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  چکیده

 گیاه . اینباشدمی .Papaver somniferum L خشخاش ایلپهگیاه دو ،داروئی آلکالوئیدهای تولید جهت داروئی، گیاهان ترینمهم از یکی

باعث گروباکتری آ .است تبائین و نوسکاپین ضدمیکروب ین،کدئ ضدسرفه ،انمورفین دردضد داروهای برای تجاری منبع تنهاترین تاکنون

باعث افزایش مقدار تواند میکشت ریشه موئین  سازی شرایطو بهینهشود میایجاد بیماری ریشه موئین در محل زخم گیاهان 

 با راندمان بالاتر زی شرایطسابهینهمنظور به در این تحقیق. شوندمیطور طبیعی در ریشه گیاهان تولید هآلکالوئیدهایی شود که ب

 4تصادفی با  در قالب طرح کاملاً اندام هوایی و هیپوکوتیلدو آزمایش فاکتوریل مجزا برای دو نوع ریزنمونه  تولید ریشه موئین،تحریک 

نوع ، دو زوژنسیسرای گروباکترینوع سویه آ سهاثر فاکتور شامل  عسه نو ،فاکتوریل هایآزمایشتکرار اجرا گردید. در هرکدام از این 

موردبررسی  ساعت روشنایی( 0 ساعت تاریکی/ 16ساعت تاریکی کامل و  40) و دو شرایط نوری (B52/1و B5 )محیط پایهکشت محیط

صفت  و برای داشت ریشه موئین را ترین درصد القاءبیش AR15834سویه  نشان داد کهآزمایش ریزنمونه اندام هوایی نتایج . قرار گرفت

 B52/1محیط و  AR15834کتری باتیمار در فرعی  انشعاباتترین بیش ،طول ریشه موئین مترخه جانبی در یک سانتیتعداد شا

بسیار  تولید ریشه موئین نسبت به ریزنمونه اندام هواییتحریک مقدار  نتایج آزمایش ریزنمونه هیپوکوتیل نشان داد که مشاهده شد.

نشان داد که دو آزمایش این نتایج  ،مجموعدر ساعت تاریکی کامل بهترین تیمار است. 40با شرایط  AR15834و سویه  بودکمتر 

ترین بیش AR15834 سویهو  B52/1 محیطدر این ریزنمونه و  داردتیل ویپوکهریزنمونه نسبت به پاسخ بهتری  ریزنمونه اندام هوایی

 مقدار تولید ریشه موئین را داشت.
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 مقدمه

است و  افزایش به رو جهان در دارویی گیاهان از استفاده

 قیمتغیرمسیا و ور مستقیم طهمردم جهان ب از درصد 08حدود

 جوامع روزافزون گرایش. ندکنمی استفادهاز گیاهان دارویی 

 افزایش سبب یگیاه منشاء دارای داروهای از استفاده به بشری

و  1جالسینگ) است شده دارویی گیاهان موثره مواد تقاضای

یکی از  (.Papaver somniferum L) شقایق .(2007، همکاران

از  خشخاش ترین گیاهان کشت شده توسط بشر است.قدیمی

 عنوان دارو مورد استفاده قرار گرفته استبهبشری آغاز تمدن 

ایزوکوینولین یک گروه  یآلکالوئیدها .(1993، 2برون استین)

است که  متنوع از ترکیبات اختصاصی گیاه شقایق ساختاری

لوژیکی اکوفیزیوطولانی در تحقیقات دارد. اگرچه نقش  سابقه

ص دارویی خوا اما ؛ها ناشناخته استبیشتر بنزیل ایزوکوینولین

برداری قرار گرفته ها مورد بهرهترکیبات قرناین از بسیاری 

شامل گیاه شقایق در دارویی  یهایزوکوینولینبنزیل ا .است

نارین و ی، عوامل ضدمیکروبی بربرین و سانگویکدئین مسکن

هاگل و (باشند نوسکاپین می ،داروی ضدسرفه و سرطان
 انآلکالوئید نوسکاپین و مورفین نوع دو .(2013، 3فاچینی

