لیمت

 . شد  یاب یارز فید تصا ملا کا

 

1-  Chitosan              2-  Jasmonate              3-  Mevalonic acid               4-  Methylerythritol phosphate          5-  Diterpene     

6-  1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase                        7 -  1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase      

8-  4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase                                                                                                                                        

9-  1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate reductase      10-  3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase      

11- 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase 
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Fig. 1. Possible pathways of physalin B biosynthesis. Blue arrows show MeJA target genes in the mevalonic acid, 

methylerythritol phosphate and triterpenoid pathways. 

اسید،  های هدف را در مسیرهای موالونیک جاسمونات و ژنهای آبی ارتباط بین متیل. فلشB  بیوسنتز فیزالین  احتمالیمسیر    -1شکل  

 .1لیست کلمات اختصاری را در زیرنویس بیابید   (.9  ،6)  دهدنشان می ترپنوئید  فسفات و تری اریتریتول متیل

 

 هامواد و روش
 ی اهیمواد گ

  یو عرض شمال  36˚  45́   ی، عرض جنوب45˚  15́   ییایمنطقه اشکورات با طول جغراف  یبوم  اهانیگاز  در اواخر تابستان  بذرها   

با    2لور یدر محلول نانوس  قهیدق  50  یبرا  قه،یدق  کیور شدن در اتانول به مدت  بذرها بعد از غوطهشدند.    یجمع آور  36˚  50́ 

م  400غلظت   دمای    لیاستر  مقطر   آب  در   قهیدق  90  مدت   به  سپس   و  لیاستر  یطور سطحبه،  ونیلیقسمت در  درجه   4و 

  ی کشت و درون اتاقک رشد در دما 1/2MS طیمح دارایکشت   یهادر ظرف گندزدایی بذرها بعد از    داده شدند. رقرا سلسیوس

و    ، برگگرهانیم  ل،یپوکوتیه  ازمختلف    های، ریزنمونهیزنجوانهبعد از آغاز    روز  30و  شدند    ینگهدار  سلسیوسدرجه    2±25

 .تهیه شد تراریزش و  یبا باکتر تلقیح یبرا شهیر

 

1. AACT, Acetoacetyl-CoA thiolase. HMGS, HMG-CoA synthase. HMGR, HMG-CoA reductase. MVK, 

Mevalonate kinase. MPK, Mevalonate-3-phosphate-5-kinase. PMD, Mevalonate-5-pyrophosphate decarboxylase. 

DXS, DOXP synthase. DXR, DOXP reductoisomerase. CMS, CDP-ME synthase. CMK, CDP-ME kinase. MCS, 

ME-2,4cPP synthase. HDS, HMBPP synthase. HDR, HMBPP reductase. ISPH, 1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-

butenyl 4-diphosphate reductase. CDP-ME, 4-diphosphocytidyl-2-C-methylerythritol. CDP-MEP, 4-

diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol 2-phosphate. MEcPP, 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate. 

HMBPP, 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate. ISPH, 1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-

diphosphate reductase. 
GPPS, Geranyl diphosphate Synthase  .FPPS, Farnesyl diphosphate Synthase. SQS, Squalene Synthase . CAS, 

Cycloartenol Synthase. SMT1, Cycloartenol C-24 methyltransferase. SMO, Sterol-4a-methyl oxidase. CECI, 

Cycloeucalenol cycloisomerase  .CYP51G1, obtusifoliol 14-demethylase. FK, D14-sterol reductase. HYDI, C-7,8 

sterol isomerase. SMO2, Sterol-4a-methyl oxidase 2 .STE1, C-5 sterol desaturase. DWF5, Sterol ∆7 reductase. 

2 Nanosilver 
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 ن یی مو  ی هاشهیر  و کشتالقا  

ها  استفاده شد. باکتری  ATCC15834  و  A4  یهاسویه  A. rhizogenesباکتری    وحشی  سویه  2های گیاهی از  نمونه   تلقیحبرای   

  ت ینها  در  و  شدند   کشت  یکیتار  طیدر شرا  قهیدور در دق  180  با چرخش،  سلسیوسدرجه    28  یدما  در  LBدر محیط مایع  

به  آغشته    لیسوزن استر  کیبار با    نیچند  هازنمونه یر  کار گرفته شد.ها بهزنمونه یر  حیتلق  یبرا  600nmOD=1  غلظت  با  محلول

  در دو سطح  B5و    1/2MS،  MS  کشت  طیمح  6  یو رو  شدند  یزخم لیبا سوزن استر  زین  شاهد  یهانمونه  و  باکتریکشت تازه  

ها با محلول  نمونه ریز  سطحمنظور حذف باکتری از  به  ساعت  48پس از    .گرفتند  قرار  یکیتار  طیدر شرادرصد ساکارز    3و    5/1

دقیقه و پس از آن با آب مقطر استریل به مدت   5گرم در لیتر به مدت  میلی  500با غلظت    1سفوتاکسیم بیوتیک  آنتی استریل  

کشت  سفوتاکسیم  گرم در لیتر  میلی  500دارای  مربوط  کشت    هایروی محیط  ها نمونهپس  س یک دقیقه شستشو داده شدند.  

 شهیبر اساس تعداد ر  ییزا شه یر  زانیمبازکشت شدند.    دیجد  یهاطیمح  دربار  ها هر هفت روز یکریشه  لقایاشده و تا زمان  

 .شد محاسبه ی تصادف کاملا طرح قالب  در و تکرار سه در ماریت هر  در شده دیتول

از    آلودههای مویین در محل زخمریشه   یالقاپس   تر یگرم در لیلیم  500  یدارا  عیما  طیمحبه    یاشه یر  یهاکلون  ،های 

، دمای  دور در دقیقه  100  چرخش  در شیکر با  منتقل شده و  یاهیگ  رشد  یهاکننده  می، بدون تنظاکارزس  درصد  3و    میسفوتاکس

در  بار( بازکشت شده و  ها در فواصل زمانی مناسب )هر هفته یکنمونه.  شدند  ینگهدارتاریکی    در شرایط  سلسیوسدرجه    25

