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یک گیاه  عنوان  به   ( Nicotiana tobaccum)های مویین در گیاه توتون  ثیر فسفر و نیتروژن بر تولید ریشه أ ت 
 مدل  
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 چکیده 

های ثانویه و  های بیوتکنولوژی برای تولید متابولیت ترین روش یکی از مهم   Agrobacterium rhizogenesتولید ریشه مویین به کمک  
کشت ریشه مویین    ط سازی محی بهینه  توده است. به منظور های مهم ریشه مویین، تولید کم زیست های نوترکیب است. یکی از چالش پروتئین 

  30/ 5/ 1  و   5/ 1/ 5/ 1،  20/ 19  ( در سبه للظبت 4NH/3NOهای مختلب  نیتبرات ببه آمونیبوم ) ثیر فاکتور نیتروژن با نسببت أ در گیاه توتون، ت 
  تصور به   MS( در محیط  مولار میلی   12و    6،  3)  کننده فسفر مین أ منبع ت عنوان  به (  4PO2KH، میزان پتاسیم دی هیدروژن فسفات ) مولار میلی 

انجام    1395در آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه لرستان در سال  کشت جامد و مایع در قالب یک طرح کاملًا تصادفی  
د شد. تجزیه واریبان   أیی ت  rolCهای اختصاصی ژن ( با آلازگر PCRای پلیمراز ) ها به کمک واکنش زنجیره . تراریخت بودن ریشه شد 
توده اثبرات  های مویین نشان داد که نیتروژن، فسفر و نوع محیط کشت روی میبزان تولیبد زیسبت شک و تر ریشه خ های میزان وزن داده 
مولار  میلی   12 حاوی میزان بالای از نسبت نیترات به آمونیوم و  MSتوده، مربوط به محیط کشت  دارند. بیشترین زیست   ( >P  0/ 05)   دار معنی 

گرم بود. کمترین وزن خشک و وزن تر    0/ 47و    11/ 66ترتیب با  تر و خشک بعد از یک ماه به   زن و پتاسیم دی هیدروژن فسفات با حداکثر  
پتاسیم دی هیدروژن فسفات مشاهده شد. همچنین  مولار  میلی   6( از نسبت نیترات به آمونیوم و  مولار میلی   5/ 1/ 5/ 1در محیطی با میزان کمتری ) 

توده حاصل شد. با توجه به اهمیت تولید  بت نیترات به آمونیوم بیشترین میزان تولید زیست س مایع همراه با میزان بالای ن   MSدر محیط کشت  
 توده برای تولید ترکیبات دارویی و صنعتی استفاده کرد. توان برای افزایش زیست توده، از روش القاء ریشه مویین این مطالعه می بیشتر زیست 

 

 توده یین، زیست و اگروباکتریوم رایزوژنز، ریشه م ها:  کلیدواژه 
 

 مقدمه 

  ها های بیوتکنولوژی در کشت سلول کاربرد ترین  یکی از مهم 

  هببای ثانویببه اسببت ها، تولید ترکیبات مفید و متابولیت و اندام 

 (Mairet et al., 2009 .)   های گیبباهی بببه دلیببل  کشت سببلول

  بندی صحیح و تشکیل برخورداری از شرایط مناسبی چون بسته 

  زیببر   هببای چنببد ، امکان تجمببع پروتئین ی سولفید های دی باند 

واحدی و تغییرات پ  از ترجمه یوکبباریوتی مببورد اسببتفاده  

 ,.Daniell et al., 2001; Giddings et al) گیرنببد  قببرار می 

هببا در ایببن  تببرین چالش . با این حببال، یکببی از بزر  ( 2000

زمینه، ناپایببداری ژنتیکببی، رشببد کببم و بببازده پببایین کشببت  

. در میان فنببون  (Kong et al., 2003)ست  ا های گیاهی  سلول 

 Hairy) مختل  کشت بافت گیبباهی، کشببت ریشببه مببویین  
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roots  ) های گیبباهی بببا اگروببباکتریوم  حاصل از تلقیح سببلول

