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Abstract 

Catharanthus roseus is a highly significant medicinal plant that produces alkaloids with notable 

therapeutic effects for treating various cardiovascular diseases and cancers. Due to the low 

production of secondary metabolites, hairy root culture, which offers high stability, is a suitable 

method to increase the efficiency of these metabolites. In this experiment, the effects of A4, A7, A13, 

11325, 15834, and k599 strains, and of B5, 1/2B5, 1/4B5, MS, 1/2MS, and 1/4MS media on the 

induction of hairy roots in leaf explants were evaluated. Then, the best medium for hairy root 

proliferation was assessed in B5, 1/2B5, 1/4B5, 1/8B5, MS, 1/2MS, 1/4MS, and 1/8MS liquid media. 

The effects of methyl jasmonate (0, 100, and 200 µM) on protein levels, EC, malondialdehyde, and 

Catharanthine were investigated. The results showed that all strains induced hairy roots, but 

differences in hairy root percentage were observed. The highest hairy root percentage (60.67%) was 

obtained with the A4 strain and the 1/4B5 solid medium. The rate of hairy roots varied across 

different liquid media, with the best medium yielding 1/4B5 hairy roots (4.146 g). Hairy roots treated 

with methyl jasmonate showed an increase in the studied traits compared to the control, so that the 

highest amount of protein (18.142 mg/g), EC (757.67 mS/mm), and MDA (0.118 nmol/g) was 

observed in the 200 µM methyl jasmonate. The amount of Catharanthine also increased significantly 

in hairy roots treated with 100 and 200 µM methyl jasmonate compared to the control. The results of 

this study showed that using strain A4 in combination with 1/4 B5 medium provides the best 

conditions for the induction and growth of hairy roots of Catharanthus roseus, and that the use of 

methyl jasmonate as an elicitor significantly increases the production of proteins and valuable 

secondary metabolites in hairy roots. These methods can be effective and sustainable strategies for 

improving the yield of medicinal metabolites from C. roseus. 
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Introduction  

Beyond its ornamental appeal, Catharanthus roseus is renowned for its bioactive indole alkaloids such as 

vincristine, vinblastine, and catharanthine, which have made it a cornerstone of pharmaceutical research and 

cancer treatment. Catharanthine is a complex indole monoterpenoid alkaloid that plays an essential role in the 

biosynthesis of anticancer agents such as vinblastine and vincristine. Plants synthesize secondary metabolites 

such as alkaloids, flavonoids, and terpenoids through complex biosynthetic pathways that play important roles 

in defense, stress response, and ecological interaction. In vitro tissue culture techniques offer a powerful 

alternative to plant culture for the production of secondary metabolites. Hairy root culture provides distinct 

advantages for the production of secondary metabolites. Hairy roots retain the distinctive characteristics and 

biosynthetic capacity of plant roots, leading to higher genetic stability and more stable production of 

compounds such as alkaloids, phenols, and terpenoids. Elicitors play a fundamental role in stimulating plant 

defense responses that lead to increased biosynthesis of secondary metabolites. Elicitors such as methyl 

jasmonate and salicylic acid, by simulating biotic or abiotic stress conditions, activate key signaling pathways 

and increase the expression of genes involved in the production of valuable compounds such as alkaloids, 

flavonoids, and terpenoids. This study reviews an advanced biotechnological strategy to enhance secondary 

metabolite production by optimizing hairy root formation. This method exploits Agrobacterium rhizogenes' 

natural genetic transformation capabilities to generate fast-growing, hormone-independent root cultures with 

high biosynthetic potential. 

 

Materials and Methods 

Catharanthus roseus seeds were immersed in 70% ethanol for 3 minutes, then surface-disinfected in 1.5% 

sodium hypochlorite for 15 minutes, and after washing with sterile distilled water for 5 minutes three times, 

they were cultured on MS medium. After 3 to 8 weeks, the seedlings were used to prepare explants and induce 

hairy roots. To determine the best bacterial strain for hairy root induction, Agrobacterium rhizogenes strains 

A4, A7, A13, 11325, 15834, and K599 were used. Leaf, stem, cotyledon, and node explants were isolated and 

inoculated with bacterial strains. To remove excess bacteria, the explants were transferred to B5, 1/2B5, 1/4B5, 

MS, 1/2MS, and 1/4MS media. After hairy root growth, MS, 1/2MS, 1/4MS, 1/8MS, B5, 1/2B5, 1/4B5, and 

1/8B5 media were used to determine the optimal liquid medium. After hairy root growth, methyl jasmonate 

(0, 100, and 200 μM) was applied. Seventy-two hours after treatment, sampling was performed, and the amount 

of protein, electrical conductivity, malondialdehyde, and catharanthine was measured. Statistical calculations 

and data analysis were performed with SPSS 16, and comparisons of means were performed using Duncan's 

test at a 5% significance level. 