هرچند قسمت اعظم و توانند در ریشه این گیاه تجمع یابند می

 .(2008، و همکاران 4کوتچان) یابدا در لاتکس تجمع میهآن

 و بوده آهسته ثانویه هایمتابولیت تولید سرعت طبیعت در    

 تولید میزان بنابراین است، لازم تولید برای طولانی زمان مدت

و  سریع تولید برای که رسدمی نظر به ضروری و نبوده اقتصادی

 بافت کشت فنون از دارویی، مواد و ثانویه هایمتابولیت انبوه

 از یکی گیاهی بافت کشت شود. استفاده بهینه طوربه گیاهی

 ثانویه هایمتابولیت صنعتی تولید راستای در هاتکنیک ترینمهم

 طبیعی شرایط در مواد این پتانسیل زیرا است، دارویی گیاهان در

کشت ریشه موئین  .(2006، 5دیو وهیو ) باشدمی محدود بسیار

های دهنده یک سیستم آزمایشی مناسب برای پژوهشننشا

 علوم گیاهی و فرآیندهای زیستی امیدوارکننده برای تولید

 که عمدتاً) هاثره آند مؤگیاهان دارویی و موا بیشتر

 (.2005، 6هوو وجی ) باشدمی (اندگیاهیثانویه های متابولیت

ته که آن را قادر ساخ ،سرعت بالای تولید و رشد ریشه موئین

عنوان یک سیستم در تنظیم مولکولی مسیر آلکالوئیدی گیاه به

از دیگر مزایای  (.2000، 7فاچینی وپارک ) شقایق استفاده شود

                                                      
1. Julsing 

2. Brownstein 

3. Hagel and Facchini 

4. Kutchan 

5. Hu and Du 

6. Ge and Wu 

7. Park and Facchini 

که از ای تراریختهریشه موئین این است که هر ریشه موئین 

تکثیر بوده و صورت یک کلون قابلبهشود محل زخم خارج می

با این حال ولی ، وئین اولیه استها نیز شبیه ریشه متکثیریافته

مشاهده شده نیز خته یهای ترارتنوع سوماکلونال در کشت ریشه

 (. 2013، فاچینی وهاگل است )

به  یک باکتری خاکزی گرم منفی است که آگروباکتریوم    

خود به ژنوم  Riپلاسمید  T-DNA خاطر داشتن توانایی انتقال

موئین در گیاهان  بیماری ریشهایجاد سبب  ،میزبانگیاه 

 اپُین هایی به نامژناین باکتری،  Ri پلاسمید روی . شودمی

 کرده کههای آمینه غیر متداول اسیدوجود دارد که تولید نوعی 

در تولید کربن، نیتروژن و انرژی برای انتقال پلاسمید ضروری 

به سه کلاس بسته به نوع ژن اپُین  Riپلاسمید  .هستند

، و همکاران 0باترا) شودکوکومپین تقسیم میآگروپین، منوپین و

ین توانایی رشد را حتی زمانی که از گیاه ئهای موریشه. (2004

این های ریشه موئین از دیگر ویژگی .شوند را دارندخارج می

های گیاهی باززایی به این روش به برخی گونهاست که در 

کیل ز تشعلاوه این روش باززایی اهآسانی صورت گرفته و ب

تنوع  توجهی از ایجادتا حد قابلو جلوگیری کرده کالوس 

برای  (.2008و همکاران،  1الپیزار) کندجلوگیری می سوماکلونال

 MAFF 03-01724سویه آگروباکتریوم رایزوژنز بار از اولین

های هیپوکوتیل گیاه خشخاش در ریز نمونهتراریختی  منظوربه

در این راستا پروتکل  و شداستفاده  بدون اکسین MSمحیط 

 (.1992، 18شیمورا ویوشیماتسو )مناسب تراریختی معرفی شد 

تراریختی و  دراگروباکتریوم رایزوژنز  های مختلفتوانایی سویه

و بر این  است متفاوتتولید ریشه موئین در گیاه خشخاش 

اساس بهتر است که سویه آگروباکتریوم خاص هرگونه گیاهی 

در این راستا، در مطالعه . ( 2000،چینیفا وپارک )معرفی شود 

های دیگری شرفی و همکاران گزارش کردند که سویه

های مختلف گیاهی، پاسخ آگروباکتریوم رایزوژنز و ریزنمونه

 Papaverمتفاوتی به القاء ریشه موئین در گیاه شقایق ایرانی )

bracteatum( نشان داد )جنبه 2013و همکاران،  11شرفی .)

های یشههای موئین آن است که رد کشت ریشهدیگر کاربر

های معمولی توانند آلکالوئید بیشتری نسبت به ریشهموئین می

ی تولید شده هاآلکالوئیداین برخی از علاوه هبتولید کرده و 

 12بنهوملی فلم ) دنپیدا کنانتشار کشت محیطبه درون قادرند 

است که بررسی انجام شده حاکی از آن . (2004و همکاران، 

سیلی متابولیت ثانویه القای ریشه موئین سبب افزایش تجمع 
                                                      
8. Batra 

9. Alpizar 

10. Yoshimatsu and Shimomura 

11. Sharafi 
12. Le Flem.Bonhomme 
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 (.2001و همکاران،  1رحیمیمارین در گیاه خار مریم شد )