از قابلیببت بببالایی  (  Agrobacterium rhizogenes) رایزوژنز  

هببای ثانویببه  هببای نوترکیببب و متابولیت بببرای تولیببد پروتئین 

ریشببه  کشببت  (.  Borisjuk et al., 1999) برخببوردار اسببت  

علببت رشببد سببریع، کوتبباه شببدن زمببان، سببهولت    مببویین بببه 

ای از ترکیبببات  نگهببداری و توانببایی سببنتز طیبب  گسببترده 

هببای  هببای بببالایی بببرای تولیببد پروتئین شببیمیایی از مزیت 

  هببای ثانویببه ارزشببمند برخببوردار اسببت نوترکیب و متابولیت 

 (Giri and Narasu, 2000  .) های مویین یببک  ه، ریشه و علا به

سیسببتم ارزشببمند بببرای ارزیببابی، توسببعه و کبباربرد اصببول  

شببود. تولیببد و  مهندسببی ژنتیببک در گیاهببان محسببو  می 

تواند درنهایت بببه  های مویین می ی ریشه  توده افزایش زیست 

هببایی منجببر  هببای نوترکیببب و متابولیت تولیببد بیشببتر پروتئین 

شببوند. بببرای افببزایش  ی ها تولید م شود که از طریق این ریشه 

های مویین، شرایط محیطببی از قبیببل  توده توسط ریشه زیست 

محبببیط، نبببور،    pHدمبببا، نبببوع ترکیببببات، منببببع کبببربن،  

محیط کشببت   های های رشد گیاهی، للظت یون کننده تنظیم 

 (Arroo et al., 1995; Bhadra and Shanks, 1995;  
Christen et al., 1992; Morgan et al., 2000; 

Toivonen et al., 1991; Vanhala et al., 1998 )    و

 Shahbazi and Riahi) هببای زیسببتی مببتثر هسببتند  محرک 

Madvar, 2014; Siahmansour et al., 2018 )  یکببی از .

های  توده در ریشببه گببذار در تولیببد زیسببت ثیر أ هببای ت فاکتور 

نوع منبع نیتروژن در محیط کشت بببرای تولیببد بیشببتر  مویین،  

 ,.Lourenço et al) های ثانویه اسببت  تابولیت م توده و  زیست 

2002; Oksman-Caldentey et al., 1994; Yu et al., 

آمونیببوم(   )نیتببرات و  نیتببروژن  منببابع   ایببن   از   . هر یک ( 1996

   فیزیولبببوژی، مورفولبببوژی، رشبببد، در متفببباوتی تبببأثیر

زیسببت    شببیمیایی ترکیبببات فیتو   تجمببع   شببیمیایی و   های مسببیر 

 ;Chen et al., 2005)دارند    گیاهان  ر( دbioactive) فعال 

Kotsiras et al., 2002; Zhonghua et al., 2011 )  بنببابراین .

کننببده  عنوان منابع تأمین تعادل بین نسبت نیترات به آمونیوم به 

(  Murashige and Skoog, 1962)   کشت نیتروژن در محیط  

MS ،   های مببویین اسببت  از فاکتورهای مهم در کشببت ریشببه

 (Pariz et al., 2015 )  در همببین راسببتا مطالعببات متعببددی .

سببازی ایببن  های گیاهی مختل  و به بررسببی بهینه روی گونه 

نسبت پرداختند که نتایج حاصببل از ایببن مطالعببات نشببان داد  

توده  افزایش زیست   برای   که نسبت نیترات به آمونیوم و فسفر 

متفبباوت   مختلبب   گیاهببان  در   فعببال زیسببتی   ترکیبات   و سنتز 

سببازی شببود  ی گیبباهی بهینه از است برای هببر گونببه ی بوده و ن 

(Kotsiras et al., 2002; Tabatabaei et al., 2006; 

Tabatabaei et al., 2008; Zhu et al., 2014 ) .    ایببن تحقیببق

سازی سیستم کشت ریشه مویین در گیاه توتون  بهینه   با هدف 

  بببر   مقیاس وسیع انجام شد. در  توده  برای افزایش میزان زیست 

مطالعببات روی    تبباکنون   دسببترس،   قابببل   علمببی   منببابع   اس سبب ا 

نسبت نیترات به آمونیوم روی گیاه توتون انجام نشببده اسببت.  

رو در این تحقیق، اثر نسبت نیترات به آمونیوم، پتاسببیم  از این 

)جامببد و مببایع( بببر   و نوع محیط کشت   دی هیدوژن فسفات 

 گیرد.  توده مورد بحث قرار می میزان تولید زیست 

 ها و روش   دموا 
( رقبببم Nicotiana tabacumتوتبببون ) های ببببذر

Xanthi  از مرکببز تحقیقببات و آمببوزش توتببون تیرتبباش

دقیقه در یک   10ها به مدتاستان گرگان( تهیه شد. بذر)

 5هیپوکلریببت سببدیم  µl 300 محلببول شببوینده )حبباوی

 (مقطر اسببتریلآ   µl  700و    X100تریتون    µl  6،  درصد

مقطببر اسببتریل ه مرتبببه بببا آ سضدعفونی شدند و سپ   

دار بببر روی صببورت فاصببلهها بهشستشو داده شدند. بببذر

( و در شرایط نوری pH= 8/5) معمولی MSکشت محیط 

سبباعت تبباریکی در    8ساعت روشببنایی و  16لوک  با    1000

گراد در اتبباک کشببت نگهببداری  درجببه سببانتی   24  ±2دمای  

وم رایزوژنببز  ی شدند. جهت القای ریشه مببویین، از اگروببباکتر 

اسببتفاده شببد. ببباکتری رایزوژنببز در    ATCC15834سببویه  

گرم بر  میلی  50مایع حاوی ( Lauria-Bertani) محیط کشت 

بببر گراد  سانتی  28ریفامپیسین در دمای  لیتر از آنتی بیوتیک 

دور در دقیقه   120( با سرعت  JTSL20مدل  روی شیکر )

