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گياهي از خانواده سولاناسه پس از القا شدن   هاي برگي چهار گونه اي شدن ريزنمونه قهوه
  آگروباكتريوم رايزوژنزهايي از باكتري  با سويه

  *فرمهرناز كيهان و زهرا شاكران

 هاي نوين، گروه زيست فناوري دانشكده علوم و فناوريدانشگاه اصفهان،  اصفهان،

  13/7/94 :پذيرشتاريخ   25/10/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

هاي گياهي صورت  به ريزنمونه رايزوژنز آگروباكتريوماز پلاسميد باكتري  ي خاصيژنهاوسيله انتقال ه هاي مويين ب تشكيل ريشه
ترين عواملي كه  يكي از مهم .شود ميهاي ثانويه با ارزش دارويي  ها سبب افزايش توليد متابوليت استفاده از اين ريشه .گيرد مي

 آگروباكتريوم رايزوژنزهاي مختلف باكتري  هاي گياهي پس از مجاورت با سويه هاي مويين در ريزنمونه باعث عدم توليد ريشه
آزاد شدن تركيبات فنولي از محلهاي  احتمالاًهاي برگي  اي شدن ريزنمونه قهوه علت .ها است اي شدن ريزنمونه ، قهوهشود مي

باكتري  به وسيلهآلودگي  مقابله با به منظوري گياهي سلولهاتوسط  منظور اجراي مكانيسمهاي دفاعيه ب و ياها  زخم ريزنمونه
گياهي از خانواده   هاي برگي چهار گونه اي شدن ريزنمونه در پژوهش حاضر، ميزان قهوه. باشد مي آگروباكتريوم رايزوژنز

هاي مختلف  پس از آلودگي با سويه) داتورا متلو  داتورا استرامونيوم، هيوسياموس نايجر، آتروپا بلادونا(شامل  سولاناسه
نتايج اين پژوهش . ندمورد بررسي قرار گرفت) AR318 ,AR15834 , AR9543 , A7 , AR9402 ,A4(آگروباكتريوم رايزوژنز 

هاي  هاي برگي آلوده شده با سويه در ريزنمونه )درصد 6و  2( اي شدن كمترين ميزان قهوه نشان داد كه در هر چهار گونه گياهي،
A4  وAR15834 هاي مربوط به خانواده  هاي مويين در گونه استفاده از اين دو سويه براي القاي ريشه بنابراين، .مشاهده گرديد

   .تر است مناسب سولاناسه

  .سولاناسههاي مويين،  اي شدن، ريشه ، قهوهرايزوژنز آگروباكتريومهاي برگي،  ريزنمونه :كليديواژه هاي 

  m.keyhanfar@ast.ui.ac.ir: ، پست الكترونيكي03137934402: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ترين  مهم به عنوانكشورهاي درحال توسعه، گياهان  در

آيند و مطابق با بيانيه سازمان  منبع دارويي به حساب مي
افرادي كه در اين  درصد 80بهداشت جهاني بيش از 

ميليارد نفر  4معادل  اًكه تقريب( كنند كشورها زندگي مي
، از داروهاي سنتي براي اولين مرحله درمان بيماري )هستند

بنابراين راهبردهاي مختلفي  .)19(كنند  خود استفاده مي
هاي ثانويه گياهي  بيوسنتز و افزايش توليد متابوليتبراي 

ين راهبردها بر پايه استفاده از اغلب ا. فراهم آمده است
 .)2( اند طراحي شده زيست فناوريهاي مرتبط با روش

انتقال ژن از پلاسميد  به وسيلههاي مويين  تشكيل ريشه

 Agrobacterium( رايزوژنز آگروباكتريومباكتري 

rhizogenes( گيرد هاي گياهي صورت مي به ريزنمونه .
هاي  ها سبب افزايش توليد متابوليت استفاده از اين ريشه

 هاياسترين. )9( ثانويه با ارزش دارويي شده است
هستند كه  Kb 200داراي پلاسميد آگروباكتريومبيماريزاي 

 Tiكه به همين دليل پلاسميد ( نقش اساسي در القاي تومور
 آگروباكتريومشود و مربوط به باكتري  ناميده مي

) مي باشد )Agrobacterium Tumifacience( فشنس تومي
در باكتري  Riمرتبط با پلاسميد (و يا القاي ريشه 

مهمترين قسمت اين  .دارد) است آگروباكتريوم رايزوژنز
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پايدار داخل صورت ه است كه ب T-DNAپلاسميد ناحيه 
آگروباكتريوم  .)31و  5( شود ژنوم هسته گياهي وارد مي

 به سلول ميزبان شده و agsو  auxي ژنهاباعث انتقال 
 .)20( گردند مي  بنابراين باعث رشد سريع و توليد اپين

درگير است،  T-DNAاولين پروتئيني كه در فعاليت انتقال 
VirA  عبوركننده از است كه يك پروتئين حسگر دوتايي
 و )Dimeric Transmembrane sensor( ستغشا

هاي اين مولكول. كند ي را شناسايي ميسيگنال مولكولهاي
 كوچك مانند استوسيرينگون تركيبات فنولي سيگنالي عمدتاً