 

Results and Discussion 

Leaf explants, stems, cotyledons, and nodes were inoculated with A. rhizogenus. Leaves were selected as 

suitable explants and used for co-cultivation. In leaf explants inoculated with A. rhizogenus strains, hairy roots 

appeared on average after 13 days. According to the analysis of variance, the effects of the bacterial strain and 

root medium were significant at the 1% level for the production of hairy roots in C. roseus. In addition, the 

interaction between the bacterial strain and the rooting medium was significant at the 5% level. In general, the 

highest rooting percentage was observed with strain A4 in 1/4B5 medium (60.67%), strain A4 in 1/2B5 

medium (54%), and strain 15834 in 1/4B5 medium (52%). Hairy roots from strain A4 in 1/4B5 medium 

appeared with more branches and faster growth, and the percentage of hairy roots in this treatment was higher 

than in other strains and media. In all strains, as medium concentration decreased, the rate of hairy roots 

increased, and this increase was greater in B5 medium than in MS medium. In other words, when B5 medium 

was used at lower concentrations (1/2 or 1/4), it had a much better effect on hairy root growth. These 

observations indicate that hairy roots exhibit a significant response to the medium and its components, as 

reflected in growth rate and root morphology. It can be assumed that hairy roots require a diluted medium for 

establishment, proper growth, and maintenance of structure. It seems that at least part of this effect is due to 

the response of hairy roots to the isotonic pressure of the medium. Analysis of variance revealed significant 

differences among treatments for total protein, electrical conductivity, malondialdehyde, and catharanthine. 

The highest amount of protein, electrical conductivity, malondialdehyde, and catharanthine was observed in 

the 200 μM methyl jasmonate treatment. These results indicate the induction of a controlled stress response 

and the activation of metabolic pathways involved in protein synthesis and the production of secondary 

metabolites. Increased electrical conductivity indicates regulated ion leakage from root hair cells, thereby 

enhancing ion exchange and access to essential precursors for catharanthine synthesis. 



Optimization of Hairy Root Establishment and Increased Catharanthine Production Using …/ Roghayyeh Hazrati et al. 79 

 
Conclusion 

The results of this study indicated that the use of strain A4 along with 1/4B5 medium provides the best 

conditions for the induction and growth of hairy roots of C. roseus, and the use of methyl jasmonate 

significantly increases the production of proteins and valuable secondary metabolites in hairy roots. These 

methods can be used as effective and sustainable strategies to increase the yield of medicinal metabolites from 

C. roseus. 
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سازی استقرار ریشه موئین و افزایش تولید کاتارانتین توسط محرک متیل  بهینه

 Catharanthus roseusجاسمونات در 
 

 2منصور میران ،1رسول اصغری زکریا ،1، مهسا صمدی1*، ناصر زارع 1رقیه حضرتی
 یلیدانشگاه محقق اردب ،ی عیو منابع طب یدانشکده کشاورز ،ی اهیگ کیو ژنت دیتول ی گروه مهندس1

 دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی اردبیل ،گروه شیمی دارویی و فارماکوگنوزی2

 

 
 چکیده

قی و  و قلبی عر  ی هاریبیما  اعنوا  نمادراثرات دارویی بسیار مهم برای  ترین گیاهان دارویی است که آلکالوئیدهایی با  از مهم پروانش گیاه

 از   های ثانویه در مقادیر بسیار کم، استفاده به علت تولید متابولیت  است.کند و همواره مورد توجه و استفاده انسان بوده  سرطان را تولید می 

  تأثیر   آزمایش  این  در.  است  مناسبی   روش  هامتابولیت  این   بازده  افزایش  برای  بالا  پایداری  علت  به  موئینریشه    کشت  جمله  از  راهکارهایی 

های  بر القاء ریشه  MS4/1و    B5  ،B52/1  ،B54/1،  MS  ،MS2/1های  و محیط کشت   K599و    A4  ،A7،A13 ، 11325  ،15834  های سویه

،  B5  ،B52/1)های کشت مایع  موئین در محیط  ریشه سپس بهترین محیط برای گسترس    .بررسی شدهای برگ پروانش  در ریز نمونهموئین  

B54/1  ،B58/1  ،MS  ،MS2/1،MS 4/1    وMS8/1)  ( جاسمونات  متیل  محرک  اثر  سپس  گرفت.  قرار  ارزیابی    200و    100،  0مورد 

ها  بررسی شد. نتایج نشان دادند همه سویهموئین  های  آلدئید و کاتارانتین در ریشهبر مقدار پروتئین، هدایت الکتریکی، مالون دیمیکرومولار(

القاء   به  ریشهموئین    ریشه  موفق  نظر درصد  از  ولی  بین سویه شدند،  معنی زایی  اختلاف  مختلف  بیشترین درصد    داری وجودهای  داشت. 