ی رساعت کشت داده شد. سوسپانسیون ببباکت  48به مدت  

دور در دقیقه  4000و با  C 4˚در دمای   4/0برابر با    ODبا  

( رسببو  داده شببد و رسببو  5110R) سببانتریفیوژ مببدل 

از ایببن  به آرامببی حببل شببده و   MS  2/1باکتری در محیط  

سوسپانسیون به منظور تلقیح استفاده شد. نمونه برگی سببترون  

هببا در عببر  بببه  ای تهیببه شببدند. بر  از گیاهببان سببه هفتببه 
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بببه درون    متری بببرش داده شببدند، سببپ  ل یک سببانتی ص فوا 

  10تببا    5منتقببل و  مایع تلقیح حبباوی اگروببباکتریوم رایزوژنببز  

های آلوده بر روی کالذ صافی  دقیقه تکان داده شدند. بر  

شوند، سپ  روی محببیط   آبگیری استریل قرار داده شدند تا 

روز در شببرایط    3تببا    2بدون هورمون، بببه مببدت    MSکشت  

شببدند.    داده   گراد قببرار درجه سببانتی  24±2ر دمای د تاریکی 

  حبباوی سفوتاکسببیم   محببیط انتخببابی ها بببه  نمونببه ریز سببپ   

 (Cefotaxime )    گرم بر لیتر جهت حببذف  میلی   200با للظت

های  اگروباگتریوم منتقل شدند و همچنین از کشت ریزنمونه 

 Tempe and)   عنوان شبباهد اسببتفاده شببد بببدون تلقببیح بببه 

Casse-Delbart, 1989 .)   های ریشببه  منظور تثبیببت کشببت بببه

  5حببدود  های در حال رشببد، قطعبباتی بببه طببول  مویین، ریشه 

های  شببامل نسبببت   MSشده و به محیط کشببت  جدا   متر سانتی 

( که از  30/ 5/ 1  و   mM  19 /20  ،1 /5 /1 /5)   نیترات به آمونیوم مختل  

آمونیببوم  ، 3NOکننببده مینأت عنوان منبببع نیتببرات پتاسببیم بببه 

( و از  4NHمین آمونیببوم ) أ بببه بببرای تبب   4SO2)4H(Nسببولفات  

( بببرای  12و    mM  3  ،6میزان پتاسیم دی هیدروژن فسببفات ) 

