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  (.Raphanus sativus L)هاي مويين گياه تربچه  ريشه دركشتتوليد تركيبات فنلي 
  پورنعمت و فاطمه سعيد *پور افشارسعيد بيضائي، اكبر صفي

  دانشگاه آزاد اسلامي، واحد نيشابور، گروه زيست شناسينيشابور، 

  26/12/93 :تاريخ پذيرش  20/2/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

اين مويين توليد شده توسط آلودگي با  هاي ريشه. شود ميوژنز سبب ايجاد بيماري ريشه مويين در گياهان اگروباكتريوم رايز
ايجاد ريشه مويين ممكن است سبب تغييراتي در توليد تركيبات . شوند مي، با نرخ بالاي رشد و ثبات ژنتيكي مشخص باكتري

هاي طبيعي نهستند كه جزء آنتي اكسيدا يمتابوليتهااز جمله ) آنتوسيانينها فلاونوئيدها، تاننها و(تركيبات فنلي . ثانويه گياه شود
مويين، تراريختي ريزنمونه هاي  هاي ريشهدر اين مطالعه جهت ايجاد  .بشمار آمده و در گياه تربچه به مقدار فراوان حضور دارند

مويين ايجاد شده با  هاي ريشه. انجام شد (A4 ,(GUS)15834)برگي گياه تربچه با استفاده از دو سويه اگروباكتريوم رايزوژنز 
. مويين مورد سنجش قرار گرفت هاي ريشهدر  فنليهمچنين ميزان تركيبات . قرار گرفتند تأييدمورد  PCRاستفاده از آزمون 

 آنهابودن تراريخت  بيانگر ها ريشهدر  GUS ژن برايجفت بازي  320و  rolBژن  براي جفت بازي 780صحت تكثير قطعات 
 عادي هاي ريشهبه طور معني داري نسبت به  مويين هاي ريشهفنلي در  تركيباتنشان داد كه ميزان  ميانگينهانتايج مقايسه  .بود

اگروباكتريوم رايزوژنز و  T-DNAمويين نتيجه ورود  هاي ريشهدر  فنليافزايش تركيبات  رسد ميبه نظر . مي يابدافزايش 
 .باشدبرانگيختن پاسخ دفاعي گياه 

  اگروباكتريوم رايزوژنز، تراريخت، ريشه مويين، تربچه  :كليدي واژه هاي

   asafshar4@gmail.com: ، پست الكترونيكي09151186887: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
گياهان منابع بسيار مهم و ارزشمندي جهت بررسي و 

 .باشنديد با اهميت دارويي ميركيبات جدتكشف 
متابوليتهاي ثانويه همانند داروها، افزودنيهاي غذايي، رنگ 

از نظر اقتصادي با ... ها، آفت كشها وها، طعم دهندهدهنده
چالش موجود در زمينه توليد  ترين بزرگ. اهميت هستند

تركيبات ثانويه اين است كه متابوليتهاي ثانويه در مرحله 
شوند و بعضي از تركيبات هم چنانچه يخاصي توليد م

بنابراين در برخي موارد . شوندسلول تمايز نيابد سنتز نمي
- كشت سلولهاي گياهي تمايز نيافته توان بيوسنتزي فرآورده

با توجه به نتايج به دست . دهندهاي ثانويه را از دست مي
بر كشت  پژوهشهاآمده از كشت بافتهاي تمايز يافته بيشتر 

زيرا علاوه بر توليد . )10( كيد دارندأاي مويين تهريشه
هاي مويين از كشت ريشه توان ميبهينه متابوليتهاي ثانويه 

در راستاي حفظ ژرم پلاسم بهره جست و در اين راستا 
توان با استفاده از عوامل محرك آنزيمهاي كليدي باعث مي

از طرف . يه مورد نظر شدافزايش بيوسنتز متابوليتهاي ثانو
از گياهان دارويي كه در طب سنتي  درصد 60ديگر حدود 

هاي گرفتند، جهت فرآوري از ريشهمورد استفاده قرار مي
هاي اخير در بيولوژي مولكولي، پيشرفت .شوداستفاده مي آنها

 روشهاكه اين  دهد ميآنزيم شناسي و كشت بافت نشان 
 باشند ميتركيبات ثانويه  سيستمهاي با ارزشي براي توليد