ها به محیط  رسید. در نهایت کشتگرم در لیتر  میلی 5/62یافت تا به  کاهش  بیوتیک به نصف  آنتیاستفاده از  میزان    هر بازکشت 

 . افتندی انتقال کیوتیبفاقد آنتی

 نییمو   ی هاشهیر  یختگیترار  دییتا

تابه  اختصاصی    مرازیپل  یاره یزنج   واکنش  از  نییمو  یها شه یر  یختگیترار  دییمنظور  آغازگرهای  از  استفاده    ر یتکث  یبرابا 

 GCT-’5 یبا توال یآغازگرها. ( 28) انجام شد CTABبر اساس روش  یژنوم  DNAاستفاده شد. استخراج  rolC و  rolB یهاژن 

CTT GCA GTG CTA GAT TT-3’    5و’-GAA GGT GCA AGC TAC CTC TC-3’  ژن    ریتکث  یبراrolB    5و’-CTC 

CTG ACA TCA AAC TCG TC-3’  5و’-TGC TTC GAG TTA TGG GTA CA-3’ ژن  ر یتکث یبراrolC   .استفاده شدند

 ATG TCG-’5با استفاده از پرایمرهای اختصاصی   virDی از تکثیر ژن  باکترها به  سطحی ریزنمونه  ی لودگآ  عدم منظور تایید به

CAA GGC AGT AAG CCC A-3’    5و’-GGA GTC TTT CAG CAG GAG CAA-3’    .واکنش   ییدما  طیشرااستفاده شد  

  34  و  هیاول  یساز  واسرشت  یبرا  قهیدق  3به مدت    سلسیوسدرجه    94شامل    rolCو    rolBژن    ریتکث  یبرا  مرازیپل  یاره یزنج

 یبرا  هیثان  45به مدت    سلسیوسدرجه    56  ،یواسرشت ساز  یبرا  هیثان  50به مدت    سلسیوسدرجه    94  یی دما  برنامه  با  چرخه

  یی بسط نها  یبرا  قهیدق  10به مدت    سلسیوس  درجه  72  تی و در نهابسط    یبرا  قهیدق  1به مدت    سلسیوس  درجه  72  اتصال،

  مشاهده  2دیبروماومیدیات  با  یزیآمدرصد الکتروفورز و پس از رنگ  5/1ژل آگارز    یرو  مرازیپل  یاره یواکنش زنجبود. محصولات  

 . شدند

 خت یترار  یهاشهیر  ی پرآور

منظور خاب و بهانت  مشخص،  ی زمان  بازه  در  یپرآور  زانیبر اساس م   یاطور مشاهدهبه  ختیترار  ی هاشهیر  یهاکلون  از  یکی 

  2/0  زانی. ماستفاده شدوزن تر و خشک،    ی بر مبنا نییمو  یهاشهیر  تودهزیست  زانیو م  رشد بر کشت  طیمح انواع  ریتاث  یبررس

 ی ریآبگ  ،هفته  6بعد از  شدند.  کشت    درصد ساکارز  3و    5/1ر دو سطح  د  B5و    MS  ،MS½  عیکشت ما  طیمح  3در    شهیگرم ر

ها در  خشک کردن نمونهپس از    زیسنجش وزن خشک نشد.    یریگاندازهآنها  وزن تر    انجام و   ی با کاغذ صافها  نمونه از    یسطح

 قرار   سنجش  وردم  ی ها در سه تکرار و در قالب طرح کاملا تصادف. دادهانجام شدساعت    48به مدت    سلسیوسدرجه    40  یدما

 ها استفاده شد. با محرک ماریدر آزمون ت ،های مویینریشه  یپرآور  یکشت برا طیمح نیبهتر .گرفت

 ن ییمو  یهاشهیر  در کشت ها محرکو اعمال    یآماده ساز

 

1- Cefotaxime                                                                                                                              2- Ethidium bromide 
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  با حل و سپس با آب مقطر رقیق و    %70در اتانول  از این ماده  گرم  میلی  250  ،جاسموناتمتیل  ذخیرهبرای تهیه محلول   

 1د یاسک یاستالیگلاس  تری لیلیم  2در    از ماده   گرم  1  توسان،یک  رهیذخمحلول    ی سازآماده  یبرا  . شد  لیاسترمیکرون    2/0  لتریف

 8/5  یرو  محلول  pHو    دی رس  تریلیلیم  100به    مقطر  آب  با   یینها  حجم.  شد  حل  هقیدق  15  به مدت  سلسیوسدرجه    60در  

جاسمونات  لیمت( و  تریگرم در لیل یم  150و    100،  50،  0)  توسانیک  یمورد استفاده برا  یهاغلظت.  شد   اتوکلاو  ت ینها  در   و  میتنظ

  ها شهیر  ،ماریهفته بعد از ت  6.  اضافه شدند  ساعت  24به مدت    هفته بعد از کشت،  2که    ند( بودتریگرم در لیلیم  60و    40،  20،  0)

  طرح قالب  در و تکرار سه  در مارها یت. شدند استفاده  ها ن یزالیاستخراج ف یبرا  ،خشکو پس از اندازه گیری وزن تر و  یآورجمع 

 . شد انجام  یتصادف کاملا 

 B  نیزالیف  زان یسنجش م استخراج و  

های خشک و  گرمی از بافت  1های  . نمونه( انجام شد13)   و همکاران  Jualang Azlanها بر اساس پروتکل  استخراج فیزالین  

  ی استخراج شده در دما. حجم  شداستخراج    یکیتار  طیو در شرااتاق    یهفته در دما  2  یمتانول برا  تریلیلیم  125پودر شده با  

در    چرب،   یدهایمنظور حذف اسبهشد.    ق یآب مقطر رق  یمساو حجم  با  و افتیکاهش    تریلیل یم  50تا    یی ایمیهود ش  ریاتاق و ز

  15)کلروفرم    ماده  با استفاده ازدوبار    یعصاره متانولسپس  مخلوط اضافه شد.    نیبه ا  ،(تریل یلیم  15)  هگزان  دو مرحله ماده

 % 65  متانول  تریلیلیم  کی   در  و  ریتبخ(  آنها  مشتقات  و  خام  یهان ی زالیف  ی)محتو  حاصل  عصاره  سرانجام.  شد  ماریت(  تریلیلیم