عنوان یک راهکار مهم به تواندمی 2اعمال الیسیتورچنین هم

کار هبدر ریشه موئین های زیستی تر متابولیتجهت تولید بیش

 . (2005و همکاران،  3چانگ) رود

هایی جهت تولید ریشه های قبلی پروتکلکه در پژوهشبا آن    

در این موئین در گیاه دارویی شقایق گزارش شده است، ولیکن 

، گروباکتریومهای مختلف آسویههدف آن بود که تأثیر پژوهش 

ر دریشه موئین و تولید القاء بر پایه و تیمار نوری کشت محیط

پروتکلی با راندمان بالاتر  جهت رسیدن بهشقایق دارویی گیاه 

 .موردبررسی قرار گیرد
 

 هاروشمواد و 

تهیه ها و مراتع سسه تحقیقات جنگلؤخشخاش از مبذرهای 

با  ثانیه 38-68مدت به در زیر هود لامینارابتدا  شد. این بذور

 با آب مقطربار  3-4 سپس و استریل سطحی شد %78اتانول 

 5/1ی بعد مقدار لهدر مرح .اتوکلاو شده شستشو گردید

مدت بهیتکس( اضافه گردید و لرید سدیم )واکهیپو لیترمیلی

 0-18بذور در نهایتو د گذاشته ش شیکرروی دقیقه  18-0

طور هبسپس  .شد دادهمرتبه با آب مقطر اتوکلاو شده شستشو 

 58 حاوی در هر شیشهضدعفونی شده  بذر 38میانگین

 16/3با غلظت  B5ده محیط آما شامل( B5محیط  لیترمیلی

 و آگار با غلظتلیتر  درگرم  28 گرم در لیتر، ساکارز با غلظت

ها بعد از آن شیشه .کشت شدند =pH)0/5و با لیتر  درگرم  0

در یخچال زنی منظور تحریک جوانهبهساعت  24-40مدت به

C°4 به اتاق کشت بافت با دمای سپس شدند و  گذاشتهC°25 

منتقل ساعت تاریکی  0روشنایی و  ساعت 16و تناوب نوری 

 شدند.

 

 سازی باکتریآماده

 یمقدارشد و مایع تهیه  LBمحیط ابتدا  منظوربرای این 

مایع اضافه کشت محیطبه آماده شده از قبل باکتری از استوک 

شیکر  روی C°20دمای در مدت یک شب این کشت بهو  کرده

 مایع B5 سپس محیطد. برس 0.5600OD=تا به  قرار داده شد

آماده  را (بدون آگارولی لی، معمو B5)همان ترکیبات محیط 

در  رشد ساعت در اتاقک 0-18مدت ها را بهباکتری کرده و

 .رسیدند 1.0600OD=به درجه گذاشته و  C°20دمای دمای 

مرکز از بانک میکروب آگروباکتریوم رایزوژنز  هایتمامی سویه

                                                      
1. Rahimi 

2. Elicitor 

3. Chong  

از تهیه شد.  (4IGEBN) مهندسی ژنتیک و بیوتکنولوژیملی 

 ریفامسین بیوتیکباکتری رایزوژنز به آنتیهای سویه جا کهآن

به  ،هاجهت جلوگیری از رشد سایر باکتری ،مقاوم هستند

از گرم در لیتر میلی 58سازی باکتری مقدار آمادهکشت محیط

محلول منظور رسوب باکتری هب اضافه شد.بیوتیک این آنتی

دقیقه 18مدت به rpm=13888ژ با ونتریفسا از دستگاهباکتری 

 فاده گردید.تاس

 

 ها با باکتریتلقیح ریزنمونه

ها و شامل لپهو اندام هوایی ) یپوکوتیلههای نمونهریز

توسط تیغ طور تصادفی هبروزه  0-18های گیاهچه (تیلوهیپوک

در سوسپانسیون دقیقه  18مدت هب اسکالپل زخم شدند و

سپس محلول  .شدندشناور  MSU  و AR15834 ، A4یهاسویه

به روی کاغذ ها هو نمون باکتری توسط سمپلر خارج گشته

داده شدند تا خشک شوند. بعد از عمل صافی استریل انتقال 

 28 متری حاویسانتی 1دیش پتری به هاخشک شدن ریزنمونه

انتقال  B52/1و  B5 هم کشتیپایه کشت محیطلیتر میلی

ها در القاء ریشه موئین از نایی بالای سویهدلیل توابه. یافتند

در طول  استفاده نشد. استوسیرینگونهای رشد و کنندهتنظیم

تاریکی یکی دو شرایط نوری )ها برحسب نوع تیمار این دوره

( ساعت نور 0ساعت تاریکی و 16تناوب نوری  دیگری و کامل

منظور حذف به زمان تلقیح زاعمال شد. دو روز بعد ا

 و B5های به محیطها را شسته و اکتریوم ریزنمونهگروبآ

B52/1488 گرم بر لیتر ساکاروز،15ها، حاوی نمک، ویتامین 

آگار  در لیتر گرم 6بیوتیک سفوتاکسیم و آنتیگرم بر لیتر میلی

بیوتیک سفوتاکسیم در استفاده آنتی از هدف انتقال داده شدند.

ها پس از ونهریزنم سطحیهای محیط گزینش، حذف باکتری

روز به محیط جدید  18-12هر ها ریزنمونهبعد از آن  تلقیح بود.

 .انتقال داده شدند

 

 هاطراحی آزمایش

صورت فاکتوریل روی دو در این تحقیق، دو آزمایش جداگانه به

های آزمایش نوع ریزنمونه هیپوکوتیل و اندام هوایی اجرا شد.