)Acetosyringone( كه از گياه مجروح آزاد  هستند
   .)30( شوند مي

هاي  ترين عواملي كه باعث عدم توليد ريشه يكي از مهم
هاي گياهي پس از مجاورت با  مويين در ريزنمونه

مي شود،  آگروباكتريوم رايزوژنزهاي مختلف باكتري  سويه
روي اي كه بر در مطالعه. هاست اي شدن ريزنمونه قهوه

ها  توليد ريشه هاي مويين گياه باباآدم انجام گرفته ريزنمونه
در  آگروباكتريوم رايزوژنزن با باكتري پس از آلوده شد

اي  در اين تحقيق علت قهوه. اي شدند برخي از موارد قهوه
شدن وجود تركيبات فنولي فراوان در اين گياه عنوان شده 

  . )28(است 

 فالانوپسيس ويولاسههاي  در تحقيقي كه بر روي ريزنمونه
)Phalaenopsis violacea( ها  انجام گرفته است ريزنمونه

 فشينس آگروباكتريوم توميپس از مجاورت با باكتري 
مشابه پاسخ دفاعي گياه به  اين پديده. )29(اي شدند  قهوه

هاي زنده و غيرزنده در شرايط طبيعي مي باشد و آن استرس
مكانيسمهاي دفاعي و مقاومت گياه در برابر  هرا مي توان ب

. نسبت داد فشينس توميآگروباكتريوم آلودگي با باكتري 
توانند بيان  همچنين مشخص شده است كه گياهان مي

آگروباكتريوم  به وسيله  ي خود را در پاسخ به آلودگيژنها
اندازي  تواند موجب راه تنظيم نمايند و اين باكتري مي

نكروزه شدن و مرگ . )7( ماشين دفاعي گياه گردد
ي گياهي، يكي از دلايل مهم كاهش كارآمدي سلولها

اي  قهوه. )16(است آگروباكتريوم ترنسفورماسيون با واسطه 
هاي مويين و مرگ  شدن سبب كاهش بازده توليد ريشه

شود، كه اين مورد خود از عوامل  هاي برگي مي ريزنمونه
در مطالعه . آيد شمار مي هاي ثانويه به مهم كاهش متابوليت

هاي برگي چهار گونه  اي شدن ريزنمونه قهوه ميزان ،حاضر
آتروپا (شامل  )Solanaceae( سولاناسهاز خانواده  گياهي
 هيوسياموس نايجر، ) Atropa belladonna(بلادونا

)Hyoscyamus niger ( ،داتورا استرامونيوم )Datura 

stramonium(  داتورا متلو )Datura metel( ( پس از
رايزوژنز آگروباكتريوم هاي مختلف  آلودگي با سويه

)AR318 ,AR15834 , AR9543 , A7 , AR9402 ,A4 (
  .مورد بررسي قرار گرفت

  مواد و روشها
هاي برگي و مجاورت آنها با  مراحل توليد ريزنمونه
 سازي آلوده به منظور :آگروباكتريوم رايزوژنز

 خانواده از گياهي گونه چهار اي ريشه هاي ريزنمونه
و  داتورا متل، داتورا استرامونيوم، آتروپا بلادونا( سولاناسه

باكتري  مختلف هاي سويه به وسيله ،)هيوسياموس نايجر
 ,AR318, AR15834, AR9543) آگروباكتريوم رايزوژنز

A7, AR9402, A4 (اين در ي شدنا  ميزان قهوه بررسي و 
  : گرديد اجرا زير شرح به آزمايش مراحل ها، ريزنمونه

بذرهاي هر چهار  :توليد گياهچه به منظوركشت بذور 
و  ندشد با آب و مايع ظرفشويي شستشو داده گونه گياهي

گرد و خاك و مواد اضافي اطراف بذرها  به اين وسيله
سپس بذور در زير هود استريل داخل اتانول  .زدوده گرديد

و پس از آن در  ور شدند ثانيه غوطه 30به مدت  درصد 70
دقيقه قرار  5ه مدت ب درصد v/v (25(سديم  تكلريهيپو
ب مقطر استريل آسه مرتبه با  بذرها در مرحله بعد. ندگرفت

كه  هنگاميند تا دقيقه شستشو داده شد 5و هر بار به مدت 
سپس . از روي پوسته بذور دفع گرددسديم  تهيپوكلري

 (MS) ها بر روي محيط كشت موراشيگ و اسكوگبذر
 كهايبه اتاق زني منظور جوانه به وقرار داده شدند  استريل
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 16با دوره نوري  ،گراد درجه سانتي  25رشد با دماي 
  .منتقل گرديدساعت تاريكي مطلق  8ساعت روشنايي و 

روزه مربوط به هر  15هاي  گياهچه :تهيه ريزنمونه برگي
چهار گونه گياهي انتخاب شد و پس از آن در شرايط 

هاي برگي از هر كدام از اين گياهان  استريل نمونه
 - 1هاي برگي به قطعات كوچك  نمونه. جداسازي گرديد

به سانتيمتر برش داده شد و خراشهاي ريزي هم  5/0
آن ايجاد اسكالپل براي افزايش سطح زخمي در   وسيله