های مایع مختلف نیز در محیطموئین  های  دست آمد. رشد ریشهبه   جامد  B54/1و محیط کشت    A4  ی در سویه  درصد(  67/60زایی )ریشه

تیمار شده با متیل جاسمونات از نظر موئین  های  گرم(. ریشه  146/4آمد )دست  به  B54/1داری داشت که بهترین محیط مایع  اختلاف معنی 

معنی  افزایش  دادند، بهصفات مورد بررسی  نشان  به شاهد  را نسبت  بیشترین مقدار پروتئین )داری  گرم در گرم(،  میلی   142/18طوری که 

میکرمولار متیل جاسمونات    200نانومول در گرم( در تیمار    118/0دئید )آلو مالون دیزیمنس بر میلی متر(  میلی    67/757هدایت الکتریکی )

با  مشاهده شد. مقدار کاتارانتین هم در ریشه داری نسبت به شاهد میکرومولار متیل جاسمونات افزایش معنی   200و    100های تیمار شده 

موئین های بهترین شرایط را برای القاء و رشد ریشه B54/1کشت همراه با محیط  A4 استفاده از سویه دادندنشان   پژوهشنتایج این   داشت.

های ثانویه ها و متابولیتکارگیری محرک متیل جاسمونات موجب افزایش قابل توجهی در تولید پروتئینکند و به گیاه پروانش فراهم می 

های دارویی گیاه عنوان راهکارهای مؤثر و پایدار برای افزایش بازدهی متابولیتتوانند بهها می شود. این روشمی موئین  های  مفید در ریشه 

 .کار گرفته شوندپروانش به
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 مقدمه 