 هاي مويين تلفيح گياه با باكترياساس ايجاد ريشه. )11(
 گذشته، اين روش در دهه باشد مي اگروباكتريوم رايزوژنز

به عنوان يكي از روشهاي توليد انبوه تركيبات ثانويه معرفي 
هاي فنوتيپ ريشه ).25(و مورد توجه قرار گرفته است 

شعابات جانبي فراوان و ثبات مويين با رشد سريع، ان
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هاي كشت فاقد هورمون مشخص ژنتيكي در محيط
توليد انبوه تركيبات ثانويه همراه با رشد سريع در  .شود مي

محيطهاي كشت فاقد فيتوهورمونها و ثبات ژنتيكي سبب 
هاي مويين منابع با ارزشي براي مطالعه شده است تا ريشه

  ).25 و 11(د و توليد تركيبات ثانويه شناخته شو

ريشه مويين نوعي بيماري گياهي است كه مشخصه آن 
. هاي مو مانند استايجاد يك توده درهم تنيده از ريشه

هاي كوچك مو مانند ايجاد شده در نواحي تعداد زياد ريشه
آلوده شده گياه توسط اگروباكتريوم رايزوژنز سبب استفاده 

ريشه مويين نوعي بيماري  .)14و  7(از اين اصطلاح گرديد
زي به  كگياهي است كه توسط يك باكتري گرم منفي خا

كه باكتري  يزمان. شود مينام اگروباكتريوم رايزوژنز ايجاد 
از پلاسميد باكتري به  ژنها، تعدادي از شود ميوارد گياه 

. شود مين گياه ميزبا اي هستهگياه منتقل شده و وارد ژنوم 
حاصل اين انتقال توليد ريشه مويين در نزديكي جايگاه 

هاي مويين يك سيستم ريشه. )26( ورود باكتري است
سيستم پايدار است كه در محيط فاقد هورمون داراي 

سرعت رشد بالا، كاهش زمان كشت . قدرت توليد بالاست
به نصف، نگهداري آسان و قابليت سنتز تركيبات شيميايي، 

هاي مويين را به يك منبع مناسب و ادامه ريشه واندت مي
هاي ريشه. داري جهت توليد متابوليتهاي ثانويه تبديل كند

مويين منبع در دسترسي جهت مواد دارويي، آرايشي و 
  .)18(خوراكي هستند 

 است ثانوي يمتابوليتها از كثيري گروه شامل فنلي تركيبات
 ،فلاونها فنلي، تركيبات مثل حلقوي تركيبات از بسياري كه

 حلقوي هآمين اسيدهاي حتي و ليگنينها تاننها، فلاونوئيدها،
به . شوند مي شامل را پرولين و تيروزين تريپتوفان، مانند
 و )تاننها(لولمح پليمرهاي از اي مجموعه فنلها كلي طور

 اسيد واژه .هستند )فلاونوئيدها و فنلي اسيدهاي(منومرها 
 يا بنزوئيك از مشتق ساده هاي مولكول به معمولاً فنلي

 به نسبت فنلي تركيبات. نمايد مي اشاره اسيدها سيناميك
 اين بيوسنتز. دارند آب در بيشتري حلاليت ها ترپنوئيد

 صورت فنيل آلانين از و فنيل پروپانوئيد مسير از تركيبات
 فنلي اسيدهاي كومارينها، بيوسنتز مسير همان اين. گيرد مي
 منشأ فنلي تركيبات از عظيمي صد در. باشد مي ليگنينها و

 ترين كليدي. دارند تيروزين منشا برخي و دارند آلانين فنيل
  .)12( است آمونيالياز آلانين فنيل مسير اين آنزيم

 ارتفاع به ساله، كي گياهي) .Raphanus Sativus L( تربچه
 به منقسم پهنك با برگهايي داراي و متر يك تا سانتيمتر 40

 نژادهاي حسب بر آن برگ سطح. است نامنظم قطعات
 كركهاي از پوشيده يا و كرك بي كاملاً است ممكن مختلف
 تجزيه اثر بر كه است گلوكوزيدي داراي ريشه. باشد خشن

 تبديل Raphanol و اسانس به مخصوص آنزيم اثر تتح
 قندي، مواد كمي مقدار آب، درصد 93- 86 داراي. گردد مي
 از جزيي مقدار به و فسفريك اسيد ازته، مواد چرب، مواد
برگ و ريشه  .است C و B ويتامينهاي و اي نشاسته مواد