به آن آگروباكتريوم رايزوژنز گرديد تا به اين وسيله نفوذ 
اي برش  قطعات برگي به گونه. پذيرد بهتر و بيشتر صورت

ها  داده شدند كه آوند بزرگ مركزي در تمام ريزنمونه
موجود باشد، زيرا اين آوندها مكان مناسبي براي جذب 

براي همچنين سعي شد . مواد مغذي از محيط كشت هستند
  .تر استفاده شود تهيه ريزنمونه از برگهاي جوان

 رايزوژنز آگروباكتريومهاي  سويهآماده سازي  فعال و
  :ها جهت آلوده نمودن ريزنمونه

 آگروباكتريومباكتري  هاي مختلف سويهدر شرايط استريل 
 48به مدت  LBبر روي محيط كشت جامد كه رايزوژنز 

 يك تهيه براي. شدندانتخاب  ساعت كشت داده شده بودند
، )ليتر در گرم 10(تريپتوفان  از  LB كشت محيط ليتر

 در گرم 10( سديم و كلريد )ليتر در گرم 5(مخمر  عصاره
 بر  pH پسس. شد استفاده ديونيزه آب در محلول) ليتر
 كشت محيطهاي تهيه براي و گرديد تنظيم 7 عدد روي
 استريل جهت. شد استفاده )ليتر در گرم 21( آگار از جامد

 121 دماي در دقيقه 15 مدته بكشت، آن را  نمودن محيط
قرار  كلاودرون اتو اتمسفر 1 فشار با و گراد سانتي درجه
 51( ريفامپين بيوتيك آنتي از شدن، سرد از پس و داده
 به منظور )حل شده در متانول صورته ب، گرم در ليتر ميلي

 آن از پس .گرديد استفاده باكتري رشد گزينشي انتخاب
 روي بر شده كشت A. rhizogenes باكتري از كلني يك

 20و در  انتخاب استريل شرايط در LB جامد كشت محيط
اين محيط  .قرار داده شد  LBليتر محيط كشت مايع  ميلي

جهت ه فامپين است كه بيكشت حاوي آنتي بيوتيك ر
 سپس .جلوگيري از رشد ساير باكتريها استفاده مي گردد

برروي همزن  ساعت 24به مدت  اين محيط كشت
 با دور) Infotce, gerhardtساخت شركت (، الكتريكي

rpm120  قرار داده شد گراد درجه سانتي 28و در دماي .
ها و مشاهده ايجاد كدورت پس از رشد و فعال شدن باكتري
غلظت سوسپانسيون باكتري  مناسب در داخل محيط كشت،

ين شد و تعي )OD600( تومتريتوسط دستگاه اسپكتروفو
   .تنظيم گرديد 6/0بر روي عدد 

باكتري  به وسيله ي برگيها ريزنمونه نمودنه آلود روش
برگي  هاي در اين مرحله ريزنمونه :رايزوژنز آگروباكتريوم

حاوي  LBسوسپانسيون  شرايط استريل درون در تهيه شده
ور  غوطهدقيقه  20به مدت  رايزوژنزآگروباكتريوم باكتري 
ي مربوط به چهار گونه ها هر كدام از اين ريزنمونه .شدند
قرار خاصي از باكتري   در محلول حاوي سويه گياهي
از  ها ، ريزنمونهمجاورتپس از اتمام مدت زمان  .گرفتند

بر روي كاغذ صافي استريل داخل محلول خارج شده و 
اف باقيمانده سوسپانسيون باكتريايي اطر و ندقرار داده شد

ها به محيط  سپس ريزنمونه. ديها حذف گرد ريزنمونه
ساعت در  48 به مدت ند ومنتقل شد MS2/1 جامد كشت

در اتاق رشد  همكشت با آن صورته بو  باكتري مجاورت
 8ساعت روشنايي و  16درجه و با دوره  27و در دماي 

همزمان با آن، تعدادي از . داده شدندساعت تاريكي قرار 
 اندكيدر مقدار  نمونه كنترل عنوانه ب برگي يها ريزنمونه

مشابه قرار داده  شرايطفاقد باكتري با  LB  از محيط كشت
منتقل  MS2/1 جامد شدند و پس از آن به محيط كشت

  .گرديدند

به بيوتيك  ها به محيط كشت داراي آنتي انتقال ريزنمونه
ساعت  48پس از  :رايزوژنزآگروباكتريوم حذف  منظور

 ،رايزوژنز آگروباكتريومحذف باكتري  به منظور
حاوي  MS2/1 جامد به محيط كشتهاي برگي  ريزنمونه

. انتقال يافتندبيوتيك سفوتاكسيم  ميلي گرم در ليتر آنتي 500
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گرم در ليتر  ميلي 250از غلظت  يدر واكشتهاي بعد
نيز  كنترل هاي نمونهريزبراي . )1( شدسفوتاكسيم استفاده 

  . گرديد اجرا مراحل مشابهي

هاي برگي پس  اي شدن در ريزنمونه بررسي ميزان قهوه
 :رايزوژنزآگروباكتريوم ي  به وسيلهاز آلوده شدن 