  شببده حبباوی ترکیبببات  کر   MSمین فسببفر اسببتفاده شببد.  أ تبب 

)بببدون    آگببار( و مببایع  درصد  0/ 6رت کشت جامد )با صو به 

  25  دمببای   و   تاریکی  شرایط  در  تیمار  18آگار( در مجموع با 

  ( بببا JTSL20مببدل  )   چرخشببی   شیکر   روی   د ا گر سانتی   درجه 

هببا  گهداری و کشببت شببدند. تیمار ن   دقیقه   در   دور   90  سرعت 

  3در یک آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملًا تصادفی بببا 

  نمونه در هر تکرار با همدیگر مقایسببه شببدند ریز   10تکرار و  

ها از محیط کشببت  (. پ  از گذشت یک ماه ریشه 1)جدول  

گیری شببد. سببپ   هببا انببدازه ن وزن تر آن ا خارج شدند و میز 

درجببه    50مقطر شستشو شدند و در آون دمای  ها با آ  ریشه 

ساعت قببرار گرفتنببد و سببپ  میببزان   48گراد به مدت سانتی 

  گیری شببد. ها اندازه ها برای هر یک از تیمار وزن خشک آن 

  و   MSTATC  افببزار نرم   از   اسببتفاده   بببا   ا، هبب داده   آماری   بررسی 

  روش   بببه   شببده گیری اندازه   صببفات   بببرای   هببا ین گ میان   مقایسببه 

 پذیرفت.   انجام   دانکن 

های مببویین از طریببق واکببنش تأییببد تراریختببی ریشببه

 (PCRای پلیمراز )زنجیره

ی DNAهای مببویین  منظور تأیید تراریختببی ریشببهبه  

استخراج شببد  CTABهای مویین به روش ژنومی از ریشه

(Gawel and Jarret, 1991).  انجببامPCR  بببا اسببتفاده از

 هببایو آلازگر rolC هببایهببای اختصاصببی ژنآلازگر

 الگببو عنوانبببه ژنببومی DNA روی VirGژن  اختصاصببی

 (.2گردید )جدول  انجام

ای پلیمببراز بببا یببک چرخببه هببای زنجیببره واکنش

گراد سببانتیدرجببه    95سازی اولیه یببک بببار در  واسرشت

ی اسازی در دمبب واسرشتچرخه شامل،    35دقیقه،    3برای  

دقیقه، مرحله اتصال آلازگر   1گراد برای  درجه سانتی  95

ثانیه، تکثیببر   30گراد و برای  درجه سانتی  55در دمای در  

DNA   دقیقببه و  1گراد بر حسببب درجه سانتی 72الگو در

گراد به مدت درجه سانتی  72در    یک چرخه تکثیر نهایی

( انجببام شببد. PCR BIO-RADدقیقببه )در دسببتگاه  7

درصد الکتروفورز و به   1روی ژل آگارز    PCRمحصول  

 .برداری شدوسیله دستگاه ژل داک عک 

 

Tabe 1. The combination of 18 different treatments used to study their effect on hairy roots biomass 

profuction 

5.1/5.1 mM NO3/NH4* 3mM 

KH2PO4* liquid cultuer =a1b1c1 

19/20 mM N03/NH4* 3 mM 

KH2PO4* liquid cultuer =a2b1bc1 

30/5.1 mM NO3/NH4* 3 mM 

KH2PO4 * liquid cultuer =a3b1c1 

5.1/5.1 mM NO3/NH4* 3mM 

KH2PO4* solid cultuer =a1b1c2 

19/20 mM N03/NH4* 3 mM 

KH2PO4* solid cultuer =a2b1c2 

30/5.1 mM NO3/NH4* 3 mM 

KH2PO4 * solid cultuer =a3b1c2 

5.1/5.1 mM NO3/NH4* 6mM 

KH2PO4* liquid cultuer =a1b2c1 

19/20 mM NO3/NH4* 6 mM 

KH2PO4* liquid cultuer =a2b2c1 

30/5.1 mM NO3/NH4* 6 mM 

KH2PO4 * liquid cultuer =a3b2c1 

5.1/5.1 mM NO3/NH4* 6mM 

KH2PO4* solid cultuer =a1b2c2 

19/20 mM NO3/NH4* 6 mM 

KH2PO4* solid cultuer =a2b2c2 

30/5.1 mM NO3/NH4* 6 mM 

KH2PO4 * solid cultuer =a3b2c2 

5.1/5.1 mM NO3/NH4*12 mM 

KH2PO4* liquid cultuer =a1b3c1 

19/20 mM NO3/NH4* 12 mM 

KH2PO4* liquid cultuer =a2b3c1 

30/5.1 mM NO3/NH4* 12 mM 

KH2PO4 * liquid cultuer =a3b3c1 

5.1/5.1 mM NO3/NH4* 12 mM 

KH2PO4* solid cultuer =a1b3c2 

19/20 mM NO3/NH4* 12 mM 

KH2PO4 * solid cultuer =a2b3c2 

30/5.1 mM NO3/NH4* 12 mM 

KH2PO4 * solid cultuer =a3b3c2 
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Table 2. The sequence of primers used in this study 

Refernece 
Amplification 

fragment length (bp) 
 ( 5´-3´) Sequence Primer 

Jalilian et al., 2015 626 CTCCTGACATCAAAACTCGTC rolC-F 
626 TGCTTCGAGTTATGGGTACA rolC-R 

Kortstee et al., 2011 
819 CCGCGGTCAGCCGCAATTCT VirG-F 
819 CCTGCACGTCCGCGTCAAAGAAATA VirG-R 

 