Catharanthus roseus  پروانش   عنوان   به  معمولاً  که   گل 

  خانواده  از   سبز  همیشه  ساله  چندیک گیاه    شود، می  شناخته

Apocynaceae  جهان   سراسر  در  و  است  ماداگاسکار  بومی  

  این.  شودمی  کشت  گرمسیری  نیمه  و  گرمسیری  مناطق  در

  هایگل  های خوشه  و   بیضوی  براق،   هایبرگ   دارای  گیاه

  با   سفید  یا   صورتی  معمول  طوربه  است که  نامتقارن   و   جذاب

  آن   کپسول  شبیه  و  باریک  هایمیوه .  هستند  قرمز  هایرگه

  مؤثر  طبیعی  تکثیر  از  و  شوندمی  باز  بذر  پراکندگی  برای

 C. Roseus  خود،  زینتی  جذابیت  از  فراتر.  دهندمی  اطمینان

-وین  مانند  خوداکتیو  بیو  ایندول  آلکالوئیدهای   علّتبه

  سنگ  یک  به   را   آن  که  کاتارانتین  و  بلاستین وین   کریستین،

  است،   کرده  تبدیل  سرطان  درمان  و  دارویی  هایپژوهش   بنای

کاتارانتین یک آلکالوئید  (. Oakeley, 2023) هستندمشهور 

که نقش مهمی در بیوسنتز  ترپنوئید پیچیده است    ایندول مونو

ضد وین   عوامل  مانند  وین   سرطان  و  ایفا  بلاستین  کریستین 

چه مسیر کامل آنزیمی که مسئول سنتز آن از    اگر  .کندمی

ان یک منطقه  ، همچن یش سازها مانند استریسوسیدین استپ

از   به است   هاپژوهش فعال  همچنان  کاتارانتین  اما    علّت، 

-های خود در شیمی محصول طبیعی و کاربرد آن به کمک

سا یک  درمانی عنوان  داروهای  توسعه  برای  علاقه  ختمان   ،

ارتباط دارویی بر اهمیت   . این کندجلب می به خود  علمی را 

و ها  پژوهش  آن  متابولیک  مسیرهای  در  انجام  حال  در 

 Pan)  کندکاربردهای احتمالی در درمان سرطان تأکید می

et al., 2015.)  آلکالوئیدها،  مانند  ثانویه  هایمتابولیت   گیاهان  

  پیچیده  بیوسنتز  مسیرهایتوسط    را  ترپنوئیدها   و  فلاونوئیدها

  اکولوژیکی  تعامل  و  استرس  پاسخ  دفاع،  در  مهمی  نقش   که

های  تکنیک  .(Pandey et al., 2023)  کنند می  سنتز  دارند،

بر قوی  آزمایشگاهی یک جایگزین  بافت  ای کشت  کشت 

متابولیت  تولید  برای  میگیاه  ارائه  ثانویه  این    .دهندهای 

محیطمی  سببها  روش تا  کنترل  شوند  بسیار  ای  شدههای 

، نور  آن عواملی مانند ترکیب مواد مغذیایجاد شوند که در 

های گیاهی  بتوانند ظرفیت بیوسنتز سلولالیسیتور     و کاربرد

پذیری محیطی    یربا کاهش اثرات تغی  .را به حداکثر برسانند

بافت،  ، روشهای فصلیو دور زدن محدودیت های کشت 

مداوم پتأمین  و  پذیر  مقیاس  مانند ،  ترکیبات  ایدار 

میآلکالوئیدها تضمین  را  ترپنوئیدها  و  فلاونوئیدها   .کنند، 

استراتژی سریع  اجرای  توانایی  این،  بر  های  علاوه 

تنه نه  متابولیک  مهندسی  و  انتخاب  مانند  ا  بیوتکنولوژیکی 

متابولیت می   سبب بازده  بهبلکه    ،شودافزایش  کاهش    منجر 

شود  طی بر روی جمعیت گیاهان طبیعی می فشار زیست محی 

(Ozyigit et al., 2023)در   هایسیستم  سایر  با  مقایسه  . 

  کشت   سوسپانسیون،   یا  کالوس  کشت   مانند  بافت   کشت

  های متابولیت  تولید  برای  متمایزی  مزایای  ین ئمو  های ریشه

 و  متمایز  هایویژگیموئین    های ریشه.  دهدمی  ارائه  ثانویه

  منجر  که  کنندمی  حفظ  را  گیاه   هایریشه  بیوسنتزی  ظرفیت

 مانند  ترکیباتی   پایدارتر  تولید  و   بالاتر  ژنتیکی  پایداری  به

 سریع  رشد  سرعت.  شودمی  ترپنوئیدها   و  هافنول  آلکالوئیدها، 

  ،شودمی  حاصل  هورمون  بدون  هایمحیط  در  اغلب  که  هاآن

  را  متابولیت  سنتز  افزایش  و  پذیر  مقیاس  توده زیست  تجمع

  به   راموئین    هایریشه  کشتها  ویژگی  این .  کندمی  تسهیل

  کند،می  تبدیل  غذایی   و   دارویی  صنایع   در   ضروری  ابزاری

  بالایی  اهمیت  از  اعتماد  قابل  و  پایدار  متابولیت  تولید  که  جایی

آمیز  کشت موفقیت  .(Faraz et al., 2020)  است  برخوردار

به ترکیبی از عوامل بستگی دارد که در کنار  موئین  های  ریشه

سیستم پایداری  و  کارایی  تعیین  هم،  را  القایی  ریشه  های 

هایی با پاسخگویی بالا ترجیحاً از  انتخاب ریزنمونه  .کنندمی

های گیاهی جوان و با رشد قوی برای تسهیل تراریختی  بافت

توسط رایزوژنز    مؤثر  استآگروباکتریوم    .ضروری 

سازی دقیق شرایط کشت، از جمله مدت زمان مناسب  بهینه

کردن  فعال  برای  استوسیرینگون  صحیح  غلظت  آلودگی، 

محیط کشت،    pH  زایی باکتری و تنظیم دقیقهای بیماریژن

مهم   اندازه  همان  به  نیز  کربن  منابع  و  مغذی  مواد  ترکیب 

و    .هستند استریل  شرایط  پایداری    واکشتحفظ  منظم، 

  .کندتوده را بیشتر تضمین میژنتیکی و تجمع مداوم زیست

بههای کنترلفاکتور این   به  شده دقیق،  قابل توجهی در  طور 
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متابولیت تولید  رساندن  در  حداکثر  ارزشمند  ثانویه  های 

برای کا ئهای ریشه موسیستم ربردهای دارویی و صنعتی  ین 

  الیسیتورها   (.Gutierrez-Valdes et al., 2020نقش دارند )