انجام  تکرار 4ادفی با در قالب طرح کاملاً تصفاکتوریل مذکور 

در یک تکرار معادل هشت ریزنمونه  حاویدیش پتریهر شد و 

 40)ی نورتیمار فاکتورهای آزمایش شامل  .نظر گرفته شد

ساعت روشنایی(،  0 ساعت تاریکی/ 16ساعت تاریکی کامل و 

و  (MSUو  AR15834 ،A4)سویه  های باکتریسویه

                                                      
4. National Institute of Genetic Engineering and 

Biotechnology 
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قابل ذکر است که . بود (B52/1و  B5 )محیط پایهکشت محیط

برداری یاداشتشاهد تلقیحی صورت نگرفت.  هایدیشپتریدر 

دیش روز پس از تلقیح برای هر پتری 24صورت روزانه تا هب

صورت گرفت. صفات درصد القاء ریزنمونه، میانگین تعداد 

تعداد انشعابات فرعی در یک  های موئین در یک ریزنمونه،ریشه

ین و درصد القاء در طول دوره زمانی متر طول ریشه موئسانتی

های ریشه اولین ظهور از پس سه هفتهموردبررسی قرار گرفت. 

درصد  تیل،وهای اندام هوایی و هیپوکنمونهاز ریز موئین

کل  به نسبت شدند موئین ریشه تولید به موفق که هایریزنمونه

 هر ترکیب جداگانه برای طوربه آزمایش های موردریزنمونه

سرعت ظهور محاسبه صفت منظور به. گردید محاسبه یرتیما

های اندام هوایی تلقیح شده با ریزنمونهریشه موئین در 

روز پس از تلقیح شروع شد و  0ها بردارییادداشت ،آگروباکتری

روزه  24در طول یک دوره زمانی  باریکروز  4هر صورت به

یک جهت محاسبه تعداد انشعابات فرعی در . ادامه یافت

متر در پایان دوره رشد یک سانتیمتر طول ریشه موئین، سانتی

هایی که دست آمده برش داده و تعداد شاخههاز ریشه موئین ب

جهت تجزیه از آن خارج شده بود موردشمارش قرار گرفت. 

به روش از آنالیز واریانس و مقایسه میانگین ) ،هاآماری داده

 ه شد.ای دانکن( استفادآزمون چند دامنه

 

 PCRآنالیز 

 T-DNAهای ناشی از انتقال ژن موئین هایریشه ظهور

باشد. های گیاهی میرایزوژنز به سلول آگروباکتری Riپلاسمید 

با  توانمی را موئین هایبودن ریشه تراریخته بررسی بنابراین

 این باکتری )که عمدتاً  T-DNA روی بر موجود هایژن ردیابی

(. 2001و همکاران،  1کرولیکا) انجام دادهستند(  rolهای ژن

آزمایش  ،های موئینید تراریختی ریشهیأمنظور تبه روازاین

PCR با کمک آغازگرهای اختصاصی ژن  rolC دستگاهو توسط 

eppendorf  termocycler gradient توالی  .انجام شد

و  2لیو هوی دونگ)منابع معتبر اساس برنوکلوتیدی آغازگرها 

از شرکت فزاپژوه سفارش  و شدطراحی  (2011 همکاران،

گرم میلی 58ژنومی  DNAجهت استخراج  .ساخت داده شد

لیتر بافر استخراج  میکرو 288و در  ریشه موئین استفاده گردید

 HCL-TRIS، %8.5مولار میلی NaCl ،188 مولارمیلی 258)
3SDS ،25 4مولار میلیEDTA  0و با=pH )  همگن شد. سپس

بالایی محلول  وژ شده ودور سانتریف 13888قیقه درد 5مدت به

                                                      
1. Królicka 

2. Dong.Hui Liu 

3. Sodium dodesyl sulfat 

4. Ethylenediaminetetraacetic acid 

به آن انداره ن به یک ویال جدید انتقال داده شد و به هما

در دمای دقیقه  25مدت محلول به .ایزوپروپانول اضافه گردید

دور 13888دردقیقه  18مدت بهگذاشته شد و بعد از آن  -28

تا رسوب  ردهخارج کوژ گردید. قسمت بالایی محلول را انتریفس

 برنامه حل شد. TEمیکرولیتر بافر 188 خشک شد و دوباره در

 C°94 واسرشتگی در دمای یک چرخهrolC برای  PCR واکنش

  C°94واسرشتگی در دمای) چرخه 35و  دقیقه 5مدت به

 دقیقه، دمایمدت یک به C°53دمای اتصال  مدت یک دقیقه،به

دقیقه  18مدت به نهاییو بسط  (مدت یک دقیقهبه C°74 بسط

ژل آگارز الکتروفورز  توسط PCRمحصول  بود. C°72 در دمای 

  UVو  100bpمارکر، 1xبافر  TAE توسط تهیه شدهدرصد یک 

  .شدو بررسی مشاهده  نور

 