براي درمان سرطان، عوامل ضد ميكروبي و ضد  تربچه
از . گيرد ميسر جهان مورد استفاده قرار ويروسي در سرا

كبدي و  بيماريهاياين گونه به طور وسيعي براي درمان 
اليت آنتي بيوتيكي و عهمچنين ف. شود ميتنفسي استفاده 

آنتي ميكروبيال عصاره ريشه اين گياه نيز گزارش شده 
اينكه تاكنون در خصوص تركيبات با توجه به . )7( است

اي صورت نگرفته  گياه تربچه مطالعه هاي مويين فنلي ريشه
 تربچه گياه هاي مويين در القاء ريشه تحقيق اين در، است
 اگروباكتريوم T-DNA تأثير و رايزوژنز اگروباكتريوم توسط

 قرار مطالعه مورد فنلي تركيبات توليد ميزان بر رايزوژنز
   .گرفت

  هامواد و روش
با  )Vita Sementi® Italian Seedsشركت ( بذور تربچه

استفاده از محلول شوينده حاوي آب مقطر استريل به 
با  دقيقه 10به مدت  درصد 5اضافه سديم هيپوكلريت 
ثانيه  30به مدت  درصد 70 الكلتكان دادن و سپس توسط 

با آب مقطر  آنهامرتبه شستشوي  3سپس . استريل شدند
بذور در محيط جوانه زني حاوي . استريل انجام گرفت
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 هورمونهايو فاقد  درصد 50با غلظت  MSمحيط كشت 
بذور كشت شده، در قفسه نوري، با  گياهي، كشت شدند

تاريكي در درجه  h 8روشنايي و  h 16زمان نوردهي 
پس از رشد  .نگهداري شدند انتي گرادسدرجه  25حرارت 

براي . بذور، از برگ گياهان جهت تراريختي استفاده شد
مقاوم به  (GUS)15834و  A4باكتريايي  هاي سويهتكثير 

  . گرديداستفاده  LB، از محيط آنتي بيوتيك كانامايسين

طرز تهيه اين  :مويين ريشه القاء و كشتي هم محيطهاي
  .مشخص شده است 1جدول كشت در  محيطهاي

  ريشه ءاجزاء تشكيل دهنده محيطهاي هم كشتي و القا -1دول ج

 تركيبات
هايمحيط القاء ريشه

 مويين
محيط هم

 شتيك
 MS 1X 1Xهاي نمك
 7 7  )گرم در ليتر(آگار

%3%3  ساكارز
گرم  ميلي(سفوتاكسيم 

  )در ليتر
200  -  

pH 7/5 5/5 

 (GUS)15834و  A4از اگروباكتريوم هاي  :تراريختي گياه
انتي سدرجه  28مايع در دماي  LBكشت شبانه در محيط 

 با LBسپس محيط  .شد تهيه rpm 180 بر روي شيكر گراد
دقيقه  15و دماي محيط به مدت  rpm 3000سانتريفيوژ در 
باكتري در محيط  يسلولها رسوب. حذف گرديد

 MS نمكهايمخصوص آلوده سازي اگروباكتريوم كه شامل 
بود،  (pH 5.2)گلوكز درصد  5و استوسرينگون به همراه با 

اين  .)1:  2به نسبت (به صورت سوسپانسيون درآمد 
و جهت  تكان داده شدساعت  3سوسپانسيون به مدت 

   .گرديدتراريختي استفاده 

دقيقه در  3براي انجام تراريختي قطعات برگي به مدت 
سپس رطوبت . شدند ور غوطهسوسپانسيون سلولي باكتري 

اضافي قطعات برگي توسط كاغذ صافي استريل گرفته شده 
مرحله هم . و در نهايت به محيط هم كشتي برده شدند

 انتي گرادسدرجه  25روز در دماي  2كشتي به مدت 

 مستقيم طوره بپس از اين مرحله، ريزنمونه ها . سپري شد
يا پس از شستشو با آنتي بيوتيك سفوتاكسيم با غلظت 

mg/L 500  به محيط القاء ريشه منتقل شدند و هر دو هفته
 هاي ريشهبه محيط جديد مشابه واكشت شدند تا  بار يك

  .مويين تمايز يابند

به روش  DNAاستخراج : PCRو آناليز  DNAخراج است
(Murray and Thampson, 1980) 16( انجام گــرديد( .