اي شدن در  روزانه جهت بررسي ميزان قهوه مشاهده
هاي برگي هر چهار گونه گياهي آلوده شده با  ريزنمونه

انجام رايزوژنز  آگروباكتريوماسترينهاي مختلف باكتري 
ها محاسبه  اي شدن در اين ريزنمونه درصد قهوه گرفت و
ات همراه با سه تكرار بود و آناليز تمامي آزمايش. گرديد

انجام ) 21 نسخه( SPSSها با نرم افزار آماري  آماري داده
با  Duncan,sمقايسه ميانگينهاي سه تكرار به روش . گرفت

صورت  درصد 5دار در سطح احتمال  اختلاف معني
  .پذيرفت

 DNA :مويين هاي ريشه تشكيل مولكولي ييدأت بررسي
 عنوانه ب( مورد بررسي گياهان طبيعي هاي ريشه ژنومي
 روش اجراي با احتمالي، مويين هاي و ريشه )منفي كنترل

CTAB همچنين .)8( گرديد استخراج DNA پلاسميد 
 به وسيله) مثبت كنترل عنوانه ب( A. rhizogenes باكتريايي

 گرفت قرار استفاده مورد و شد حاصل سمبوروك روش
 هاي نمونه در ژنوم به شده وارد T-DNA حضور. )26(

 واقع ييدأت مورد PCR روش اجراي با احتمالي تراريخته
 تكثير چرخه جهت PCR برگشت و رفت پرايمرهاي. شد
: بصورت پرامرها اين توالي. شد گرفته كاره ب rolB ژن

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3'- 

 و'5
TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-

 DNAنانوگرم  2: شامل بهينه شرايط در PCR. بود'5 -'3
 Taq DNA ميكروليتر 5/0 ،ميكروليتر 2 حجم با ژنومي

polymerase )Units/μl5 (، 4/0  ميكروليترdNTPs )10 
 2 ،) مولار ميلي 50( MgCl2 ميكروليتر 2 ،) مولار ميلي

 1( پرايمر هرميكروليتر  x Taq10، 1 بافرميكروليتر 

 با و بوده استريل ddH2O ميكروليتر 1/11 ،) مولار ميلي
 35 با PCR. گرفت انجامميكروليتر  20 با برابر كلي حجم
 94: شامل ترتيبه ب چرخه هر و گرديد اجرا دمايي چرخه

 1( درجه سانتي گراد 58 ،) دقيقه 1(درجه سانتي گراد 
 .بود) دقيقه 1( گراددرجه سانتي  72 و) دقيقه

  نتايج
هاي برگي پس از  اي شدن ريزنمونه مقايسه ميزان قهوه

هاي باكتريايي  سويه به وسيلهآلوده سازي آنها 
هاي برگي پس  برخي از ريزنمونه :رايزوژنز آگروباكتريوم

قبل از رايزوژنز  آگروباكتريوماز آلوده شدن با باكتري 
اي شدند و بدين  هاي مويين قهوه رسيدن به فاز توليد ريشه

هاي برگي  ريزنمونه. وسيله از دسترس خارج گرديدند
س از آلوده شدن با اين ، پهيوسياموس نايجرحاصل از گياه 

ين ياي شدند و بنابراين ريشه مو طور كامل قهوهه باكتري ب
دست نيامد اما سه گونه گياهي ديگر ه ها ب از اين نمونه

درصد  داتورا متلو داتورا استرامونيوم ، آتروپا بلادوناشامل 
نمودارهاي مربوط . اي شدن را نشان دادند متفاوتي از قهوه
ها در هر سه گونه  اي شدن اين ريزنمونه به درصد قهوه
مربوط به  ترتيبه بكه ) 5و  3، 1شكلهاي( ترسيم گرديد

داتورا و  داتورا استرامونيوم، آتروپا بلادونااهي هاي گي گونه
  .است متل

هاي برگي در گياه  اي شدن ريزنمونه ي ميزان قهوه مقايسه
 داده شده،نشان  1شكل طوركه در  همان :آتروپا بلادونا
هاي برگي كه مورد  ريزنمونهاي شدن  ميزان قهوه

 AR318, A7, AR9402هاي باكتريايي  سازي سويه آلوده
داراي بيشترين ميزان  درصد 45اند با فراواني  واقع شده

ه ب A4و  AR9402هاي   اي شدن هستند همچنين سويه قهوه
ذكر هاي  پس از سويه درصد 35و  40با فراواني  ترتيب

اي شدن براي  و كمترين ميزان قهوهگيرند،  شده قرار مي
با  كه شود ديده مي درصد 20با فراواني AR15834  سويه

، 2در شكل . اي شدن نمونه شاهد برابر است ميزان قهوه
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   .گردد هاي گياه شاهد مشاهده مي ريزنمونهو  A7هاي برگي آلوده شده با سويه  اي شدن ريزنمونه قهوه

 