  افزایش   به  منجر  که  گیاه  دفاعی  هایپاسخ  تحریک  در

.  دارند  اساسی  نقش   شوند،می  ثانویه  هایمتابولیت  بیوسنتز

  با  سالیسیلیک   اسید  و  جاسمونات  متیل  مانند  الیسیتورهایی 

  مسیرهای   غیرزیستی،  یا  زیستی  تنش   شرایط  سازیشبیه

  در  دخیل  های ژن  بیان  و  کنندمی  فعال  را   کلیدی  سیگنالینگ

  و  فلاونوئیدها   آلکالوئیدها،   مانند  ارزشمندی   ترکیبات   تولید

  تنها   نه   هدفمند  تحریک  این .  دهندمی  افزایش  را   ترپنوئیدها 

  افزایش  را   بالا  ارزش   با  گیاهی  شیمیایی  مواد  این  بازده

  کل  استخراج  سنتی  هایروش  با  مقایسه  در  بلکه  دهد،می

.  کندمی  فراهم  تولید   برای  پایدار  و  کنترل  قابل  روشی   گیاه،

  کشت  هایسیستم  در  الیسیتورها  از  استفاده  این،  بر  علاوه

 کمتر  ثانویه  متابولیت  تولید  که  کندمی  تضمین   ایشیشه  درون

 برای  را  توجهی  قابل  مزایای  و  است  وابسته  محیطی  تغییرات  به

دهد  می  ارائه  کشاورزی  شیمیایی  و  غذایی  دارویی،  صنایع

(Rajendran et al., 2023).  الیسیتور   یک  جاسمونات  متیل  

  در   اشتوانایی  علّت به  که   است  گیاهی  بیوتکنولوژی  در   مهم

 بیوسنتز  که  دفاع  با  مرتبط  هایژن  سازیفعال  تحریک

  گسترده  طوربه  دهند،می  افزایش  را  ثانویه  هایمتابولیت

  هایگیرنده  به  اتصال  متیل جاسمونات با  .است  شده  شناخته

  کندمی  آغاز  را سیگنال  انتقال  رویدادهای   از  آبشاری  خاص،

  فاکتورهای  و  کلیدی  هایآنزیم  بیان  افزایش   به  منجر  که

  زیستی  فعال  ترکیبات  این   تولید  که  شودمی  رونویسی

  تنها  نه  استخراج  استراتژی  این .  کنندمی  هدایت  را  ارزشمند

  آزمایشگاهی   شده  کنترل  شرایط   در   را   متابولیت  عملکرد

  برداشت   و  محیطی  تغییرات  کاهش   با  بلکه  دهد،می  افزایش 

  سنتز  به  پایدارتر  رویکردی  وحشی،  گیاهان  حد  از  بیش 

   .کندمی تسهیل را  طبیعی محصولات

،  پروانش   اهی در گ   نی موئ  شه یجهت القاء ر  یشیآزمادر  

  ومیآگروباکتر  یهای برگی و تلقیح با باکترریزنمونه   توسط 

و  نس ی تومفاس  ژن  CAMVS35  رکتو حامل    rolC  حاوی 

و   دهییشهر دبهبو ایبر rolCاز ژن  توان یمگزارش شد که 

  rolCژن    همچنین  ، دکر  دهستفاا  ییدارو  نگیاهادر    یشه ر  ءلقاا

  ن یئمو  یشهر  ء لقا در ا  مونیرهو   مختلف  ی ترکیبها  به  نسبت

در آزمایش دیگری    (.Sahandi et al., 2016)  استتر  موفق

  ،A4سویه    4پروانش را با  نوع ریز نمونه برگ و گیاهچه    دو

تلقیح    زوژنزیرا  ومیکتراآگروب  2659و    10266  ،15834

درصد  بر  باکتری  سویه  نوع  اثر  که  داد  نشان  نتایج  کردند. 

تولید   که بیشترین طوریبه  ،است دار  ین معنیئمو  تولید ریشه

حاصل شد. همچنین   10266 هایدر سویه  ین ئ مو  هایریشه

ریز از  ریشه   استفاده  تولید  میزان  بر  نیز  متفاوت    هاینمونه 

نمونه برگ نسبت به گیاهچه برای    ریزو    دار بودین معنیئمو

ریشه مناسبئ مو  تولید  پاسخ  )تری  ین   Sathasivam etداد 

al., 2022).    ریزنمونه  دریافتند  دیگری  پژوهش  در در 

  43/56  با  ین ئمو  ریشهبیشترین میزان تولید  ای پروانش  گلخانه

سویه به  مربوط  استوسیرینگون    A4  درصد  میزان   100و 

 50و در    A13سویه    مربوط به  میکرومولار و کمترین مقدار

های باکتری  استوسیرینگون بود و در اکثر سویهمیکرومولار  

نیز    ین ئمو  ریشهبا افزایش میزان استوسیرینگون، میزان تولید  

شد   یک   بررسی  به  پژوهش،این    .(Hamidi, 2013)  بیشتر 

  تولید  افزایش   جهت  پیشرفته  بیوتکنولوژیکی  استراتژی

  ینئمو  هایریشه  ایجاد  سازیبهینه  با  ثانویه  هایمتابولیت

  ژنتیکی  تبدیل  طبیعی  هایقابلیت  از  که  روشی  پردازد،می

رایزوژنز     با  ای ریشه  های کشت  تولید  برایآگروباکتریوم 

استفاده    بالا   بیوسنتز  پتانسیل   با  هورمون   از   مستقل   و  سریع  رشد

 کنند.می

 

 ها مواد و روش

 مواد گیاهی 

-به خراشیدگی   و شکستگی بدون یکنواخت و سالم بذرهای

-سپس به و    شدندور  درصد غوطه  70در الکل    قه ی دق  3  دتم

درصد ضدعفونی    5/1سدیم    تیپوکلری در ه   قهی دق  15دت  م

-بار شستشو با آب مقطر استریل به  3  پس ازو  سطحی شدند  

کشت    دقیقه،  5دت  م محیط   & MS  (Murashigeروی 
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Skoog, 1962  )  داده کشتکشت  مرحله  شدند.  تا  ها 