(HPLC gradeحل و بعد از ف )زیآنال  یشدن برا  لتری  HPLC    در سه تکرار و در قالب طرح کاملا    یینها   یهاداده  .شداستفاده

 . گرفت قرار سنجش مورد ی تصادف

 آماری   واکاوی

 انجام شد. SAS (version 9.00 TS level 00M0) فزارم انر از استفاده با  پژوهش   نیا یآمار یهایبررس
 

 جینتا
، از آنجا که تعدادی از  یکشتهممحیط    6نوع ریزنمونه در    4سویه باکتری روی    2دست آمده از تاثیر  های بهبر اساس داده 

ها در آنالیزهای آماری  این عدد روی نرمال بودن داده های آزمایشی به نتیجه صفر منتهی شدند، و با توجه به تاثیری کهترکیب

ها در قالب طرح کاملا تصادفی به شرح ذیل  و سایر داده  حذف شدند  ها ز آنالیزهای صفر ادادهتر،  به منظور بررسی دقیق،  دارد

 . سنجش شدند

 A4های برگ تحت تاثیر سویه  های مویین در ریزنمونهتاثیر محیط کشت بر القای ریشه

  ی هاطیمح  تلقیح شده، در  یهاشده در محل زخم  جادی کوچک کالوس ا  یهااز توده  و  برگ  یهانمونه زیتنها در ر  A4  هیسو 

ها  و در سایر ریزنمونه   کرد  د یتول  نییمو  یهاشهیرعدد،    33/5و    67/8  یبا فراوان  بیبه ترتساکارز    درصد  3و    5/1  دارای  B5کشت  

درصد   5/1دارای    B5های مویین در محیط کشت  تولید ریشه  ،میاناین  از    های کشت، تولید ریشه مویین مشاهده نشد. و محیط

 (. 1 داری داشت )جدول، تفاوت معنی(مویین )بدون تولید ریشه رزدرصد ساکا 3دارای  MSساکارز در مقایسه با محیط 
 

  یباکترتلقیح شده با  برگ    هایزنمونه یدر ر  نییمو یهاشه یر  یالقا  برمختلف    کشت یهاط یمحر  یاثت   نیانگیم  سهیمقا  -1جدول  

 . A4 هیسو

Table 1. Comparison of means for the effect of different media cultures on hairy root induction in transformed 

leaf explants using A4. 

کشت  طیمح  
Culture medium 

ن ییمو یهاشهیتعداد ر نیانگیم  
Means of hairy roots number 

MS+3% sucrose 0.00  

B5+1.5% sucrose 8.67 a 

B5+3% sucrose 5.33 ab 

 دار نیستند. مشابه دارای اختلاف معنی هایحرف
Similar letter(s) shows insignificant difference. 

 

1- Glacial acetic acid 
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 4TCC1583Aهای مویین در ریزنمونه های برگ تحت تاثیر سویه  تاثیر محیط کشت بر القای ریشه

در همه    شهیر  و  لیپوکوتیه  یهازنمونهیدر رهای مویین  فراوانی تولید ریشهاز آنجا که    ATCC15834  هیسو  تلقیح با  در 

  ، عدد بود  3/2  ساکارز،   درصد  5/1  دارای  1/2MS  طیدر محتنها    ، گرهانی م  یهانمونهزیو در ر  صفر  های کشت مورد بررسی، محیط

های برگ در قالب طرح کاملا  های مویین تنها روی ریزنمونه بر میزان تولید ریشه های کشت مختلف  ارزیابی تاثیر محیط  بنابراین

  تعداد با   ساکارز  درصد  5/1  دارای  B5  طیمح برگ در  یهانمونهزیر  در  را  ییزاشهیر  فراوانی   نیبالاتراین سویه    شد.   انجام تصادفی  

  ماریبا ت  ،بود اما  مارهایت  ریدرصد با سا  1دار در سطح  یتفاوت معن  یدارا  نییمو  یهاشه یر  دیتول  زانیم  نیا  .نشان داد  عدد  33/34

 . ( dو  a، b، c -2)شکل ( 2)جدول  دار نداشتیتفاوت معن  ،عدد 67/23  یساکارز با فراوان  درصد 3 دارای B5کشت  طیمح

 

 
Fig. 2. Induction and growth of hairy roots in P. alkekeng explants by A. rhizogenes ATCC15834 strain. a) 

internode explants, b, c)  leaf explants, d) agravitropic and plagiotropic growth of hairy roots, e, f) 

proliferation of hairy roots in in vitro liquid cultures. 

در    مویین  ریشه  ی( القاATCC15834.  aسویه    A. rhizogenesوسیله  به   P. alkekengiگیاه  در  های مویین  القا و رشد ریشه   -2شکل  

(  fو    e  ،گرایی منفیهای مویین با زمین ( رشد فزاینده ریشه d  ،برگ  هایریشه در ریزنمونه ی( القاcو   b  ،گرهمیان   هایریزنمونه 

 . ایدرون شیشه  های مویین در کشت مایعپرآوری ریشه 
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Fig. 3. PCR analysis of virD (438 bp), rolB (380bp) and rolC (534bp) genes with gene specific primers. A4: 

positive control (A. rhizogenes A4), 15834: positive control (A. rhizogenes ATCC15834), HR: transformed 

hairy root of P. alkekengi, WT: negative control (root of wild-type P. alkekengi), and M: 100kb DNA 

Ladder. 

ازها  تایید تراریختگی ریشه  -3شکل   استفاده  پرایمرهای اختصاصی ژن  PCR  با   .A: کنترل مثبت )rolC.  A4و    VirD  ،rolBهای  و 

rhizogenes A4). 15834( کنترل مثبت :A. rhizogenes ATCC15834 .)HR ریشه مویین تراریخت :P. alkekengi .WT  :

 (. P. alkekengiکنترل منفی )ریشه طبیعی  

 

  یباکترتلقیح شده با  برگ    هایزنمونه یدر ر  نییمو یهاشه یر  یالقا  برمختلف    کشت یهاط یمحر  یاثت   نیانگیم  سهیمقا  -2جدول  

 های مویین. و وزن تر و وزن خشک ریشه  ATCC15834 هیسو

Table 2. Comparison of means for the effect of different media cultures on hairy root induction in transformed 

leaf explants using ATCC15834 and the fresh and dry weights of hairy roots. 