، كميت و كيفيت آن با روش DNAپس از استخراج 
و  (T80 PG Instruments, UK)وفتومتري راسپكت

مورد بررسي (Mini-Protean Bio-Rad, USA) الكتروفورز 
گرفتن نكات ر طراحي آغازگر با در نظ. قرار گرفت

طراحي آغازگر از جمله طول آغازگر، دماي در  استاندارد
در درون  ، توليد لوپ يا حلقهايجاد دايمر ،%G+C،اتصال

سنتز . بررسي گرديد مناسب Gهر يك از آغازگرها و 
. زيست ايران انجام شد آغازگر توسط شركت تكاپو

 ژنهايآغازگرهاي مورد استفاده جهت تكثير  خصوصيات
rolB  وGUS  نشان داده شده است 2در جدول.  

به روي  PCR، محصولات انتقال ژن و تراريختي تأييدبراي 
تمامي  انجام گرديد و و الكتروفورز بارگذاري ژل آگارز 

 Uvitech Gel(ژلهاي آگارز با استفاده از دستگاه 

documentation (شرايط  3جدول . عكس برداري شدند
  .دهد ن ميرا نشا PCRدمايي و زماني 

جهت اندازه گيري تركيبات فنلي : فنليسنجش تركيبات 
 ليتر ميلي 5/0 .شد استفاده Folin-Ciocalteauتام از معرف 

 گياهي شده استخراج عصاره ليتر ميلي 5/0 به اين معرف از
 مخلوط به سپس و اضافه اسيد گاليگ و استانداردهاي

 پس. شد اضافه مولار 1 كربنات سديم ليتر ميلي 4حاصل 
 در ها نمونه جذب محيط، دماي در دقيقه نگهداري 15 از

 خوانده شد اسپكتروفتومترنانومتر به كمك  750موج طول
 معادل گرم ميلي صورتبه نتايج به دست آمده . )19(

   .شد خشك گزارش وزن گرم بر اسيد گاليگ
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  GUSو  rolB ژنهايخصوصيات آغازگرهاي مورد استفاده جهت تكثير  -2جدول 
طول قطعة
  حاصل

طول 
  نوكلئوتيد

  نام آغازگر '3-'5توالي Annealingدماي

780 bp  
28  54 °C ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA rolB Forward 

primer  
30  54 °C TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC  rolB Reverse 

primer  

320 bp  
21  62 °C GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG  GUS Forward 

primer  
20  62 °C TGGATTCCGGCATAGTTAAA  GUS Reverse 

primer  
  

  PCRشرايط دمايي و زماني  -3جدول 
  تعداد دورها  زمان دما فاز

Denaturation 94گراددرجه سانتي دقيقه 5   1 
Denaturation 94گراددرجه سانتي ثانيه 30   

30 Annealing 54-62 دقيقه 1 گراد درجه سانتي 

Extension 72گرادسانتيدرجه  دقيقه 1 

Final Extension 72گراددرجه سانتي   1 دقيقه 10 
  

 تر وزنبه منظور تعيين : ها ريشه تر وزناندازه گيري 
گرم  001/0با ترازو با دقت  ها نمونه، ها ريشه

)SartoriusTE14S (اساس گرم بر  رو وزن ب وزن شدند
   .گزارش گرديدنمونه   ريز

در اين تحقيق ميزان تركيبات فنلي و : اه آناليز آماري داده
هاي طبيعي  و ريشه) تراريخت(هاي مويين  بيومس ريشه

تكرار بود، مقايسه  10كه هر گروه شامل ) گروه كنترل(
-Mannآزمون  و SPSSافزار آماري  نرمبدين منظور از . شد

Whitney شد  استفاده. 