 نتایج و بحث 
هببای  از آلازگر   ه ای پلیمببراز بببا اسببتفاد واکببنش زنجیببره 

  bp 626ای به طببول منجر به تکثیر قطعه  rolCاختصاصی ژن 

در ژنببوم   rolCای مورد انتظار ژن ی قطعه گردید که با اندازه 

(. همچنببین بببرای  a1  شببکل های مویین مطابقت داشت ) ریشه 

هببای  اطمینان از عدم وجود آلودگی باکتریببایی و بقایببای ژن 

بببا اسببتفاده    PCRت، انجببام خ های تراری باکتری در روی لاین 

صببورت گرفببت. عببدم   VirG های اختصاصی ژن از آلازگر 

-Tهای مببویین، کببه در خببارج از در ریشه  VirGحضور ژن  

DNA    قرار دارد دلیلببی بببر عببدم وجببود هببر گونببه آلببودگی

 (. b1)شکل    های مویین است باکتریایی ریشه 

 های مویین تثبیت ریشه 

های مببویین  ه شبب های حاصل از وزن تر و خشببک ری داده 

هببای  ها مببورد تجزیببه و تحلیل بعد از آزمون نرمال بودن داده 

آماری قرار گرفتنببد. نتببایج حاصببل از تجزیببه واریببان  ایببن  

( ارائه شده است. بررسببی نتببایج جببدول  3ها در جدول ) داده 

هببای نسبببت  ها نشان داد کببه اثببر فاکتور تجزیه واریان  داده 

روژن فسببفات، محببیط  د هیبب نیتببرات بببه آمونیببوم، پتاسببیم دی 

( اثببر  ≥0P/ 05درصببد )   پببنج کشببت جامببد و مببایع در سببطح  

 داشتند.  های مویین  داری روی وزن تر و خشک ریشه معنی 

نیتببرات بببه    گانه نسبببت ی میانگین اثببر متقابببل سببه مقایسه 

محببیط   نببوع  و  دی هیببدروژن فسببفات  میزان پتاسیم  آمونیوم، 

  5ح  ط در سبب   کشت )مایع و جامد( به کمببک آزمببون دانکببن 

ترتیب بببرای صببفات وزن تببر و وزن خشببک در  درصببد بببه 

بیشببترین میببزان    ( آورده شببده اسببت. 3( و ) 2های ) شببکل 

   30/5.1توده در محببیط کشببت مببایع بببا میببزان  زیسببت 

مببولار  میلی   12مببولار از نسبببت نیتببرات بببه آمونیببوم و  میلی 

پتاسببیم دی هیببدروژن فسببفات و همچنببین در محببیط مببایع  

ز ایببن نسبببت ) نیتببرات بببه آمونیببوم(  ا حبباوی میببزان بببالای  

آمد. همچنین، کمترین میببزان وزن تببر و خشببک در  دست به 

  ( از نسبببت mM  5/ 1/ 5/ 1میببزان کمتببری ) های بببا محیط کشت 

(   mM3فسببفات ) نیترات به آمونیوم و پتاسیم دی هیببدروژن 

  18 بببین  کببه  شببود می  استنباط  چنین  بالا  نتایج   مشاهده شد. از 

نیببز    عه نسبت بالای نیترات بببه آمونیببوم ل مطا  مورد  های فاکتور 

  کبباهش   بببا   و   اسببت   داشته   توده میزان زیست   روی   تأثیر بالایی 

 .یابد می   کاهش   طبع   به   میزان وزن تر و خشک   نسبت،   این 

های مببویین و تولیببد  هببای مهببم در ریشببه بیببان پروتئین 

هببای ارزشببمند در گیاهببان، یببک هببدف مهببم در  متابولیت 

یببای بسببیاری بببرای تولیببد  ا کشبباورزی مولکببولی اسببت. مز 

تببوان  های مویین وجود دارد، از جملببه می ها در ریشه پروتئین 

دارویببی    های نوترکیب به جلوگیری از کاهش انتشار پروتئین 

در محیط، کنترل شرایط رشببد و جلببوگیری از آلببودگی در  

   .( Hakkinen et al., 2014) تولید پروتئین اشاره نمود  

توده یببک  افزایش زیست  سازی شرایط کشت برای بهینه 

امر ضروری است، زیببرا ایببن موضببوع باعببث بهبببود شببرایط  

های متابولیکی در جهت تولید  توده و تغییر مسیر تولید زیست 

  ترکیبات  شود. معمولًاها می و سنتز متابولیت ثانویه و پروتئین 

  نسبببت و للظببت   برحسببب   های مببویین محببیط کشببت ریشببه 

هببا  المنت سفر و دیگببر ماکرو ف نیتروژن،  کربن،  منابعی از قبیل 

توده  زیسببت  کند تا بهترین شببرایط بببرای تولیببد تغییر پیدا می 

مببتثر بببرای محببیط    شبباخ  حاصل شببود. در همببین راسببتا،  

توده و رواببببط ببببین ترکیببببات در  تولیبببد زیسبببت   -مغببذی 

های بیولوژیبببک )زیسبببتی( انجبببام گرفتبببه اسبببت  سیسبببتم 

 (Georgiev et al., 2007 ) ای مویین گیبباه ه . برای مثال، ریشه  

بببا    MS( در محیط کشببت  Psoralea corylifoliaباکوچی ) 

هببای مختلبب  آمونیببوم و نیتببرات بببرای تولیببد  تغییببر للظت 

توده القاء شدند. نتایج حاصببل از  ایزوفلاون و افزایش زیست 

توده و  ایببن مطالعببه نشببان داد کببه افببزایش تولیببد زیسببت 

مونیوم به  آ از   mM   10 /20با نسبت   MSایزوفلاون در محیط  

  3NOنیترات حاصل شد و کاهش هر یک از منابع نیتببروژن ) 