 .رايزوژنز آگروباكتريومهاي مختلف باكتري  پس از آلوده شدن با سويه آتروپا بلادوناهاي برگي گياه  اي شدن ريزنمونه نمودار درصد قهوه -1شكل 
  .باشد مي درصد 5در سطح احتمال با استفاده از آزمون دانكن  دار اختلاف معني بيانگر عدم يكسانحروف  .است ميانگينهاي سه تكرار قادير،م

  

  
اي شدن  قهوه. ب. A7، سويه رايزوژنز آگروباكتريومپس از آلودگي با باكتري  آتروپا بلادوناهاي برگي  در ريزنمونه اي شدن قهوه - الف -2شكل 

  .هاي برگي شاهد ريزنمونه

هاي برگي در گياه  اي شدن ريزنمونه ميزان قهوه مقايسه
نشان داده  3طوركه در شكل  همان :داتورا استرامونيوم

هاي باكتريايي  هاي برگي آلوده شده با سويه ريزنمونه شده، 
AR318  وA7 درصد 40و  36با درصد فراواني  به ترتيب 

هاي  ريزنمونه .اي شدن هستند بيشترين ميزان قهوه يدارا
داراي  AR15834و  A4هاي باكتريايي  آلوده شده با سويه

درصد  باترتيب ه باي شدن مي باشند،  ترين ميزان قهوهكم

براي انتقال ژن  باشند و مي ،درصد 5و  10راواني ف
هاي شاهد  اي شدن در ريزنمونه ميزان قهوه .هستندتر مناسب

هاي آلوده شده با  است و بنابراين ربزنمونه درصد 10نيز 
اي  هاي شاهد نيز درصد قهوه ، حتي از ريزنمونهA4سويه 

اي شدن  ، قهوه4در شكل . دهند تري را نشان مي شدن پايين
هاي  و ريزنمونه A7هاي برگي آلوده شده با سويه  ريزنمونه

  .  گردد گياه شاهد مشاهده مي

a

b

a

a
a

a

b

٠

١٠

٢٠

٣٠

۴٠

۵٠

۶٠
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. رايزوژنز آگروباكتريومكتري هاي مختلف با آلوده شدن با سويه پس از داتورا استرامونيومهاي برگي گياه  اي شدن ريزنمونه نمودار درصد قهوه -3شكل 

  .باشد مي درصد 5دار با استفاده از آزمون دانكن در سطح احتمال  حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني. مقادير، ميانگينهاي سه تكرار است

  
 آگروباكتريومين پس از آلوده شدن با باكتري يهاي مو در كنار توليد ريشه داتورا استرامونيومهاي برگي  قهوه اي شدن برخي از ريزنمونه - الف -4شكل 

  .هاي برگي شاهد اي شدن ريزنمونه قهوه -ب ..A7 سويه، رايزوژنز

هاي برگي در گياه  اي شدن ريزنمونه ي ميزان قهوه مقايسه
نشان داده شده،  5طوركه در شكل  همان :داتورا متل
هاي  هاي برگي حاصل از آلوده شدن با سويه ريزنمونه
AR318  وA7 داراي  درصد 30و   40با فراواني  به ترتيب

هاي برگي  ريزنمونهاما . اي شدن هستند بيشترين ميزان قهوه
داراي  A4و  AR15834هاي  سازي با سويه حاصل از آلوده

داراي  به ترتيبباشند كه  اي شدن مي يزان قهوهكمترين م
دو سويه  نتايج با توجه به اين. هستند درصد 6و  2فراواني 

AR15834  وA4  در . هستندتر مناسببراي انتقال ژن
 درصد فراواني A4هاي آلوده شده با سويه  ريزنمونه

اي  كه با توجه به درصد قهوه ،بود درصد 2آن  اي شدن قهوه
اي شدن در  ميزان قهوه) درصد 10( كنترل  هاي شدن نمونه
اي  ، قهوه6در شكل . پوشي است ها قابل چشم اين نمونه

و  A7هاي برگي آلوده شده با سويه  شدن ريزنمونه
  .  گردد هاي گياه شاهد مشاهده مي ريزنمونه
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مقادير، . رايزوژنز آگروباكتريومهاي مختلف باكتري  پس از آلوده شدن با سويه داتورا متلهاي برگي گياه  اي شدن ريزنمونه نمودار درصد قهوه -5شكل 

  .باشد مي درصد 5دانكن در سطح احتمال  دار با استفاده از آزمون حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني. ميانگينهاي سه تكرار است

  
ين در اين گياه پس از يهاي مو هاي برگي توليد كننده ريشه در مجاورت ريزنمونه داتورا متلهاي برگي  قهوه اي شدن برخي از ريزنمونه - الف -6شكل 

  .هاي برگي شاهد اي شدن ريزنمونه قهوه -ب .A7، سويه رايزوژنز آگروباكتريومآلوده شدن با باكتري 

 :PCRروش  بههاي مويين  ييد تشكيل ريشهأنتايج ت
اي  هاي ريشه را در نمونه rolBحضور ژن  PCRروش 

 DNA. ييد نمودأت bp780تراريخته احتمالي در ناحيه 
) كنترل مثبت به عنوان( A. rhizogenesباكتري  Riپلاسميد 
 DNAبر روي قطعات  rolBي ژنهاييد حضور أجهت ت