از حدود  جوانه پس  و  نگهداری  تاریکی  در  به    7زنی  روز 

ساعت تاریکی در اتاقک    8ساعت روشنایی و    16نوری    دوره

دمای   با شرایط  سانتی  24±2رشد  یافتند. درجه  انتقال  گراد 

ها برای تهیه ریزنمونه  از گیاهچه  ،هفته  8تا    3  بعد از گذشت

 استفاده شد.  موئین القاء ریشه  و

 

 های باکتری مورد استفادهسویه

سویه بهترین  تعیین  القاء  برای  برای  باکتری  ،  ین ئمو  ریشهی 

، A4  ،A7  ،A13  ،11325های  یک کلونی از هر یک از سویه 

صورت جداگانه  بهآگروباکتریوم رایزوژنز    K599و   15834

 ,MYA  (Morton & Fuqua  لیتر محیط کشتمیلی  10به  

حاوی    ،(2012 آنتیمیلی  50مایع  لیتر  در  بیوتیک  گرم 

-درجه سانتی   28صورت شبانه در  ریفامپسین انتقال یافت و به

با  گ انکوباتور رشد    110راد و  داده  دور در دقیقه در شیکر 

صورت  ها بهلیتر از کشت شبانه باکتریمیلی  2. سپس  شدند

به   کشت  میلی  25جداگانه  محیط  حاوی    MYAلیتر 

اضافه   به    شدهاستوسرینگون  رسیدن  تا  شیکر  600ODو    در 

 .انکوباتور با شرایط مذکور رشد داده شد

 

 تلقیح با باکتری 

گره  لپه   ساقه،  ، یبرگ  هایریزنمونه به  هاو  و  جداسازی   ،

داده   برش  کوچک  به    ند،شدقطعات  باکتری  تزریق  سپس 

به  شدانجام    هاریزنمونه صورت جداگانه در سوسپانسیون  و 

. پس  ندور شددقیقه غوطه  7های مورد نظر به مدت  باکتری

ساعت در    72ها به مدت  نمونهریزاز حذف باکتری اضافی،  

هم  دمای    MS  کشتیمحیط  و  تاریکی  درجه    24±2در 

 گراد نگهداری شدند.سانتی

 

 های مورد استفادهمحیط کشت 

ها بعد از شستشو  های اضافی، ریزنمونهحذف باکتری  جهت 

-دقیقه، به محیط کشت   5با آب مقطر اتوکلاو شده به مدت  

حاوی  MS4/1و  B5  ،B52/1  ،B54/1،MS   ،MS2/1ای  ه

mg/L  400  متناسب با  بیوتیک سفوتاکسیم منتقل شدند.آنتی 

ها هر دو  ریزنمونه باکتریایی آلودگی مشاهده میزان و شرایط

محیط  به  بیوتیک حاوی جدید کشت  هفته،   آنتی 

روز از   10بعد از گذشت حدود  .شدند واکشت سفوتاکسیم

ها متورم  های ایجاد شده بر روی برگزمان تلقیح، محل زخم 

 د. ئین ظاهرشدنهای موشده و سپس ریشه

 

 ین به محیط کشت مایعئموانتقال ریشه 

از سانتی  12تا    10  رشد از بعد اطمینان  برای  ریشه،   متری 

 گسترش و رشد برای کشت مایع محیط نوع بهترین  یافتن 

، MS  ،MS2/1  ،MS4 /1کشت    محیط از ین ئمو های ریشه

MS8/1  ،B5  ،B52/1  ،B54/1    وB58 /1    میلی  300حاوی-

لیتر سفوتاکسیم  گ شد. برای هوادهی و رشد   استفاده رم در 

دور در دقیقه    110ین، بر روی شیکر با دور  ئمو  هایبهتر ریشه 

یکبار ریشه  تاریکی نگهداری شدند. هر دو هفته  های  و در 

 به محیط کشت جدید منتقل شدند. موئین 

 

 اعمال تیمار محرک 

به اندازه مورد نظر رسید،    موئینهای  که رشد ریشه  پس از این

از ریشه به محیط  وزن مشخصی  منتقل شد. یک   B54/1ها 

،  0محرک متیل جاسمونات )  ها،هفته پس از واکشت ریشه

  متیلبه این صورت که  .  شد( اعمال  میکرومولار  200و    100

فیلتر شد  22/0فیلتر    توسط جاسمونات   از    میکرومتر  و پس 

.  شدها به آن اضافه  اتوکلاو محیط کشت و قبل از انتقال ریشه

-برداری انجام و بررسیساعت پس از اعمال تیمار، نمونه  72

 انجام شد.  ای مربوطهه

 