های مببویین  داری روی کاهش رشد ریشه تأثیر معنی   ( 4NH  و 

 .  ( Shinde et al., 2010) داشت  
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Figure 1. a) PCR analysis for transgenic hairy roots amplified using gene rolC primers 

b) Electrophoresis of PCR products of transgenic hairy roots by specific virG primers  

using virG-specific primers.  M: 1 Kb DNA Lader, c: Negative control (water),  

p: Positive control (Ri plasmid of A.rhizogenes), w: non-transformed control 
 roots. 1-6: Transgenic hairy root clones 

 
Table 3. Analysis of variance for hairy root biomass in tobacco plants 
Source of variation df 

Mean squares 

Fresh weight (gr) Dry weight (gr) 

NO3/NH4 2 3.797** 0.185 ** 

KH2PO4 2 0.771** 0.010** 

NO3/NH4 ratio× KH2PO4 4 0.159** 0.006** 

Liquid and solid cultuer  1 2.273** 0.188** 

NO3/NH4 ratio× liquid and solid culture  2 0.667** 0.041** 

KH2PO4× liquid and solid culture 2 0.016ns 0.015** 

NO3NH4× KH2PO4× liquid and solid culture  0.076* 0.004* 

Error  36 0.022 0.001 

C.V. (%)  5.79% 14.61% 
**: Significant at 1%level, ns: not significant, * at 5% level.  

 
 

 

F
re

sh
 w

e
ig

h
t 

 

(g
r)

 

Treatments  
 

 

Figure 2. Mean comparison of interaction effect of NO3/NO4, KH2PO4 and type of culture media on 

hairy roots fresh weight, using Duncan's multiple reange test (α=0.05) 

 
 



 ...  های تأثیر فسفر و نیتروژن بر تولید ریشه کاران:همو  خادمی 

 

20 

 

D
ry

 w
ei

g
h

t 
 

(g
r)

 

Treatments  
 

Figure 3. Mean comparison of interaction effect of NO3/NO4, KH2PO4 and type of culture media on 

hairy root dry weight, using Duncan's multiple reange test (α=0.05) 

 

هببای  ه در بالا اشاره شد لازم است پژوهش چ بر اساس آن 

سازی شرایط تحریببک رشببد ریشببه  تری جهت بهینه گسترده 

ثر  ت مویین در گیاه صورت بگیببرد. بببر ایببن اسبباس عوامببل مبب 

توده در گیاهببان مختلبب  گببزارش  متنوعی در تولیببد زیسببت 

شده است و این تحقیق به منظور دستیابی به روش مناسببب و  

عنوان  بببه توده در گیاه توتببون ت زیس  کارایی بالا جهت تولید 

 یک گیاه مدل در مهندسی ژنتیک طراحی گردید. 

هببای کلیببدی بببرای  عنوان یکی از فاکتور منبع نیتروژن به 

توده در کشت سلول گیاهی شناخته شده اسببت.  تولید زیست 

نیتروژن یکببی از عناصببر ضببروری و جببز ترکیبببات مهببم در  

از وزن خشببک    د درصبب 2تببا    1/ 5گیاهان است که در حببدود  

های گیاه را شببامل  از تمام پروتئین  درصد  1گیاه و در حدود 

  و   مونتبباژ   نیتببروژن بببرای   . همچنببین ( Stitt, 1999) شببود  می 

  مبباکرو   چنببدین   سببنتز   بببرای   ضببروری   عناصببر   بندی سببرهم 

  ضببروری   پببروتئین   و   DNA ،  RNA  جمله   از   ها دیگر مولکول 

 .  ( Manuhara et al., 2015) است  

ا توجه به اهداف کشاورزی مولکببولی  ب در مطالعه حاضر  

های کلیببدی در  در ریشه مویین گیاه توتون به بررسی فاکتور 

توده پرداختببه شببد. در همببین راسببتا،  جهببت افببزایش زیسببت 

  MSهای مختل  نیترات به آمونیوم در محببیط کشببت  نسبت 

های مویین تغییر پیدا  نیاز ریشه برای تأمین میزان نیتروژن مورد 

های مختل  نیترات به  صل از بررسی در نسبت ا کرد. نتایج ح 

های مویین حبباکی  آمونیوم در جهت تحریک و تثبیت ریشه 

برابر از نسبببت نیتببرات   6از این بود که محیط کشتی با میزان 

ای در تحریک ریشه مویین در این گیاه  ثیر ویژه أ به آمونیوم ت 

داشت و میزان حببداکثر وزن تببر و خشببک بعببد از یببک مبباه  

ها  آمد. ایببن یافتببه دسببت گببرم( به 0/ 47و    11/ 66تیب بببا  ر ت )بببه 

دهد که نسبت نیترات به آمونیببوم نقببش بسببزایی در  نشان می 

 هببا دارد و کبباهش  تحریببک ریشببه مببویین و فراوانببی آن 

 هبببا باعبببث کببباهش  ایبببن نسببببت ببببا وجبببود سبببایر فاکتور 

 گببرم ( شببده اسببت )شببکل   0/ 08و    2/ 33توده ) میزان زیست 

4 .) 