)bp780(در حالي كه . ، مورد استفاده قرار گرفتDNA 
كار گرفته ه كنترل منفي ب به عنوانهاي طبيعي  ژنومي ريشه

در ناحيه  rolBاي از ژن  شد كه هيچ محصول تكثير يافته

bp780  به . )24( نمايد ظاهر نميبر روي ژل الكتروفورز را
 D. metel  هاي مويين گياه ژنومي ريشه DNAنمونه  عنوان

 ءالقا A4 وA7 ،  15834هاي باكتريايي  سويه به وسيلهكه 
هاي طبيعي اين  ژنومي ريشه DNAشده بودند و همچنين 

سويه Ri پلاسميد  DNAكنترل منفي و  عنوانه بگياه 
بر روي ژل الكتروفورز قرار  كنترل مثبت عنوانه ب 15834

  . شود مشاهده مي 7در شكل  داده شد و نتايج آن
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بر روي ژل  bp780 هاي تراريخته و كنترل مثبت در ناحيه  و ظهور باند مرتبط با نمونه rolBجهت تكثير ژن  PCRبررسي مولكولي به روش . 7شكل 

هاي باكتريايي  ، القا شده توسط سويهبه ترتيب( D. metelهاي مويين گياه  ريشه DNAدر  rolBژن : 4و 3، 2ماركر؛ باند   DNA: 1باند . الكتروفورز
15834  ، A7وA4( كنترل مثبت : 5؛ باند)DNA  هاي طبيعي گياه  كنترل منفي مربوط به ريشه: 6؛ ناحيه )15834پلاسميدي سويهD. metel.  

 بحث

آتروپا هاي برگي سه گونه گياهي  برخي از ريزنمونه
  و همه داتورا متلو  داتورا استرامونيوم، بلادونا

پس از آلودگي  هيوسياموس نايجر  هاي برگي گونه ريزنمونه
 , AR15834(رايزوژنز  آگروباكتريومهاي مختلف  با سويه

AR9543 , A7 , AR9402 ,A4  وAR318 (اي شدند  قهوه
كمترين . هاي مويين را از دست دادند و توانايي توليد ريشه

هاي برگي مربوط  اي شدن در بين كل ريزنمونه ميزان قهوه
هاي  پس از آلوده شدن با سويه داتورا متلهاي  به ريزنمونه

A4  وAR15834  6و  2 به ترتيبكه ميزان آن  ،افتاداتفاق 
داتورا هاي برگي گياه  در ريزنمونه. هستند درصد

و  A4ي  هم پس از آلوده شدن با دو سويه استرامونيوم
AR15834 به كه  مشاهده شداي شدن  كمترين ميزان قهوه

هاي برگي  ريزنمونه. هستند درصد 10و  5برابر با  ترتيب
پس از اجراي عمليات القايي با سويه  آتروپا بلادوناگياه 

AR15834 درصد 20(اي شدن  رين ميزان قهوهداراي كمت (
 دهنده همين امر نشان. ها هستند هدر مقايسه با اثر ساير سوي

در  AR15834 و  A4هاي  هاي برتري سويهاز شاخصيكي 
هاي برگي است  هاي مويين در ريزنمونه القاي ريشه

  ). 5و  3، 1هايشكل(

هاي مختلف  سويه به وسيلهي گياهي بافتهاآلوده شدن 
در موارد متعدد سبب نكروزه و  آگروباكتريومباكتري 

اي  يكي از دلايل قهوه .شود ي گياهي ميبافتهااي شدن  قهوه
باكتري  توسطها پس از آلوده شدن  ريزنمونه شدن

وجود تركيبات فنولي و اكسيد شدن رايزوژنز  آگروباكتريوم
اين آنزيم . فنول اكسيداز ذكر شده است آن توسط آنزيم پلي

اي شدن آنها مي باشد و  ي گياهي مسئول قهوهبافتهادر 
اين  .يندهاي اكسيداتيو داردآاهميتي در كنترل فر نقش با

گر درگير هستند  هاي اكسيژن واكنش واكنشها در توليد گونه
ريزي شده سلول  كه خود منجر به فعال شدن مرگ برنامه

)Programmed cell death (PCD) ( و توليد سدي از
شوند و باعث عدم  هاي آلوده مي ر جايگاهي مرده دسلولها

فعاليت  .هاي مويين در اين نواحي است توليد ريشه
زا مانند آسيب مكانيكي  فنول اكسيداز تحت شرايط تنش پلي

پاسخهاي دفاعي  عنوانه بو  و تغيير موقعيت بيوشيميايي
آگروباكتريوم گياه به استرسهايي نظير حضور باكتري 

همچنين پاسخهاي آپوپتوتيك . ابدي افزايش مي رايزوژنز
)Apoptotic Response ( و  بافتهاشامل نكروزه شدن سريع

اي در  اي و توليد قطعات با اندازه هسته DNAشكسته شدن 
هاست كه توسط اندونوكلئازها و طي  حدود اليگونوكلئوزوم

بيان دو ژن سركوب . شوند پروتئاز ايجاد مي -آبشار كاسپاز
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به طور چشمگيري  iapو  p35امل كننده مرگ سلولي ش
 DNAسبب مهار نكروز بافتي و شكستهاي اندوژني 