 گیری پروتئیناندازه 

از   پروتئینی  عصاره  استخراج  از    موئین   ریشهبرای  پروانش 

ابتدا  Hazrati et al. (2023)  روش شد.  های  ریشه  استفاده 

به  موئین  و  پودر شدند  مایع   1/0  برداشت شده توسط ازت 

با    1/0فسفات    بافر  از آن  گرم اضافه شد و    =8/7pHمولار 

درجه    4دور در دقیقه در دمای    10000با  دقیقه    20مدت  به
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و  سانتی برداشته  محلول  بالایی  فاز  شدند.  سانتریفیوژ  گراد 

مورد استفاده قرار  روش برادفورد  به  پروتئین برای تعیین مقدار  

گیری در این روش برای اندازه(.  Bradford, 1976گرفت )

  595ول موج  محتوی پروتئین از دستگاه اسپکتروفتومتر با ط 

شد.   استفاده  استاندارد  نانومتر  نمودار  از  استفاده  با  سپس 

ها  (، غلظت نهایی پروتئین نمونهBSAگاوی )سرم  آلبومین  

 . شدلیتر عصاره محاسبه گرم در میلیبر حسب میلی

 

 گیری هدایت الکتریکیاندازه 

ریشه  جدا کردن  از  محیط  میلی  15،  موئین های  پس  از  لیتر 

آن  (  EC)  هدایت الکتریکیکشت بدون ریشه برداشته شده و  

 گیری شد. متر اندازهECدستگاه   توسط

 

 آلدئیددیسنجش میزان مالون

  از روش   (MDA)  آلدئیدگیری میزان مالون دیبرای اندازه

Zare & Hazrati (2025)    به استفاده شد. بدین ترتیب که 

شده،    1/0 پودر  نمونه  از  تریمیلی  5/1گرم  محلول  -لیتر 

دور   12000لرواستیک اسید یک درصد اضافه و با سرعت  ک

به مدت   گراد  درجه سانتی  4دقیقه و در دمای    15در دقیقه 

برای تهیه محلول    .سانتریفیوژ شد و محلول رویی برداشته شد

ابتدا محلول   تهیه شد و   دی اس کی است کلرویتر  %20واکنش، 

اسید   تیوباربیتوریک  دمای    %5/0سپس  درجه    40در 

لیتر از عصاره  میلی  750گراد به آن اضافه و حل شد.  سانتی

  1/ 5لیتری منتقل کرده و  میلی  2های  به میکروتیوب  را  سلولی

دقیقه    30از محلول واکنش به آن اضافه و به مدت    تریلیلی م

دمای   ماری  بن  .  شدنگهداری    گرادیسانت   درجه   100در 

  5داده شد. سپس    دقیقه قرار  5مدت  به  بلافاصله نمونه در یخ

  ه دور در دقیق  10000گراد و با درجه سانتی 4دقیقه در دمای 

سانتریفیوژ و مایع رویی برداشت شد. میزان جذب مایع رویی 

موج   طول  دو   توسط نانومتر    600و    532در 

 . شد خواندهاسپکتروفتومتر

 

 کاتارانتین مقدار یریگاندازه 

اضافه   متانول  لیتر  میلی  5پودر شده،    نمونهگرم  یلی م  300  به

دقیقه بر روی    20مدت  شده و برای چند دقیقه ورتکس شد. به

.  در حمام اولتراسونیک قرار گرفت  دقیقه  20شیکر و سپس  

دیگر نیز تکرار شد و در نهایت حدود    مرتبهاین مراحل دو  

دقیقه با دور    5فته و به مدت  ردقیقه بر روی شیکر قرار گ  40

سانتریفیوژ شد. سپس مایع رویی برداشت شده و به   15000

تهیه    10مدت   متانولی  ساعت در آون قرار گرفته و عصاره 

برای(Tikhomiroff et al., 2002)  شد مقدار    .  تعیین 

 HPLC    (YL9100 HPLC system )  کاتارانتین از دستگاه

  5بافر فسفات  فاز متحرک شامل    استفاده شد.  C18ستون  و  

بود که   80به  20به نسبت  استونیتریلو  (pH= 6میلی مولار )

  کرد.در دقیقه از ستون عبور میلیتر  میلی  1با شدت جریان  

مقدار کاتارانتین هر  میکرولیتر بود. 20حجم تزریق همچنین  

استاندارد کاتارانتین    توسطنانومتر و    275طول موج    نمونه با

 گیری شد.اندازه سیگما()شرکت 

 