در رابطه با    et al  Ghorbani(  2015)  های افته ی نتایج ما با  

 گببرم بببر لیتببر(   3/ 5و  1/ 5افزایش نسبت نیترات بببه آمونیببوم ) 

 توده در گیاه خرفه مطابقت داشببت. همچنببین  بر میزان زیست 

صببورت  ی دیگببری، منببابع مختلفببی از نیتببروژن به در مطالعببه 

آمونیوم، نیترات، گلوتامین یببا گلیسببین را بببه محببیط کشببت  

MS  صورت مجزا یببا ترکیبببی از ایببن منببابع بببه محببیط  ه به چ

تنهببا   اضافه شدند. نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که نببه 

منبع نیتروژن بلکببه ترکیبببی از ایببن منببابع نیببز باعببث افببزایش  

ترین  شود. در مجموع گلوتامین و نیترات مهم توده می ست زی 

منبع تولید نیتروژن معرفی شدند. در این مطالعه همچنین  کر  

توانببد یببک منبببع کببافی  شده است که آمونیوم به تنهایی نمی 

 (. Holland et al., 2010)  برای رشد سلول گیاهی باشد 
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Figure 4. Production of hairy root in tabacco plant. (a) Extension of transformed roots in MS  

solid media. (b) Rapidly growing transformed roots in MS liquid medium with high levels of 

nitrogen and phosphorus (C-D) Production of hairy root in MS liquid media with minimum  

and maximum amount of NO3/NH4 and KH2PO4, respectively 

 

گببزارش  .Muranaka et al (1992) در پژوهشببی

موجببب    3KNOدر    ( 3NO-)  للظت بالای نیتببرات کردند که 

های مویین شده است. در  اثرات سمی در محیط کشت ریشه 

   Franklin and Dixon ( 1994ی دیگببری توسببط ) مطالعببه 

حببیط  در م   mM  15  بیشببتر از   3KNOنشان دادند کببه للظببت  

MS   ها  تواند باعث کبباهش رشببد سببریع در کشببت ریشببه می

شود. در یک مطالعه دیگر، بررسی اثرات هر یک از عناصببر  

3KNO    4وNH   صببورت منفببرد نشببان داد کببه اسببتفاده از  به

+آمونیببوم ) 
4NH ( نسبببت بببه نیتببرات )-

3NO  ،بببرای رشببد )

  3KNO  للظببت   بببالای   دیگر، میزان عبارت تر است. به مطلو  

  K+  ولی در مقابل، تجمببع   شود، می   3NO  میزان   ایش افز   باعث 

. در  ( Mairet et al., 2009) و اثرات سمی را نیز در پببی دارد  

هببای حاصببل از للظببت  همین راسببتا، بررسببی و مقایسببه داده 

  MSبببالای نیتببرات بببه آمونیببوم بببا شبباهد )محببیط کشببت  

معمولی( انجام شد. نتایج حاصل از این مطالعه نشببان داد کببه  

توده نسبببت  یش نسبت نیترات به آمونیوم میببزان زیسببت با افزا 

به شاهد افزایش یافت و اثری از کاهش رشد با روند افزایش  

( مشبباهده نشببد. نسبببت  4NH/330.5.1 mM NOاین نسبببت ) 

های  نیتببرات بببه آمونیببوم باعببث تغییببر در مروفولببوژی ریشببه 

شببود.  هببا می مویین، با افزایش تولید ریشه و منشعب شدن آن 

 کر است که پاسببخ گیاهببان مختلبب  بببه میببزان نسبببت   قابل 

نیترات و آمونیوم برحسب نوع گیاه، شرایط محیطی، مرحلببه  

توانببد  توسعه و نمو، للظت نیتروژن و هدف مورد مطالعببه می 

سازی نسبببت  متفاوت باشد، بنابراین برای هر گیاه نیاز به بهینه 

 ,Stitt, 1999; Claussen)   نیترات به آمونیوم ضروری اسببت 

2002; Kotsiras et al., 2002; Lu et al., 2009 .) 

  بببر   مثبتببی   تببأثیر   که   است   عناصر پرمصرفی   جمله   از   فسفر 

  دارد. در مطالعببات مختلبب  بببرای   مببویین   های ریشببه   رشببد 

  مختلفببی   هببای للظت   رشد بهینه ریشه مویین،   آوردن   دست به 

  کشببت   محببیط   بببه (  4PO2KHو    3KNO)   فسببفات   سببطوح   از 

 ,.Christen et al., 1992; Payne et al) شببده اسببت    اضببافه 

1987; Toivonen et al., 1992 ). 