   .)29و  28، 22، 14، 12، 6( گردد مي

 Hypersensitive Reaction(واكنشهاي افزايش حساسيت 

(HR)( ،يكي از پاسخهاي دفاعي گياه مورد بحث  به عنوان
گيرد و به طوركلي با خصوصياتي نظير مرگ  قرار مي

سلولي موضعي و سريع اطراف محل آلوده شده و تجمع 
اين . )25( شود عوامل ضد ميكروبي در محل شناخته مي

اي از وقايع متوالي سبب نكروزه  مجموعه صورته بحالت 
نكروزه و مرگ سلولي . گردد مي سلولهاشدن و تخريب 

وارد شده  T-DNAممكن است در لايه سلولي كه در آن 
ي سلولهاممكن است از باززايي  و يا است اتفاق افتد

جدا  اي شده  زهي نكروبافتهاكه از يك چنين   تراريخته
هايي با  اند ممانعت شود، بنابراين حصول كلون شده

  نكروزهي بافتهانين همچ. يابد كاهش مي تراريختهي سلولها
شود كه  ، محلي براي تجمع عوامل ضد ميكروبي مي شده

كاهش  سلولهارا به  T-DNAممكن است پتانسيل انتقال 
سيگنالهاي شيميايي فعالي كه آزاد شده و سبب القاي . دهد
ي زنده سلولهاشوند، تنها از  مي آگروباكتريومدر  Virي ژنها

مرده يك چنين   شده نكروزه ي سلولهاگردند و  رها مي
مرده   شده  نكروزهي سلولهاعلاوه،  به. توانايي را ندارند

اهي توسط ممكن است در شرايط آزمايشگ
طلب مورد حمله قرار گيرند و  هاي فرصت ميكروارگانيسم

. سبب آلودگيهاي جدي و درنتيجه مهار باززايي گياه شوند
-Tر طول انتقال ي گياه ميزبان دبافتهانكروز در بنابراين 

DNA  طور چشمگيري سبب ب آگروباكتريوماسطه وبا
  . )16، 15( شود مي انتقال ژنيند آكاهش كارآمدي فر

هاي مربوط به گياهان  در برخي از مطالعات انواع ريزنمونه
رايزوژنز آگروباكتريوم مختلف پس از آلوده شدن با باكتري 

، 23( دادنداي شدن را نشان  درصدهاي متفاوتي از قهوه
ثير ژنوتيپ گياه و سويه أو اين خود دليلي بر ت )32، 24

استفاده شده در ميزان آگروباكتريوم رايزوژنز باكتري 
  . اي شدن دارد قهوه

در مورد چهار گونه گياهي مربوط به خانواده سولاناسه در 
هيوسياموس مطالعه حاضر، ريزنمونه هاي برگي گونه 

آگروباكتريوم هاي مختلف  پس از مجاورت با سويه نايجر
اي شده و از دسترس خارج  به طور كامل قهوه  رايزوژنز
، پس از آلوده آتروپا بلادوناهاي برگي  ريزنمونه. گرديدند

، نسبت به نمونه 15834جز سويه ه ها ب شدن با تمامي سويه
همچنين در . اي شدن آنها افزايش يافت شاهد، درصد قهوه

و  داتورا استرامونيومزنمونه هاي برگي دو گونه گياهي ري
هاي مختلف اين  بعد از مجاورت با سويه داتورا متل

ي ا ، افزايش قهوهA4و  15834جز دو سويه ه ب  باكتري،
اي شدن توسط سويه  كاهش قهوه. گردد شدن مشاهده مي

A4 نسبت به نمونه  داتورا متلهاي برگي  در ريزنمونه
  .داري، محسوس است معني صورته بشاهد 

و همكاران در سال  Kabirnatajكه توسط اي  در مطالعه
هاي مختلف باكتري  از سويه  اجرا گرديد، 2013

هاي مويين در گياه  براي القاي ريشه آگروباكتريوم
استفاده شد  ).Cichorium intybus L( اينتيبوس سيكوريوم

سويه  به وسيلهاي شدن  و مشخص گرديد كه ميزان قهوه
AR15834 اي  ها افزايش قهوه سويه  كاهش يافته و در بقيه

را حضور مقادير  اين گروه دليل تفاوت. شدشدن ديده 
اوليه هر   ي تراريختهسلولهاباكتري در  T-DNAمتفاوتي از 

باكتري در  T-DNAي ژنهاكلون و يا بيان متفاوت 
   .)13(ي گياهي بيان كرده است سلولها

ممكن  آگروباكتريومواسطه ه انتقال ژن ب سازي سيستم بهينه
است نيازمند شناخت مكانيسمهاي تنظيم كننده واكنش 

. در گياهان باشد آگروباكتريومالقا شده توسط  نكروزه شدن
بنابراين شناسايي سيگنالهاي شيميايي موجود بين 

 ، )4(باشد  آگروباكتريوم و سلول گياهي داراي اهميت مي
 آگروباكتريومهاي مختلف  كه اين سيگنالها در بين سويه