کشت  طیمح  
Culture medium 

  یهاشهیتعداد ر نیانگیم

ن ییمو  
Means of hairy roots 

number 

   نییمو  یهاشهیر  تر  وزن نیانگیم
Means of hairy roots fresh 

weight (g) 

   نیی مو ی هاشهیر خشک   وزن نیانگیم
Means of hairy roots dry 

weight (g) 

½ MS+1.5% sucrose 18.33 b 2.02 c 0.14 cd 

½ MS+3% sucrose 15 b 2.35 bc 0.27 b 

MS+1.5% sucrose 1.33 c 1.58 c 0.12 d 

MS+3% sucrose 0.00 c 3.10 bc 0.26 b 

B5+1.5% sucrose 34.33 a 3.86 ab 0.19 c 

B5+3% sucrose 23.67 ab 4.75 a 0.33 a 

 . دار نیستندمشابه دارای اختلاف معنی هایحرف
Similar letter(s) shows insignificant difference. 

 

 ن ییمو  ی هاشهیر  یپرآور  بر   کشت  های طی مح  ر یتاث

و   5/1در دو سطح    B5و    1/2MS  ،MS  عیکشت ما  یهاطیمحدر    افتهیرشد    نییمو  یهاشه یرخشک    و  تر  وزن  یریگاندازه 

 هی . تجزداردکشت متفاوت وجود  یهاطیمح یمارهایت نیدرصد ب 1در سطح  یداریاختلاف معن که ، نشان دادساکارزدرصد  3

  هامحیط   ریسارا نسبت به    یپرآور   زانیم  نیگرم وزن تر بالاتر  75/4  نیانگیبا مساکارز    درصد  3  دارای  B5  طینشان داد مح  یآمار

 مشاهده نشد. یداریتفاوت معن نییمو  یهاشه یوزن تر ر زانیدر م MSو    1/2MS یهاطیمح نیداشت. ب

  ریدار با سایاختلاف معنگرم    33/0  نیانگی با م  ساکارز  درصد   3  دارای  B5  طیمح  زین  نییمو  ی هاشه یدر مورد وزن خشک ر 

 ش ی افزااز آن بود که    یها حاکسه ی. مقاشد  نییتع  نییمو  یها شه یر  یپرآور  یبرا   طیمح  نیو بهتر  نشان داد  های کشتمحیط

  شیموجب افزا  ،دار نداشت امایمعن  ریتاث  نییمو  یهاشه یر  تر   وزن  یژگیبر و کشت    یهاط یمح  انواع  از  کیدر هرساکارز    زانیم

 . (fو  e -2)شکل  (2)جدول   درصد شد 1در سطح احتمال  نییمو یهاشه یوزن خشک ر زانیم
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 ن یی مو  یهاشهیو رشد ر  B  نیزالی ف  زانی بر م جاسمونات  و متیل   توسانیک  های محرک  ر یتاث

تغییر بیشترین  که    دادنشان  جاسمونات  و متیل  توسانیک   هایمحرک  مختلف  یهاغلظت  تاثیر  نیانگیم  سهیمقا  جدول  یبررس 

گرم در کرویم  41/9  تولید  نیانگیبا مجاسمونات  متیل  محرک  گرم در لیترمیلی  60غلظت  مربوط به    Bدر میزان تولید فیزالین  

  026/3و معادل    یک گرم وزن خشک(گرم در  کرویم  11/3  نیانگیبا م)دار با شاهد  دارای اختلاف معنی  ،یک گرم وزن خشک

 .بودبرابر آن 

دار نسبت به شاهد  یرمعنیغ   شیافزا  توسانیک  تریگرم در لیلیم  100و    50  یهاغلظت  در  ،نییمو  یهاشه یر  تر  وزن  یژگیدر و 

  گرم  96/9  نیانگی نسبت به شاهد با مگرم    09/5  نیانگیوزن تر با م  تر،یگرم در لیلیم  150  به غلظت شیبا افزا ، مشاهده شد. اما

  تریگرم در لیلیم  60و    40،  20در هر سه سطح  جاسمونات نیز  متیلافزایش غلظت محرک  از سوی دیگر    .افتیدار  یمعن   کاهش

  در   نیا  .شد شاهد    در مقایسه باگرم    73/2و    67/4،  91/5  نی انگی با م  بیبه ترت  نییمو  یهاشه یدار وزن تر ریموجب کاهش معن

استفاده از محرک کیتوسان در  که    داد  ، نشانهای مویینوزن خشک ریشه  ویژگیها در مورد  نیانگیم  سهیمقا  که  است  یحال

گرم    86/0  نیانگی با منسبت به شاهد    گرم   27/1  نیانگیوزن خشک با م  دارموجب افزایش معنیگرم در لیتر  میلی  50غلظت  

  نبوددار  نسبت به شاهد معنیها  افزایش غلظت محرک  یدر پ   های مویینریشه   مشاهده شده در وزن خشک  یکاهشروند    .دش

 . (3)جدول 

 

وزن  و    ترو وزن    B  نیزالی ف  زانیم  برجاسمونات  لیمت  و  توسانیک  یهامختلف محرک  یهار غلظتیاثت  نیانگیم  سهیمقا   - 3جدول  

 .نییمو  یهاشه یخشک ر

Table 3. Comparison of means for the effect of different concentrations of elicitors on the measured traits. 

 محرک 
Elicitor 

   محرک غلظت
Elicitor 

concentration (mg 

L.-1) 

B ن یزالیف  مقدار ن یانگیم  

Means of physalin B 

content (µg g-1dw) 

  خشک   وزن نیانگیم

   نییمو  یهاشهیر
Means of hairy 

roots dry weight 

(g) 

  یهاشهیر  تر  وزن نیانگیم

   نییمو
Means of hairy 

roots fresh weight 

(g) 
 شاهد 

control 
0 3.11 b 0.86 b 9.96 a 

توسان یک  

Chitosan 

50 2.54 b 1.27 a 11.15 a 

100 4.20 b 0.78 b 10.13 a 

150 2.68 b 0.59 b 5.09 b 

جاسمونات ل یمت  
Methyl 

jasmonate 

20 5.59 b 0.70 b 5.91 b 

40 6.06 ab 0.66 b 4.67 b 

60 9.41 a 0.54 b 2.73 b 
 دار نیستند. مشابه دارای اختلاف معنی هایحرف

Similar letter(s) shows insignificant difference. 