 نتایج

نتایج تجزیه واریانس آزمایش ریزنمونه اندام هوایی نشان داد که 

نین نور در چو همکشت محیطهای مختلف، کارگیری سویهبه

دار شدند )جدول تولید ریشه موئین در سطح یک درصد معنی

(. در خصوص آزمایش ریزنمونه هیپوکوتیل فقط برای صفت 2

دست آمد که نتایج تجزیه های بدرصد القا ریشه موئین داده

آمده است. نتایج  2واریانس برای این آزمایش در جدول 

هوایی نشان داد که مقایسه میانگین آزمایش ریزنمونه اندام 

و شرایط نوری  B52/1محیط ، AR15834ترکیب تیماری سویه 

ترین عملکرد را در تولید ریشه ساعت تاریکی مداوم، بیش 40

ترین درصد القاء ریشه موئین در چنین کمموئین داشت. هم

ساعت تاریکی  16و شرایط نوری  B5کشت محیط، MSUسویه 

 ساعت روشنایی مشاهده شد. 0و 

تکثیر  PCRنتیجه واکنش رفت میطورکه انتظار همان    

های جفت باز بود. در این واکنش از ریشه 626باندی به طول 

عنوان شاهد واکنش غیرتراریخت حاصل از رشد طبیعی گیاه به

PCR گونه که انتظار )کنترل منفی( استفاده شد و همان

این واکنش روی ژل  PCRرفت برای محصول واکنش می

 (.1 کتروفورز باندی مشاهده نشد )شکلال

 

 درصد القاء ریزنمونه اندام هوایی

ترین درصد بیش AR15834سویه  ،های مختلفدر بین سویه

 و  A4ترتیب دو سویهالقاء ریشه موئین را داشت و بعد از آن به

MSU  قرار داشتند. محیطB52/1  نسبت بهB5  بهتری عملکرد

با سرعت بیشتری B52/1محیط  هایرا نشان داد. ریشه موئین

(. از بین دو تیمار نوری اعمال شده، تیمار 6 رشد داشتند )شکل

کشتی بهترین شرایط برای همساعت نور کامل در زمان  40
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و  B52/1، محیط AR15834القاء بود. ترکیب تیماری سویه 

  (.2 ترین درصد القاء را نشان داد )شکلساعته بیش 40تاریکی 

 

های موئین در یک ریزنمونه اندام اد ریشهمیانگین تعد

 هوایی

خارج  B5هایی که از هر ریزنمونه در محیط تعداد ریشه موئین

های نوری ریز بود. در بین تیمار B52/1شد بیشتر از محیط 

ترین تعداد ریشه موئین را در تیمار نمونه اندام هوایی بیش

ترین بیش AR15834ساعته( داشت. سویه  40تاریکی کامل )

مقدار میانگین ریشه موئین در یک ریزنمونه اندام هوایی را 

 (.3 داشت )شکل

 

متر طول ریشه سانتیهای جانبی در یک تعداد شاخه

 موئین ریزنمونه اندام هوایی

به  MSUو AR15834 های موئین دو سویه فرم رویشی ریشه

تعداد  ،متر از طول ریشه موئینای بود که در یک سانتیگونه

تری قرار در سطح پایین A4اخه بیشتری را نشان داد و سویه ش

افزایش یا کاهش تعداد زیادی در ثیر أپایه تکشت محیطداشت. 

ساعت تاریکی نسبت  40نداشت. تیمار  A4شاخه جانبی سویه 

ترین شاخه جانبی را ها بیشدر همه سویه 0/16به فتوپریود 

 (.4نشان داد )شکل 

 

  PCRبرای واکنش  گرهاآغازتوالی  :1 جدول
Table 1: Primers sequences for PCR 

 ژن
Gene 

 آغازگر رفتی
Forward primer  

 آغازگر برگشتی
Reverse primer 

RolC 5′CTCCTGACATCAAACTCGTC3 5′TGCTTCGAGTTATGGGTACA3' 

 

 یلتویپوکهریزنمونه ریشه موئین در درصد القاء 

ریشه موئین  برای القاء هپایکشت محیطبهترین در این آزمایش 

نسبت  AR15834سویه  بود. B5محیط  تیلویپوکدر ریزنمونه ه

 .درصد بالاتری ریشه موئین تولید نمودMSU  و A4به دو سویه 

تیل مقدار کلی ریشه موئین پایین ویپوکهرچند در ریزنمونه ه

ساعته  40) تاریکی کامل در تیمارحال نیز با اینبود ولی 

  (.5 )شکل اندواب دادهبهتر ج تاریکی(

  

 

 

 درصد القاء در طول دوره زمانی

گروباکتریوم در طول آتلقیح شده با  اندام هوایی هایریزنمونه

منظور سرعت ظهور ریشه موئین و تولید آن بهدوره زمانی یک 

های تلقیح مشاهده شد که ریزنمونه موردمطالعه قرار گرفتند.

هم  B52/1محیط ر و کشت شده د AR15834سویه شده با 

بیشتری در هر  هم ریشه موئینو تر به تلقیح پاسخ دادند سریع

هم در مقایسه بین دو شرایط نوری در زمان  تکرار تولید کردند.