   تايجن
ه شده با در ريزنمونه هاي شستشو داد: مويين هاي ريشه

و انتقال  mg/L 500آنتي بيوتيك سفوتاكسيم با غلظت 
 هاي ريشهيافته به  محيط فاقد هورمون بعد از دو هفته 

  .)1شكل( مويين ظاهر شدند

صحت : بر روي ژل آگارز PCRالكتروفورز محصول 
به روي ژل  PCRمحصولات بارگذاري ژن توسط انتقال 

طول قطعه . رفتقرار گ تأييدآگارز و الكتروفورز مورد 
و براي  باز جفت rolB ،780براي ژن  تكثير شده

GUS،320 ماركر اندازهاز . بود باز جفتFermentas 

GeneRuler1kb DNA Ladder 2شكل ( استفاده گرديد(.  

  
: A: ريزنمونه هاي تراريخت شده توسط اگروباكتريوم -1شكل 

  مويين توليد شده هاي ريشه Cو  B. ريزنمونه شاهد
حاكي از  Mann-Whitneyنتيجه آزمون : فنليبات تركي

مقدار تركيبات فنلي  داري بين آن است كه تفاوت معني
گروه (هاي مويين  شهيو ر) گروه كنترل(ريشه هاي طبيعي 
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هاي  وجود دارد و ميزان تركيبات فنلي در ريشه )تراريخت
 ).3شكل (مويين بيشتر است 

ي از آن است حاك Mann-Whitneyنتيجه آزمون : تر وزن
گروه (داري بين وزن تر ريشه هاي طبيعي  كه تفاوت معني

و وجود دارد ) گروه تراريخت(هاي مويين  و ريشه) كنترل
باشد  هاي عادي مي هاي مويين بيشتر از ريشه ريشهتر وزن 

 ).4شكل (

  بحث
 انتقال با رايزوژنز اگروباكتريوم باكتري: مولكولي تأييد

 گياهي يسلولها ه زايي بهژن ريش حاوي T-DNAقطعه 

  . )6و  5 ، 3( نمايد ميتراريخت  را آنها

  

  

  

  

  

  

  

  

  هاي مويين در ريشه GUSو  rolBژنومي ژنهاي  PCRنتايج  – 2شكل 
rolB  -A :1 .نمونه فاقد ( كنترل منفيDNA( 2 .تبكنترل مث ) نمونه باDNA (. 5ريشه هاي تراريخت  .7و  6، 4، 3 )پلاسميديGeneRuler 1 

kb(Ladder 

GUS  -B :1نمونه با ( كنترل مثبت. 3ريشه هاي تراريخت . 2وDNA ( . 4  )پلاسميديGeneRuler 1 kb(Ladder 5 .كنترل منفي ) نمونه فاقد
DNA(  

 چه تربچه هبرگي گيا در مطالعه حاضر تراريختي ريزنمونه
 ها سويهمويين با اگروباكتريوم رايزوژنز  هاي ريشهو ايجاد 

 با سريع رشد اگرچه .صورت گرفت rol ژنهايقال با انت
 معرف هورمون، كشت فاقد محيط در فراوان انشعابات توليد
 حال اين با ،)25 و 3(بود مورد مطالعه مويين هاي ريشه

انجام شد  PCRتكنيك  توسط آنهاتراريخته  ماهيت بررسي
بيانگر  rolBمربوط به ژن  جفت بازي 780و تكثير قطعه 

در مطالعه انجام شده . دن گياهان مورد نظر بودتراريخت بو
جهت اثبات انتقال  2008و همكاران در سال رهنما  توسط

انجام شد، خارمريم  PCRتوسط اگروباكتريوم در گياه ژن 
و براي جفت باز  A4 ،780براي  PCRاز  طول قطعه حاصل

GUS ،320 همچنين . )23( بود جفت بازSantos و 
 انجدانگياه  تراريخت هاي ريشهكشت ) 2005(همكاران 

را  (GUS)15834و  A4 هاي سويهبه وسيله تلقيح با  رومي

B 
A 
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ژن  هاي با پرايمر PCR مطالعه،در اين  .)23( انجام دادند
rolB  ادغام قطعهT-DNA  پلاسميدRi  هاي  ريشهبه ژنوم
 اگروباكتريوم هاي كه بعد از تراريختي با اين سويه مويين

همچنين تراريختي گياه توسط ژن  .كرد دتأييايجاد شدند را 
آن توسط پرايمر مربوط به  تأييدو ) GUS(بتاگلوكورونيداز 

  .باشد مياين ژن بيانگر صحت انجام انتقال ژن 

  
) گروه كنترل(ـ مقايسه مقدار تركيبات فنلي ريشه هاي طبيعي  3شكل 

  )گروه تراريخت(هاي مويين  و ريشه
  .باشد مي% 5عني دار در سطح حروف متفاوت بيانگر اختلاف م