 

 بحث 
بگذارد   ریتاث نییمو یها شه یر یاالق زانیمو   ی اهی گ یاخته به   T-DNAانتقال و  یختیترار  ییبر کارا تواند یم ی مختلف عوامل 

و    ی اهی گ  گونه  ح، یتلق  هیما   غلظت   ، آنها   ییزایماریب  لیو تفاوت در پتانس  یباکتر  مختلف  هایسویهبه    توانیم   انی م  آنکه از  

اشاره    یکشتهم  طیمح  هایترکیبو غلظت    نوع  و  یکشتهم  زمان  مدت  زنمونه،یو سن ر  نوع  ، زبانیم  اهیگ  یهایاخته   تیحساس

 . (5) نمود

 B5 طیمح یبرگ رو  یهانمونه زیردر  ATCC15834 هیمربوط به سو نییمو یهاشه یر یالقا زانیم نیبالاتر پژوهش نیا در 

 . آمد دستبهساکارز  درصد 5/1 دارای

 نییمو  یهاشهیر  ی. درصد القا(25)  نمود   نییمو  شهیر  دیتول  1/2MS  طیدر مح  ATCC15834  هیسو  P. minimaدر گونه   

 ت ی. ظرفبود  یباکتر  با  شده  حیتلق  یهاساقه  درصد  100  معادل  و  کسانی،  A4و    ATCC15834  یهاه یسو  با  P. ixocarpaدر گونه  
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تر و زمان دو  تر و پر رشدیقو  ATCC15834متفاوت بود. کلون    یباکتر  هیدو سو  نیاز ا  آمده  دستبه  نییمو  شهیرشد دو کلون ر

 3نیبه آربوت  2نونیدروکی ه  وترنسفورمیب  تیو ظرف  1دیآلکالوئتروپان  دیتول   زانیم  نیبود همچن  ترکوتاه  آن  تودهزیست برابر شدن  

آن   بوددر  رو  ی مشابه  هایپژوهشدر    (.3)  بالاتر  سو  گری د  اهانیگ  یکه  شده   ی القا  ییکارا  نیبهتر  ATCC15834  هیانجام 

  در  نییمو یهاشهیر  یالقا  و  داشت  Semecarpus anacardium  اه یگ  ی برگ   یهانمونه در  درصد  61  زانیم  به   را  نییمو یهاشه یر

ساقه    هایزنمونهیدرصد القا در ر  36درصد و    49  بیبه ترت  LBA9402و    A4  یهاهیدرصد( بود. سو  52ساقه کمتر )  یهانمونه 

 بر   کشت  طیمح  انواع  اثر  یبررس  در   .(23)  دارد  ریدرصدها تاث  یرو  زین  یبا باکتر  ی کشتنشان دادند. قابل ذکر است که زمان هم

در    نیشد. همچن  نییکشت تع  طیمح  نیبهتر  1/2B5  کشت  محیط  ،.Raphanus sativus L  اه یدر گ  نییمو  ی هاشه یر  یالقا

  متفاوت   یهاغلظت  ریثتاسنجش    .(8)  مشاهده شد  نییمو  شهیتعداد ر  نیشتریبا برگ و ساقه ب  سهیدر مقا  لدونیکوت  یهانمونه زیر

  یی آن کارا  یبرابر  5/1غلظت    ا یو    MS  طینشان داد مح  Cichorium intybus  اهیگ  در  نییمو  یهاشهیر  ی القا  بر  ماکرو   عناصر

مختلف    ی هااز آن است که گونه  یمختلف حاک   یاه پژوهش  ج یتفاوت در نتا  . (19)  دهد یم   شی ها را افزاتیمتابول  دیتولو    حیتلق

  ریها تحت تاثیباکتر  یزا  یماریب  یهاژن  تیکاهش فعال  ای  شیافزا  زانیم  نیهمچن.  دارند  ی متفاوت  یکیمتابول  طیشرا  ی اهیگ

 باشد.  ی م یکشتهم طیمح عناصر  غلظت و بیترک

  طیمح  در  خشک،  و  تر  وزن  یمبنا  بر  شده   دیتول  تودهزیست  نیبالاتر  و  نییمو  شهیر  یرشد و پرآور  نیپژوهش بهتر  نیا  در 

B5 اهیگ نییمو  یهاشه یر یپرآور  و رشد شد.  مشاهده ساکارز درصد 3 دارای Valeriana officinalis L. کشت طیدر مح B5 و  

1/2B5  با    سهیدر مقاMS    وN6  نسبت منابع    ریتاث  احتمالامختلف عناصر و    بیآن ترک  لیبرآورد شد که دل  یشتر یب  زانیبه م

 نییمو  یهاشه یر  یپرآور  یبرا  طیمح  نیبهتر  Stevia rebaudiana Bertoni  اهیگدر    .(24)  است  نییمو  یهاشه یبر رشد ر  تروژنین

MS1/2  خصوصبهکشت    طیمح  هایترکیببه    نییمو  ی هاشهیر  .(32)  درصد ساکارز بود  5/1  یدارا  +
4NH ،  -3NO    و منبع فسفات

 سازیبنابراین، بهینه .دارد  نییمو  ی هاشهیر  رشد  بر  یداریمعن ثیرا ت هاترکیب  نوع  و   عناصر مقادیر هستند. تغییر  حساسو کربن  

 . (33) باشد یم تیاهم یدارا موثره مواد دیتول افزایش و شتر یرشد ب منظوره ب کشت محیط

منتشر نشده  تاکنون گزارشی    این گونه گیاهی های  جاسمونات و کیتوسان بر میزان متابولیتهای متیلدر مورد اثر محرک 

  ر یسا  ی رو  ماده   نیا  ریراستا با تاثهم  Bجاسمونات بر افزایش میزان تولید ماده موثره فیزالین  است. در پژوهش حاضر اثر متیل

بهار مشاهده شد که جاسمونیک  گریاز مطالعات د  یاریها در بستیمتابول اسید بوده است. در یک مطالعه روی گیاه همیشه 

اسید . در پژوهشی دیگر تیمار جاسمونیک ( 1)  عمل کرد  4اسیدصورت یک محرک قوی برای سنتز گلیکوزیدهای اولانولیکبه

جینسنوزید میزان  افزایش  ریشه  5باعث  کشت  مویین  در  از  (22)  شد  Panax ginsengهای  استفاده  دیگر  آزمایشی  در   .