شاهده شد ( م0/16ساعته تاریکی و تناوب نوری  40) کشتی

تر داشته های موئین ظهور سریعساعت تاریکی، ریشه 40که در 

 .(0و  7 تولید شد )شکل ی در هر تکرارشتربیمقدار چنین و هم

 

 

: 4 آگروباکتری رایزوژنسیسبا  : گیاهان تراریخت شده3و  2: گیاه شاهد )تراریخت نشده(، 1مارکر،   Mالکتروفورز ژل آگاروز،: 1شکل

 پلاسمید باکتری )کنترل مثبت(
Fig. 1: Electrophoresis agarose gel, M: marker, 1: non transformed control plant, 2-3: the plants transformed whit A. 

rhizogenesis, 4: bacterial plasmid 
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 و هیپوکوتیل تجزیه واریانس در ریزنمونه اندام هوایی :2 جدول
Table 2: Analysis of variance in excised shoot and hypocotyl explant 

 میانگین مربعات

Mean squares 

درجه 

 آزادی
df 

 منبع تغییرات
Source of Variations 

درصد القا ریشه موئین 

 در ریزنمونه هیپوکوتیل
Hairy root Induction 

percent  in hypocotyl 

تعداد شاخه در یک 

متر طول ریشه سانتی

 موئین ریزنمونه اندام هوایی
Number of branch in 1 
cm of hairy root length 

تعداد ریشه موئین در 

 ونه اندام هواییریزنم
Number of hairy 
root per excised 

shoot 

درصد القاء ریشه موئین 

 در ریزنمونه اندام هوایی

Hairy root induction 
percent in excised 

shoot 

52.083** 7.28** 11.02** 3350.02** 1 
 نور

Light 

 کشتمحیط 1 **7525.02 **2.52 **11.40 **325.521
Medium 

13.021* 0.02ns 0.63* 2945.33** 1 
 کشتمحیط ×نور

Light × Medium 

 سوش 2 **2672.922 **1.62 **8.70 **126.953
Strain 

3.255ns 0.74ns 0.14ns 60.94ns 2 سوش× نور 
Strain × Light 

3.255ns 2.50* 0.009ns 476.56ns 2 
 کشتمحیط× سوش 

Medium × Strain 

22.786ns 0.08ns 0.04ns 476.56ns 2  کشتمحیط× نور × سوش 

Medium × Light × Strain 

 خطا 36 229.003 0.130 0.693 41.233
Error 

20.22 17.40 18.14 21.72  
 ضریب تغییرات )درصد(

Coefficient of variation (%) 

ns ،:** باشدمی %5 و %1دار در سطح دار و معنیمعنیترتیب غیربه * و 
ns, * and **: Non- Significant, Significant at P < 0.05 and P < 0.01, respectively 

 

 

 
 

و شرایط  B52/1و  B5در دو محیط MSU و AR15834 ، A4ریزنمونه اندام هوایی توسط سه سویهریشه موئین در ء القا درصد :2 شکل

 مبین مقایسه میانگین به روش دانکن است هاو حروف روی ستون مبین خطای استاندارد استها خطوط روی ستون نوری متفاوت.
Fig. 2: Induction frequency in excised shoot explant by three strain AR15834, A4, MSU in B5 and 1/2B5 medium and 

different light conditions. Bars on each column indicate standard error of means and letters indicating mean comparison 

of Duncan Multiple Range Test 
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ها مبین خطای استاندارد است خطوط روی ستون. اندام هواییبرای ریزنمونه های موئین در یک ریز نمونه میانگین تعداد ریشه :3شکل 

 ها مبین مقایسه میانگین به روش دانکن استو حروف روی ستون
Fig. 3: Mean of Hairy root in on excised shoot explant. Bars on each column indicate standard error of means and letters 

indicating mean comparison of Duncan Multiple Range Test 

 

 
 
 

ها مبین خطای تونخطوط روی س. اندام هوایی برای ریزنمونه طول ریشه موئینر متیهای جانبی در یک سانتتعداد شاخه :4 شکل

 ها مبین مقایسه میانگین به روش دانکن استاستاندارد است و حروف روی ستون
Fig. 4: The number of lateral branches per 1 centimeter length of hairy roots in excised shoot explant. Bars on each 

column indicate standard error of means and letters indicating mean comparison of Duncan Multiple Range Test 
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ها ها مبین خطای استاندارد است و حروف روی ستونخطوط روی ستون. تیلویپوکریشه موئین در ریزنمونه ه درصد القاء :5شکل 

 مبین مقایسه میانگین به روش دانکن است

Fig. 5: Induction percent of hairy root in hypocotyl explant. Bars on each column indicate standard error of means and 

letters indicating mean comparison of Duncan Multiple Range Test 

 

 
، جهت B5و  B52/1ترتیب در محیط به ( ریزنمونه اندام هواییB,Cیپوکوتیل، )( ریزنمونه هAریشه موئین در گیاه شقایق: ): 6 شکل

 باشددهنده ریشه موئین میفلش نشان

Fig. 6: Hairy root in Papaver somniferum )A) Hypocotyl explant, (B, C) excised shoot explant Respectively in 1/2B5 

and B5 medium, the arrows represent the hairy roots 
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ساعت  0 ساعت تاریکی و 16تناوب نوریدر  B52/1 و B5 محیطترتیب هب ،(Bو  A) ،ول دوره زمانیدرصد القاء در طروند  :7 شکل