  
هاي  و ريشه) گروه كنترل(مقايسه وزن تر ريشه هاي طبيعي  - 4شكل 

  )گروه تراريخت(مويين 
  .باشد مي% 5حروف متفاوت بيانگر اختلاف معني دار در سطح 

 ايجاد مويين هاي ريشه: تراريخت هاي ريشهمورفولوژي 
 اهدش هاي ريشهبا  مقايسه در حاضر مطالعه در شده

 آن كه دليل بودند تر كوتاه و كرده ايجاد بيشتري انشعابات
. تراريخت است هاي ريشه در اكسين بيشتر بيوسنتز احتمالاً

اكسين  غلظت افزايش كه شده گزارش فرض، اين تاييد در
 شدن كوتاه و بيشتر فرعي هاي ريشه ايجاد باعث ها ريشه در

 داده نشانمطالعات  برخي در. )3( شود مي ها ريشهطول 

 اكسين توسط مولد ژن ويژه به خارجي ژنهاي ورود كه شده

تعادل  زدن هم بر باعث گياه به رايزوژنز اگروباكتريوم
گياهان  در ريشه القاء باعث خود كه شده گياهي هورمونهاي
 و دهي شاخه افزايش انتهايي، غالبيت كاهش تراريخت،

مكانيسم مشخص و . )13( گردد مي چروكيده برگهايايجاد 
 شود ميمويين  هاي ريشهسبب ايجاد  rolB ژنهايقطعي كه 

به نظر  گونه اينولي . هنوز ناشناخته باقي مانده است
 سبب افزايش حساسيت به اكسين در rolBكه ژن  رسد مي

 تواند ميكه اين عامل  شود ميتراريخت شده  يسلولها
احتمال ديگر، . )3( مويين گردد هاي ريشهسبب ايجاد 

و  aux1ژن  دو حامل رايزوژنز اگروباكتريومدر  Riپلاسميد 
aux2 گياهان در اكسين بيوسنتز مسئول دو كه هر باشد مي 

همان طور كه مطالعات قبلي نشان  ).8( باشند مي تراريخت
ت ريشه در گياهان تراريخ ءبيان اكسين باعث القا دهد مي
 هاي ريشهايجاد  توان مي گونه اين حاضر مطالعه در. گردد مي

 ژنهايبا همكاري  rolBمويين را توجيه كرد كه بيان ژن 
aux1  وaux2  موجود در بازوي راستT-DNA 

  .گردد مياين امر اگروباكتريوم رايزوژنز سبب 

مويين به  هاي ريشهاخير كشت  سالهايدر : فنليتركيبات 
 هاي گونهبا ارزش در تعدادي از  يمتابوليتهامنظور توليد 

گياهان دارويي در مقياس تجاري صورت گرفته است 
 بالاتر ينيمو هاي ريشه در تركيبات ثانويه توليد ميزان. )26(
 بنابراين. باشد مي بافتها ساير يا طبيعي هاي ريشه از

 تحقيقات انجام جهت قدرتمند ابزار يك مويين هاي ريشه
حتي  و ثانويه يمتابوليتهاتوليد  ميزان بردن بالا منظور به

 اين در). 4و2( شوند مي محسوب اكسيداني آنتي آنزيمهاي
 رايزوژنز اگروباكتريوم توسط بچهتر گياه تراريختي تحقيق

ميزان توليد  بر رايزوژنز اگروباكتريوم T-DNA تأثير و
 روي بر مطالعه .گرفت قرار مطالعه مورد فنليتركيبات 
 لاينهاي در ميزان اين تركيبات كه داد نشان فنليتركيبات 
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، يابد مي افزايش كنترل لاينهاي به نسبت شده تراريخت
 هاي داده با شده انجام مطالعه در اتتركيب اين سطح افزايش
مطالعات  .)25و  21، 20، 9، 1(  دارد مطابقت شده گزارش

نشان داده است كه تراريختي توسط اگروباكتريوم سبب 
 سيستمهايفعال شدن  وآنتي اكسيداني  آنزيمهايافزايش 
آنتي اكسيداني  آنزيمهايافزايش فعاليت . شود ميدفاعي 