بیش از دو برابر افزایش  به  های مویین شنبلیله  را در ریشه   6نیگونلیمیکرومول( به عنوان محرک، مقدار تر  100جاسمونات )متیل

شوند و به عنوان هورمون استرس شناخته یم  ساخته  اهانیگ  در  یعیطور وسهاسید بجاسمونات و جاسمونیک متیل.  (26)  داد

  دارند   نقش   اه یگ  یدفاع  ستمیس  در  هیثانو  ی هاتیکه متابول  یی . از آنجا شوند یم  دیدر پاسخ به حمله حشرات تولاز جمله  و    شده

  یهاتیمتابول  شیافزا  سبب  ،بنابراین،  دهدیمشابه حمله حشرات قرار م  یتیآن را در موقع  ،اهیگ  یرو  دیاسکیکاربرد جاسمون

 گروه   سه  هر  وسنتزیتواند بیم  جاسموناتلیمتبا    ماریت  .شودمی  آن  مشتقات  و  دیاسک یجاسمون  باتیمار شده    اهانیگ  در  هیثانو

 . (18) دهد ش یافزا را( دهایآلکالوئ و دها یپروپانوئلیفن  دها،یترپنوئ) هیثانو یهاتیمتابول یاصل

را برای   8فسفاتدیشد و فارنسیلالقا    جاسموناتوسط متیلت  7سنتازپیروفسفاتفارنسیلکه بیان    در پژوهشی گزارش شد 

 ها با ترپنوییدها مشترک است. با توجه به اینکه مسیرهای اولیه بیوسنتز فیزالین (9)  (1  )شکلتولید کرد    9النوبیوسنتز اسک

در گیاه شود که    B  عث افزایش فیزالینباتواند  جاسمونات میاستفاده از محرک متیلبنابراین در این پژوهش فرض شده بود  

 را تایید کرد.این نظریه  آزمایشنتایج 

ها  ت یمتابول  ساخت  زانیم  یرو  محرک  نیا  ریها ندارد و تاثت یبر متابول  یشیهمواره اثر افزا  دیاسک یجاسمون  ماریوجود، ت  نیبا ا

 در   موجود  مختلف  هیثانو  یهاتیمتابول  یروجاسمونات  ل یمت  مار یاثر ت  ،دارد. به عنوان مثال  ی بستگ  زیآنها ن  وسنتزیب  ریبه مس

 

1-  Tropane alkaloid      2-  Hydroquinone      3-  Arbutin      4 -  Oleanolic acid      5 -  Ginsenosides      6-  Trigonelline      

7- Farnesyl pyrophosphate synthase     8-  Farnesyl diphosphate     9-  Squalene     10-  Verbascoside 
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و    01دیورباسکوزتولید    شیمحرک باعث افزا  نیا  و مشخص شد که  مطالعه  (Scutellaria lateriflora)  قاشقک  اهیگ  نییمو  شهیر

  ندارد  تاثیریدر گیاه    5و بایکالین  45ووگونینتولید  میزان    برو  شود  می  34و اسکوتلارئین  27کاهش ووگونین  و  21اسکوتلارئین

(16) . 

در کشت دست آمده است. به یمتفاوت  جینتا نیز مختلف اهانیدر گ هیثانو یهاتیمتابول زانیم بر توسانیک ریدر ارتباط با تاث 

تPanax ginseng  اهیگ  نییمو  یهاشه یر به کاهش م  توسانیک  ماری،  اما(22)  شد  دینسنوزیج  زانیمنجر   بر   توسانیکتاثیر    ،. 

  و  شد   نییمو  ی هاشه یر  بافت   در  دیاسکیاولانول  یدهایکوزی گل  تجمع  و  وسنتزیب  شیبهار باعث افزاشهیهم  اه یگ  نییمو  یهاشه یر

های آن  ت یهای مویین با محرک بر میزان متابولهمچنین مدت زمان تیمار ریشه  (.1) متفاوت بودها  ن یلا نیب شیافزا نیا مقدار

های مویین تیمار ریشه  ،مختلف متفاوت است. به عنوان مثال  هایترکیبتاثیر گذار است. این زمان در گیاهان گوناگون و برای  

  اما، را تا ده برابر شاهد افزایش داد    6آلیزارین  میزان  ،روز  15مدت  و به  گرم در لیتر  میلی  150 به میزان  انسگیاه روناس با کیتو

 ،متفاوت کیتوسان  اتشاید دلیل این تاثیر.  ( 7)  گیری و کمتر از شاهد بودروزه مقدار آلیزارین کم و غیرقابل اندازه  6در تیمار  

. اعضای خانواده آنزیم کیتیناز که توانایی تجزیه  باشد  در گیاهان مختلفدر شرایط گوناگون و    7آنزیم کیتینازبیان    متفاوت  میزان

در گیاهان متفاوت در شرایط گوناگون متغیر   هاشوند و بیان آن، کیتوسان و مشتقات آن را دارند در همه گیاهان یافت می8کیتین

در آنها مشاهده   نازیتیک RNA  انیب ی بالا ش یو افزا ماریت توسانیک ینخود با محرک قارچ اهیگ   یهاغلاف ،  است. به عنوان مثال

 راتییتغ  دارند  اهیگ  در  یدفاع  نقش  زین  هیثانو  یهاتینقش دارد و متابول  اهیگ  یدفاع   ستمیدر س  میآنز  نیکه ا  ییشد. از آنجا