 باشدمی استاندارد خطایمبین روند  بار روی نقاط. میلروشنایی
Fig. 7: Trend of Hairy root induction frequency in Period of time, (A, B) B5 and 1/2B5 medium and photoperiod of 16h 

dark/8h light respectively. Bars on points of trends indicate standard error 
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بار روی نقاط میل مداوم. ساعت تاریکی 40در  B52/1و  B5ترتیب محیط ه(، بBو  Aروند درصد القاء در طول دوره زمانی، ) :0 شکل

 باشدارد میوند مبین خطای استاندر
Fig. 8: Trend of hairy root induction frequency in Period of time, (A, B) respectively B5 and 1/2B5 medium under 48h 

Continuous darkness. Bars on points of trends indicate standard error 

 

 بحث

بزاری با گروباکتریوم رایزوژنز ادست آمده توسط آهریشه موئین ب

مهندسی  درهای ثانویه و استفاده ارزش برای مطالعه متابولیت

های ثانویه گیاهی در شرایط تولید متابولیت باشد.ژنتیک می

آزمایشگاهی، از طریق کشت سلولی گیاه تحت شرایط کنترل 

آن ی های عمدهمحدودیتباشد. با این حال، پذیر میشده امکان

کم و عملکرد  آن در کشت بافتثباتی کشت سلولی، بی شامل

های سویهتوانایی در این پژوهش  .اشدبمدت میدر طولانی

و دو شرایط نوری متفاوت  B5و  B52/1در دو محیط  مختلف

ساعت  16تناوب نوری دیگری ساعته و  40تاریکی کامل  )یکی

جهت تولید ریشه موئین مورد  )ساعت روشنایی 0تاریکی و 

درصد خاصی از القاء  هایکدام از سویه. هر آزمایش قرار گرفت

های اندام ریزنمونهدر بیشتر موارد  ریشه موئین را نشان دادند.

در روز بعد از تلقیح شروع به تولید ریشه موئین نمود.  0 هوایی

شقایق ایرانی . در گیاهان شاهد ریشه موئین مشاهده نشدتیمار 

 .(2013و همکاران،  شرفی) دست آمدهبمشابه  یز نتایجن

نمونه استفاده شده به تولید ریشه موئین پاسخ هر دو ریز    

مثبت دادند با این حال ریزنمونه اندام هوایی سرعت و توانایی 

بیشتری در تولید ریشه موئین داشت. نتایج مشابه در سایر 

 وپارک ) مشاهده شده است روی گیاه خشخاش مطالعات
چندین فاکتور  (.2013و همکاران،  شرفی؛ 2000 ،فاچینی

نمونه، ردن در نوع سویه باکتری، نوع ریزتوانایی آلوده ک ازجمله

اند بر مقدار توکنش بافت گیاهی و سویه و شدت نور میبرهم

ثیر بگذارد، نتایج مشابه در سایر گیاهان تولید ریشه موئین تأ

در پژوهشی  (.2011 و همکاران، 1هیودینوم) مشاهده شده است

                                                      
1. Mohiuddin 
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درصد(  28 یپوکوتیل درصد بسیار کمی )تقریباًنمونه هریزدیگر 

 MAFF 03-01724سویه  در تلقیح با آگروباکتریومتراریختی را 

که در پژوهشی مشابه (. 1992، شیمورا ویوشیماتسو نشان داد )

گیاه خشخاش صورت گرفت مشاهده شد که روی ریشه موئین 

 شد بعد از پنج هفته ریشه موئین ظاهردر ریزنمونه هیپوکوتیل 

(، که در مقایسه با ظهور ریشه 2004و همکاران،  بنهوملی فلم )

 است.تری طولانی زماندر آزمایش حاضر موئین در اندام هوایی 

منظور القاء ریشه موئین گیاه خشخاش از در مطالعه دیگری به

درصد  05استفاده شد و  ATCC15834 و سویه  B5محیط 

ندام هوایی مشاهده گردید های االقاء ریشه موئین در ریزنمونه

 .(2000و همکاران،  فاچینی)

ترین درصد القاء بیش  ATCC15834سویهدر پژوهش حاضر     

ها قدرت برخی از سویه ها نشان داد.را در بین سایر سویه

ژن  توانندسازی بالاتر دارند و در زمان کوتاهی میآلوده

از طرفی  را به بافت زخم شده انتقال دهند. خودزایی ریشه

ها در نظر گرفته شده چون زمان تلقیح یکسانی برای همه سویه

را در  ها درصد بالاتری القاءبرخی سویه است طبیعی است که

در . (2001 و همکاران، 1ژیری) ح نشان دهندتلقی برابر یک زمان

گروباکتریوم سویه آنوع  4و مختلف گیاه  5روی مطالعات مشابه 

های آگروباکتریوم و واکنش سویه ست آمددهمشابهی ب نیز نتایج

بر روی گیاه در پژوهشی  .(2008، 2پوتی وچندران )متفاوت بود 

ترین بیش  ATCC15834سویهکه  داده شدنشان شقایق ایرانی 

و  شرفیداشت ) LBA9402را بعد از سویه  ءدرصد القا

 .(2013 همکاران،

تری باکالقاء ریشه موئین گیاه شقایق ایرانی،  در    

ATCC15834  و محیطB5  ت تاریکی در زمان ساع 40با وجود

 ریشه موئین شد یدرصد 45-58منجر به القاء  کشتی،هم

سازی بهینهپژوهشی جهت در . (2009 و همکاران، 3رستم پور)