كاملاً اختصاصي براي هر سويه  صورته بمتفاوت است و 
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نمايد و توسط ژنوتيپهاي اختصاصي گياهي نيز  عمل مي
هر سلول گياهي مستعد براي پذيرش . شوند شناسايي مي
حاوي مكانهاي اتصالي ) سلول شايسته( آگروباكتريوم

ساكاريدي قابل شناسايي توسط  پلي –ساكاريد  پلي
  . )16، 11(آگروباكتريوم است 

انجام ) 2014(در پژوهشي كه توسط شيرازي و همكاران 
هاي مويين گياه  شد، مشخص گرديد كه تيمار ريشه

 500اسيد ساليسيليك با غلظت  به وسيله بيان شيرين
ها و كاهش  اي شدن اين ريشه ميكرومولار، سبب قهوه

هاي ثانويه در اثر افزايش ميزان ورود  توليد متابوليت
  .  )27(شود  فلاونوئيدها به محيط كشت مي

منظور جلوگيري و يا كاهش ميزان  در مطالعات مختلفي، به
ها پس از آلوده شدن توسط باكتري  اي شدن ريزنمونه قهوه

استفاده از تركيباتي نظير اسيد  رايزوژنز آگروباكتريوم
 )3 ،10 ،17 ،18( PVP، )21(آسكوربيك و اسيد سيتريك 

 . پيشنهاد شده است )14(اكسيدانها  و انواعي از آنتي
ي سلولهاي غيرمستعد گياهي به سلولهاهمچنين تبديل 
زخمي نمودن  به وسيله آگروباكتريوممستعد پذيرش 

سازي  و بهينهي گياهي و افزودن استوسيرينگون بافتها
شرايط پيش از كشت از روشهاي ممكن جهت افزايش 

و كاهش  آگروباكتريومبا واسطه  انتقال ژنكارآمدي 
   .)16(است  نكروزه شدهي بافتها

در پژوهش حاضر مشابه ساير تحقيقات، كمترين ميزان 
 و A4هاي  شده با سويه ءهاي القا اي شدن در ريزنمونه قهوه

AR15834 توانند  اين دو سويه باكتريايي ميشود و  ديده مي
هاي مويين در  بهترين انتخاب جهت القاي ريشه به عنوان

  . گياهان خانواده سولاناسه مورد بررسي قرار گيرند

 گيري نتيجه

  هاي برگي سه گونه در مطالعه حاضر، برخي از ريزنمونه
داتورا ، آتروپا بلادوناسولاناسه شامل   گياهي از خانواده

هاي برگي گونه  ريزنمونه  و همه داتورا متلو استرامونيوم 
هاي مختلف  پس از آلوده شدن با سويه نايجر هيوسياموس

 , AR318 ,AR15834 , AR9543( آگروباكتريوم رايزوژنز

A7 , AR9402 ,A4( ،اي شده و توانايي توليد  قهوه
اي  تفاوت در ميزان قهوه. هاي مويين را از دست دادند ريشه
 علته تواند ب مي، تلف باكترياسترينهاي مخ به وسيلهشدن 

ي سلولهاباكتري در  T-DNAحضور مقادير متفاوتي از 
 T-DNAي ژنهاتراريخته اوليه هر كلون و يا بيان متفاوت 

براين اساس در . )13(باشد  ميي گياهي سلولهاباكتري در 
اي شدن در  پژوهش حاضر كمترين ميزان قهوه

و  A4هاي  هاي برگي آلوده شده با سويه ريزنمونه
AR15834 نظر مي رسد استفاده ه بنابراين ب. مشاهده گرديد

هاي  هاي مويين در گونه از اين دو سويه براي القاي ريشه
  .تر است مربوط به خانواده سولاناسه مناسب
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Leaf Explant Browning of Four Species of Solanaceae Family 
after Induction by Agrobacterium Rhizogenes Species 

Shakeran Z. and Keyhanfar M. 
Biotechnology Dept., Faculty of Advanced Sciences and Technologies, University of Isfahan, Isfahan, I.R. 

of Iran 

Abstract 

The hairy root formation is performed by transferring of special genes of 
Agrobacterium rhizogenes plasmid's to the explants. These roots are used to increase of 
valuable pharmaceutical secondary metabolites. One of the most important factors that 
inhibits the hairy root formation after induction of explants by A. rhizogenes is 
browning. The cause of browning in leaf explants is probably release of phenolic 
compounds from the wound site or defense mechanisms performed in plant cells against 
infection by A. rhizogenes. In this study, the root explants of four species of solanaceae 
family including Atropa belladonna, Hyoscyamus niger, Datura stramonium and 
Datura metel were induced by different strains of A. rhizogenes (AR318, AR15834, 
AR9543, A7, AR9402, and A4) and the percent of browning evaluated in these 
explants. For the results, the minimum percent (2% and 6%) of browning observed in 
leaf explants that induced by strains of A4 and AR15834 respectively. Hence, the use of 
these strains is appropriate for induction of hairy roots in the solanaceae family.  

Keyword: Leaf explant, Agrobacterium rhizogenes, browning, hairy root, solanaceae.     
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