 که  باشد  داشته  ریتاث  هیثانو  یهات یمتابول  وسنتزیتواند بر بیم   یرسان بعدامیپ   یرهایمس  شدن  فعال  و  نازیتیک  میآنز  انیب  زانیم

تاثیرگذاری تحریک به عنوان یک ابزار افزایش تولید    .(17)  بود  خواهد   متفاوت  آن  ریتاث  هاترکیب  نیا  وسنتزیب  ریمس  به  توجه  با

 . (27) گیاهی بستگی دارد یاختهکنش بین محرک و به برهمپیچیده بوده و های ثانویه متابولیت

متبه  جینتا  اثر محرک  از  آمده  ماده خشک رلیدست  بر کاهش  ا  فیزالیس  اهیگ  نییمو  یهاشه یجاسمونات    ی بررس  ن یدر 

مهار کرد و وزن    ی را تا حد  نییمو  یهاشهیر  رشد  دیاسکیجاسمون  بهار  شهیهم  اه یدر گ  است.  از مطالعات   ی با بعض  راستاهم

 از  پس  زیها نشهیر رنگبر این  افزون . افتیشاهد کاهش  یها با نمونه  سهیدرصد در مقا 26تا  ماریتحت ت نیدر لا شهیخشک ر

های  گیاهچهدر پی تیمار    (. 1)  باشدیها مفنولیپل  تجمع  لی به دللا  تر شد که احتمارهیت  و  افتهی  رییتغ  دیاسکیجاسمون  با  ماریت

های مویین در ریشه  ،. اما (30)  شدگزارش    9نیزیریسیگل  دیتول  شیافزا  و  شهیکاهش وزن خشک ر  جاسموناتبیان با متیلشیرین 

 نظر   از  شیافزا  نیا  یمولار شد ولکرویم  200و    100  یهاباعث افزایش وزن خشک در غلظتاسید  بیان جاسمونیک گیاه شیرین

آن   متیله  سترو ا  سیداجاسمونیک   مانند   هاتجاسمونا  که  مانیز  شد  انیب  نیا  از  شیکه پ   گونههمان.  (34)  دار نبودیمعن  یآمار

  و  شدر  به  طمربو  یهاهپدید  در  کنندگی رمها  اتثرا  میشوند  ل عماا  گیاهی   ی هابافت  بر  جیرخا  رتصو  به  تجاسمونامتیل  یعنی

 شه یر  رشد   اهچه،ی از جمله رشد گ  یمختلف رشد  ی هاجنبه دهند و  می  ننشا  دخو  از  را  ن گیاها یکیژفیزیولو  و  یکیژفولورمو  ،نمو

  اهان ی بر رشد، باعث زنده ماندن گ  ها تجاسمونا  یاثرات مهار  نی. اکنندیم  مهار  را  لیپوکوتیه   ی دگیکش  و  برگ  گسترش  ه،یاول

 . (12) را داشته باشدمختلف  یهادر دفاع از تنشآمادگی لازم دهد تا یم را امکان نیا  اهیشود و به گیم تنش طیشرا در

ها کاهش  های مویین شد و سپس با افزایش غلظت آن رشد ریشه در پژوهش حاضر کیتوسان ابتدا باعث افزایش رشد ریشه 

اسید تواند با افزایش جاسمونیکگرم در لیتر میمیلی  150و    100ها در تیمار کیتوسان  یافت. روند کاهش ماده خشک ریشه 

تواند  های بالا میشود. همچنین کیتوسان در غلظتجاسمونات نیز دیده میزا مرتبط باشد که این کاهش در تیمار متیلدرون

خورده ساقه برشاستفاده از کیتوسان روی  اند که  ها نشان داده. پژوهش(26  ، 2)  ی شودیاختهبرای گیاه سمی باشد و باعث تخریب  

باشد  می  10دیاکتادکانوئ  ریشود که نشان دهنده فعال شدن مسیزا مدرون  دیاسک یجاسمون  زانی م  در   عیگیاه، منجر به افزایش سر

های دفاعی متکی به این مسیر مانند  و باعث فعال شدن پاسخ  است(  اسیداکتادکانوئید مسیر بیوسنتزیک برای تولید جاسمونیک )

 ست ین  مشخصها  بسیاری از این ژن  عملکرد  که شود  یم  یگری د  یهاژن  نیهمچن  و  21دازی، پراکس11افزایش بیان کیتیناز، گلوکاناز

جذب عناصر معدنی در  کارایی  شده است که    و مشاهدهبررسی  کیتوسان به عنوان کود زیستی    بالقوه  دیگر نقشسوی  از    .(29)

 

1-  Scutellarin2      2-  Wogonin7       3-  Scutellarein4      4-  Wogonin5      5-  Baicalin      6-  Alizarin      7-  Chitinase      

8- Chitin                  9- Glycyrrhizin                  10- Octadecanoid                  11-  Glucanase                 12- Peroxidase 
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 نکه یا  زا  شیب  گرم در لیترمیلی  50  میزانبه    توسانیکرسد که  یم   نظر  به  حاضر  ش یدر آزما.  (31)  بالاتر استحضور کیتوسان  

  ش یافزا  با  ، اما  .است  کرده  عمل   رشد   کننده   تیزا باعث کاهش رشد شود به عنوان تقودرون  دیاسکیجاسمون  شیافزا  قیطر  از

  در.  افتی   کاهش  نییمو  یها شه یرشد ر  لیدل  نیبه همو    افتهی   شیافزا  یدفاع  ستمیمرتبط با س  یهاژن   انیب  توسان،یک  غلظت

وزن تر    نیو همچن  نییمو  یهاشهیر  رشد  بر  یمنف  ریتاث  توسانیک  ماریبهار انجام شد تشه یهم  اهیگ  یرو  که  زین  گرید  یامطالعه

تاثیر کیتوسان بر     citrifoliaMorinda  یتوت هند  ی رو  یقیدر تحق  نی. همچن(1)  داشت  اه ی کشت شده گ  یهاشهیو خشک ر

 . (2) های مویین کاهشی بود و با افزایش مقدار کیتوسان میزان توده زیستی در آن کاهش یافترشد رویشی ریشه