از محیط  ،گیاه شقایق ایرانی موئین هایفوق بیان ژن در ریشه

MS  در ه موئین پس از سه تا چهار هفته ریشو شد استفاده

 .(2013و همکاران،  شرفیتولید شد )اندام هوایی  هایریزنمونه

 MS  ،1/2MS ،1/4MSمحیط) 4ثیر أدر تحقیقی با بررسی ت

ترین بیش B5کشتی، مشاهده شد که محیط ( در زمان هم B5و

و همکاران،  4وادی بیرا نشان داد ) موئین ریشه القاءدرصد 

2014 .) 

 بیشتری دات نشان داد که ریشه موئینشاهدر این تحقیق م    

ساعته خارج  40تیمار تاریکی  در از ناحیه زخم شده ریزنمونه

                                                      
1. Giri 

2. Chandran and Potty 

3. Rostampour 

4. Bivadi 

تلقیح شده با های ریزنمونهپژوهش دیگری  درشد. 

نشان و دو شرایط نور و تاریکی قرار گرفتند  گروباکتریوم درآ

 1-3تولید ریشه موئین در تیمار تاریکی میانگین داده شد 

تاریکی  .(2004، 5ازکان وخوار ) بود در هر ریزنمونهریشه موئین 

همراه رطوبت یکی از شرایط مناسب جهت رشد باکتری به

ساعته نسبت به  40رود در تاریکی بنابراین انتظار می .باشدمی

گروباکتریوم به وپریود شرایط برای رشد و انتقال آحالت فت

 همین را نشان نیزاین تحقیق نتایج  که تر باشدریزنمونه مناسب

تواند میشدت نور  در مطالعات مشابه نیز مشخص شد که .داد

داشته گروباکتریوم آ vir هایسازی ژننقش مهمی در فعال

که در است  مشاهده شده. (2011 ،و همکاران مهیودین) باشد

 )روشنایی/0/16تیمار فتوپریود  .Corylus avellana Lگیاه 

بیشتری تولید ریشه موئین نسبت به روشنایی کامل  تاریکی(

 16تیمار تناوب نور  .2004)و همکاران،  6سانچز اولات) کرد

خیر در تولید بت به شرایط کاملاً تاریکی سبب تأساعته نس

 (.2007، 7رانجیتا ونان داگوپال ) ریشه موئین شد

نمونه اندام هوایی شرایط ریزداد تایج این تحقیق نشان ن    

گروباکتریوم به آ ترموئین دارد و سریعی تولید ریشه بهتری برا

 ، محیطAR15834 سویهچنین دیده شد که همدهد. پاسخ می

B52/1  جهت القاءرا ساعت تاریکی بهترین شرایط  40تیمار و 

 .مودفراهم نریشه موئین در گیاه شقایق و افزایش تعداد 

                                                      
5. Khawar and Ozcan 

6. Sánchez-Olate 

7. Nandagopal and Ranjitha 
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Effect of Medium Culture, Agrobacterium Strain and Light Condition on Hairy Roots 

Induction in Opium Poppy 
 

Ghorbani1, A., Ismaili2*, A., Nazarian Firouzabadi3, F. and Hosseini4, S. Z. 

 

Abstract 

 

One of the most important medicinal plants to produce alkaloid is the dicot Poppies plant. This plant is the only 

commercial source of some important drugs such as Morphinan, antitussive codeine, antimicrobial Noscapine and 

Thebaine until now. The Agrobacterium rhizogenesis causes hairy root disease in plant wounds and optimization of 

hairy root cultures can increase the amount of alkaloids which are produced naturally in plants roots. In this study, in 

order to optimization of hairy roots induction with higher efficiency, two distinct factorial experiment for excised shoot 

and hypocotyl explants was conducted based on completely randomized design with 4 replications. In both of these 

factorial experiments, 3 factors was studied included Agrobacterium rhizogenesis (3 strain types), basal medium (B5 

and 1/2B5) and light condition (48h dark and 16h dark/8h light). Results of excised shoot explant experiment showed 

that AR15834 strain induced highest percentage of hairy roots and about lateral branches in 1 cm length of hairy roots, 

the most lateral branches were observed by AR15834 strain in 1/2B5 medium. Results of hypocotyl explant experiment 

showed that amount of hairy root induction by this explant very lower than excised shoot explant experiment and 

AR15834 strain with 48h darkness was the best treatment. Totally, results of these two experiments showed that excised 

shoot explants had better response than hypocotyl explant and for excised shoot explant, 1/2B5 medium and AR15834 

strain had the highest induced hairy roots. 

 
Keywords: B5 medium, Alkaloid, Morphinan, Noscapine, Thebaine 
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