بببر روی    Praveen and Murthy(  2013نتببایج مطالعببه ) 

  هببای للظت   نشان داد که   Withania somnifera)باد ) پنیر    گیاه 

  4PO2KHگرم بر لیتببر( از    1/ 7و    1/ 27-0/ 85-صفر متفاوتی ) 

  بیشببترین   مویین است. های مهم در تولید ریشه  یکی از فاکتور 

  بببا   4PO2KHگببرم بببر لیتببر    1/ 7للظببت   در  توده زیست  میزان 

  13/ 11  بببا   خشببک   وزن   و   لیتببر   بببر   گببرم   139/ 2تببر   وزن   میزان 

  داری معنببی  تببأثیر   فسببفات   آمد و میببزان دسببت به   لیتر   در   گرم 

 .است   رشد ریشه داشت  افزایش   با   توده زیست   روی 

 توده  در مطالعه دیگری نیز ثابت شد که افببزایش زیسببت 

 و تولیببد بتببالین در کشببت ریشببه مببویین گیبباه چغنببدر قنببد  

(beta vulgaris بببا میببزان پببایین فسببفات محببیط مببرتبط )

در مطالعه حاضببر، پتاسببیم  (.Pavlov et al., 2005) است

عنوان منبببع ( بببه12و  mM 3 ،6دی هیببدروژن فسببفات )

های مویین مورد سازی شرایط رشد ریشهفسفر برای بهینه

اده قرار گرفت. نتایج حاصل از این مطالعه نشببان داد استف

که افزایش میزان فسببفر در کنببار فبباکتور نیتببروژن باعببث 

های های فرعببی بیشببتری در ریشببهتحریببک القبباء ریشببه

شده و با کم کببردن للظببت مویین نسبت به شاهد مشاهده 

هببای ها کاهش یافت. با مقایسببه داده این مواد تعداد ریشه

شود کببه گونه استنباط میا سایر تحقیقات ایناین مطالعه ب
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توده در فسفر در کنار فاکتور نیتروژن باعث تولید زیسببت

شود و سطح منبع فسفر در محیط کشت با گیاه توتون می

 میزان تولید ترکیبات مورد بررسی ارتباط دارد.

  نیتروژن   ویژه به   ها ماکروالمنت   للظت   سازی بهینه   بنابراین 

  تولیببد   سببمت   به   کلیدی   مرحله   یک   کشت  محیط  در  فسفر  و 

 Mantell) است   گیاه   در   ثانویه و پروتئین   های متابولیت   بالای 

and Smith, 1983 ) کشببت   . در کنار این دو عنصببر، محببیط  

 محببیط و سببهولت    pHدهی، کنتببرل  بببه خبباطر تهویببه   مببایع، 

هببا بببه ایببن امببر کمببک شببایانی  در دسببترس قببرار دادن یون 

 .  ( Manuhara et al., 2015) کند می 

 گیری نتیجه 

های مببویین یببک فرصببت جدیببد و یببک  کشببت ریشببه 

هببای نوترکیببب و  اندازه خببو  بببرای تولیببد پروتئین چشببم 

های  اسببت. ریشببه شرایط درون شیشه های ثانویه در متابولیت 

  دلیل نگهداری آسببان و مناسببب بببرای سببازگاری در  مویین به  

  نظببر   از   تی زیسبب  فعببال  ترکیبببات  ها، تولید راکتور های  سیستم 

بیوشببیمیایی کبباربرد دارد و همچنببین در    و   ژنتیکببی   ثبببات 

هببای نوترکیببب  های مویین بببرای بیببان پروتئین آینده، ریشه 

یببک ابببزار جدیببد   دارویی و نگهدارنده در صببنایع لببذایی 

در پژوهش حاضر نیز با توجه به اهمیببت   شود. محسو  می 

سازی  ه های مویین، بهین ترکیبات محیط بر میزان تولید ریشه 

این ترکیبات مورد مطالعه قببرار گرفببت. نتببایج ایببن مطالعببه  

توانببد در  نشان داد که تغییر در هر یک از این ترکیبببات می 

توده و بببازده تولیببد  های مویین، افببزایش زیسببت رشد ریشه 

هببا از  هببای نوترکیببب پبب  از بیببان آن ترکیبببات و پروتئین 

 ثر باشد. ت های مویین م طریق کشت ریشه 

 اری ز گ سپاس 

از آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه  

لرستان به سبب فراهم آوردن شرایط تحقیق کمببال تشببکر را  

 داریم. 
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