مربوط به  ژنهاييك برخي از ممكن است به دليل تحر
يا ويروئيدها  ويروسهادفاع در برابر عوامل خارجي همانند 

كه  دهد ميمطالعه ديگر نشان  ،علاوه بر اين. )28( باشد
تراريخت شده در ارتباط  لاينهايافزايش تركيبات ثانويه در 

به دليل تحريك برخي از كه  H2O2با مسير سيگنالينگ 
وط به دفاع در برابر عوامل خارجي ايجاد مرب هاي ژن
 T-DNAالبته قابل ذكر است كه  .باشد مي، شوند مي

آنتي  هاي آنزيماگروباكتريوم رايزوژنز علاوه بر فعال كردن 
 H2O2ديگري براي كاهش سطح  مكانيسمهاياكسيداني 

ساير . )17(دارد كه هنوز مورد بررسي قرار نگرفته است 
در اثر انتقال ژن و  دهد ميمطالعات صورت گرفته نشان 

فزايش آزاد ا راديكالهايمويين ميزان  هاي ريشهايجاد 
تركيبات فنلي به دليل خواص آنتي اكسيداني از و  يابد مي

كه نقش  شوند ميجمله تركيبات مهم گياهان محسوب 

آزاد و جلوگيري از تبديل  راديكالهايمهمي در حذف 
نيز افزايش  آزاد را دارند راديكالهايپراكسيدها به  هيدرو

رفته بين اثر آنتي تحقيقات صورت گ. )12( يابد مي
را نشان اكسيداني و مقدار تركيبات فنلي، رابطه مستقيم 

اگروباكتريوم  T-DNAمكانيسمي كه . )19(داده است
يا كاهش سطوح  ها آنزيمرايزوژنز سبب افزايش فعاليت 

H2O2  هنوز مشخص نشده است اما  شود ميدر گياهان
  ). 27و  25(رد دا تأثيرن آبر  rol ژنهاياحتمالا 

و  رشد روي بر  rol هاي ژن نقش مورد در چند هر
 آنها از شده زايي باز گياهان و مويين هاي ريشه مورفولوژي
مطالعات  تاكنون ولي باشد مي موجود كاملي تقريبا اطلاعات

 يمتابوليتهاتوليد  در ژنها اين مستقيم تأثير روي به كمي
 كه ده استش صمشخ تازگي به. است شده انجام ثانويه

 در ثانويه يمتابوليتها توليد در كنندگي فعال نقش rol ژنهاي

 كه به نحوي داشته سولاناسه جمله از مختلف هاي خانواده

 براي rolژن  تك يك كنندگي فعال تأثير موارد، بعضي در

 گياهي يسلولها در ثانويه يمتابوليتها توليد كمبود بر غلبه

 بيان اخير گزارشهاي طبق. )29(است  بوده كافي شده كشت

 15(همبستگي دارد  تروپاني آلكالوئيدهاي توليد با rolCژن 
  .)24و 
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Production of phenolic compounds in hairy roots culture of 
Radish (Raphanus sativus L.) 

Beyzaee S., Safipour Afshar A. and Saeid Nematpour F. 

Department of Biology Dept., Neyshabur Branch, Islamic Azad University, Neyshabur, I.R. of Iran 

Abstract 
Agrobacterium rhizogenes causes hairy root disease in plants. The hairy roots produced 
by A. rhizogenes infection are characterized by high growth rate and genetic stability. 
Hairy root induction cause changes in plant Secondary metabolites production. Phenolic 
compounds (Flavonoids, Tannins and Anthocyanins) are important antioxidants in 
radish. In this work, for induction of hairy roots, leaf explants transformed with two A. 
rhizogenes strains (A4 and 15834(GUS)). Generated Hairy roots confirmed with PCR. 
Also, Phenolic compounds content in hairy roots was measured. Amplification of 780bp 
fragment for rolB and 320bp for GUS in transgenic roots confirmed the production of 
hairy roots. Difference of Phenolic compounds between transgenic and non-transgenic 
roots was significant. Our results indicate that the insertion of A. rhizogenes T-DNA in 
to the plant genome stimulate plant defense responses and increase the production of 
Phenolic compounds. 

Key words: Agrobacterium rhizogenes, transgenic, hairy root, Raphanus sativus  
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