  ش یافزا  یشیرو  رشد  توسان،یگرم کیلیم  50  غلظت  در  نکهیا  به  توجه  با  پژوهش،   نیا  در  آمده   دستبه  ج ینتا  هیکل  یبا بررس 

  عنوان  به توسانیک محرک از رشد هی اول مراحل در توانیم نشد،  دهید یداریمعن رییتغ B نیزالیدر مقدار ف یداشت ولدار یمعن

  موثره   ماده   شیافزا  یبرا  تریگرم در لیلیم  60جاسمونات  لی مت  از  هفته سه  تا  دو   از  بعد  و  کرد  استفاده   یشیرو  رشد  کننده  تیتقو

شود  یم  تصور  مختلف اهانیگ در  آمده   دستبه  متفاوت  جیگوناگون انجام شده و نتا  ی های بررس  به  توجه  با .  نمود  استفاده  نیزالیف

از   نیهر لا که داشت توجه د ی با. دارد ی بستگ آنها وسنتزیب ریمس و  ی اهی ه به گونه گیثانو  یهاتیمتابول  شیکه اثر محرک در افزا

  دیتول  رشد آنها و   جهیو در نت  (11)  فرق دارد  یگریدرون ژنوم با د  T-DNA  ی هایو تعداد کپ  قیاز نظر محل تلف  نییمو  شهیر

  ی شیها بر اساس رشد رونیلا   هیاول  انتخاب  ی بررس  نیا  در  که  یی آنجا  از.  است  متفاوت   گریکد یها با  نیلا  هیثانو  یهاتیمتابول

  یامطالعه  در  که  یصورت  در  دارد  احتمال  و   باشد   داده  قرار  ریتاث  تحت  را  ش یآزما  جینتا  موضوع  نی ا  است  ممکن  است  گرفته  صورت

  نشان   موثره  ماده  دیتول  زانیم  یرو  یها اثر متفاوت محرک  با  مار یت  رد،یگ  صورت  موثره  ماده  زانیم  اساس  بر  نیلا  انتخاب  گرید

 . دهد

 ی ری گ جهینت
  یهاشهیدر کشت ر  B  نیزالیف  دیبر تول  توسانیکجاسمونات و  لیمت  محرک   دو   اثرات  مورد  در   مطالعه  نیپژوهش حاضر نخست 

 استفاده   زیو ن  ختهیترار  نییمو  یهاشه یبر استقرار کشت ر  یمبن   ی محدود  ی هااز آنجا که گزارش .  است  P. alkekengi  اه یگ  نییمو

  مطالعه  نیا  است،   شده  ارائه  سیزالیمختلف جنس ف  یهاگونه   مورد  در  یی دارو  موثر  هایترکیب  دیتول  ش یها به جهت افزامحرک  از

  از  استفاده  با  ییدارو  هایترکیب  یتجار  دیتول  یبرا  نییمو  شهیر  یهااز کشت   یبرداربهره  در  مدل  ستمیس  کیتواند به عنوان  یم

  ، چنین هدفیدر راستای دستیابی به  مناسب  طراحی یک پروتکل برای  ، دست آمدهبر اساس نتایج به . باشد بزرگ یوراکتورهایب

در  های مویین  برای القای ریشه  ساکارز  درصد  5/1  دارای  B5های برگ و محیط کشت ، ریزنمونه ATCC15834استفاده از سویه  

 دارای   B5  محیط کشتها در  ریشه  شود. انتخاب لاین برتر بر اساس میزان تولید ماده موثره و پرآوریگیاهی توصیه می  گونهاین  

گرم در لیتر میلی  50تواند در افزایش محصول نهایی تاثیرگذار باشد. استفاده از محرک کیتوسان با غلظت  می  ساکارز  درصد  3

گرم  میلی  60جاسمونات با غلظت و سپس استفاده از محرک متیل های مویینریشه تودهزیست در اوایل دوره رشد برای افزایش 

 شود.پیشنهاد میفیزالین در لیتر برای افزایش تولید 

 سپاسگزاری
جهت فراهم نمودن امکانات مورد نیاز شمال کشور  منطقه  محترم پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی    پرسنل  از مدیریت و 

ی و  همراه  برای هیات علمی گروه باغبانی دانشگاه گیلان محترم آقای دکتر جمالعلی الفتی عضوجناب همچنین و این پژوهش 

 نمایم. شان قدردانی میمساعدت ای
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Research article 

 

Hairy roots induction and effect of methyl jasmonate and chitosan 

application on physalin B content in Physalis alkekengi L. 
 

M. Maghsoudi, Y. Hamidoghli*, M.M. Sohani1 

 

 Physalins are the most important secondary metabolites extracted from Physalis spp. 

medicinal plant that have a high potential to stop the growth of cancer cells. In this research, 

induction of hairy roots by two strains of Agrobacterium rhizogenes (ATCC15834 and A4) in 

different explants consist of leaves, internodes, hypocotyl, and roots of P. alkekengi in 6 media 

culture (1/2MS, MS, and B5 each of them containing two levels of 1.5 and 3% sucrose) were 

studied. The highest hairy roots numbers were inducted by ATCC15834 strain in leaf explants 

on B5 medium containing 1.5% sucrose. The highest fresh and dry weights of hairy roots were 

obtained in B5 culture medium containing 3% sucrose. In addition, the effects of chitosan 

elicitor at concentrations of 0, 50, 100, and 150 mg L.-1 and methyl jasmonate at concentrations 

of 0, 20, 40, and 60 mg L.-1 on physalin B content and hairy root growth were evaluated. 

Chitosan treatment had no significant effect on the production of physalin B, but its effect on 

the growth of hairy roots was significant at 50 mg L.-1 concentration. Methyl jasmonate at a 

concentration of 60 mg L.-1 resulted in a significant increase of 3.026 times in the production 

of physalin B compared to the control, however, none of the three concentrations of methyl 

jasmonate had a significant effect on hairy roots growth. This study is the first report on the 

effect of these elicitors on the secondary metabolite physalin B. 

Keywords: Physalis spp., Agrobacterium rhizogenes, Hairy roots, Physalin, Chitosan, Methyl 

jasmonate. 
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