 آنالیز آماری 

های مختلف  ها و سویهثیر محیط کشتأ آزمایش مربوط به ت

صورت فاکتوریل در قالب طرح کامل  به  موئین در القاء ریشه  

-تأثیر محیطهای  . آزمایش تصادفی در سه تکرار انجام شد

مایع های ریشه   کشت  رشد  پروتئین،  موئین های  در  میزان   ،

الکتریکی  آلدئید،  مالون دی بههدایت  صورت  و کاتارانتین 

سه تکرار انجام شد. محاسبات آماری    درتصادفی    طرح کامل

داده  تحلیل  و  تجزیه  افزار  و  نرم  با  مقایسه    SPSS 16ها  و 

داده  احتمال    توسطها  میانگین  سطح  در  دانکن    5آزمون 

 .شددرصد انجام 

 نتایج 

 موئین زایی ثیر نوع ریزنمونه بر ریشه أت

گره  لپه   ساقه،  ، یبرگ  یهانمونهزیر آگروباکتریوم    با  هاو 

شدند  رایزوژنز   آلودگی   علتبه   ساقه  هایریزنمونه.  تلقیح 

د بوده  قابل رش  ندرتبه  موئین های  ریشهو    رفتند  ن ی ب  از  ،بالا

نمونهریز  قابلیت تشکیل انشعابات زیاد را دارا نبودند.  و اغلب

شدن  لپه  ایه نکروزه  و  آلوده  گره  دکاملا  نابجا  و  ساقه  ها 
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مناسب  زری  عنوانبه  گبر  جه ینت   در  کردند.  جادیا نمونه 

شکل  فت )گرقرار  استفاده  مورد    ی کشت انتخاب و جهت هم

زمانریزنمونه  (.1 طی  باکتری  ها  با  تلقیح  برای  متعدد  های 

علت کوچک و ظریف بودن  مورد آزمایش قرار گرفتند. به

های برگی قادر به مقاومت در  هفته، نمونه   4تا    3های  گیاهچه 

و  شدند  نکروزه  و  نبوده  جدید  محیط  و  باکتری  برابر 

ریشه  8تا    6های  ریزنمونه توانایی  دادند. هفته،  نشان  زایی 

با محیط کشت و باکتری مناسب، از    موئین های  ظهور ریشه

هایی که قابلیت رشد داشتند  ی ریشه ام آغاز شد و بقیه  6روز  

علایم رشدی را نشان دادند. 14تا روز 

 
 

 
 ( برگD( گره، C( کوتیلدون، B( ساقه، A ؛آگروباکتریوم رایزوژنز های مختلف تلقیح شده باریزنمونه -1شکل 

Figure 1- Different explants inoculated with Agrobacterium rhizogenes; A) stem, B) cotyledon, C) node, D) leaf 
 

 

های مختلف باکتری بر و سویهها  کشت  اثر محیط

 موئینهای ظهور ریشه

آگروباکتریوم   هایهیشده با سو  حیتلق برگ    هایزنمونهیدر ر

ظاهر    موئین   هایشهیروز ر  13بعد از    ن ی انگ ی طور مهب  ،رایزوژنز

نتا به  با توجه  و    یباکتر  هیاثر سو  انس یوار  هیتجز  جیشدند. 

  دی درصد بر تول   1در سطح احتمال    زایی شه یکشت ر  ط ی مح

  ن یا  بر  بود. علاوه  داریپروانش معن   اهی در گ  موئین های  شهیر

سو  اثر ر  طیمح   در  یباکتر  هیمتقابل  در    زی ن  زاییشه یکشت 

  کلی  طور. به(1  جدول)  بود  داریدرصد معن   5سطح احتمال  

ر  ن یشتری ب سو  زاییشهیدرصد  مح   A4  هیبا    کشتطی در 

B54/1  (67/60%  )هیو سو  A4  کشت    طی در محB52/1  (54% 

همچن  ) مح  15834  هیسو  ن یو   B54/1  (52%کشت    طیدر 

کار رفته،  به  یباکتر  هایهیسو  ن بی   از  (.2جدول  مشاهده شد ))

بیشترین درصد درصد    72/34  زاییشه یر  ن یانگی با م  A4  هیسو

دادریشه نشان  را  سوزایی  م  15834  هی،    زایی شه یر  ن ی انگی با 

بعددرصد    61/21 رتبه  کمتر  یدر  داشت.  درصد    ن یقرار 

 5/6 ن یانگی با م بترتی به K599و  A13 هیهم با سو  ییزاشهیر

  ،زاییشهیر  هایکشت  طمحی  در مورد.  آمد  دستبه  7/ 11و  

  66/34  زایی شه یر  نی انگ ی با م  B52/1و    B54/1کشت  ط ی مح

و   ب  29/ 11درصد  ا  ری تأث  ن ی شتری درصد  در    شه یر  جادیرا 

م  MSکشت    طی. محدداشتن    نیدرصد کمتر  66/1  ن یانگیبا 

  ه یحاصل از سو  موئین های  شه یر  .را داشت  زاییشهیر  زانی م

A4   کشت    ط ی در محB54/1  عیو رشد سر  شتری با انشعابات ب

  شتری ب  ماری ت   ن ی در ا  موئین زایی  شهیو درصد ر  ظاهر شدند  رت

بق  مح  هاه یسو  هیاز   تمام   در.  (2شکل  )  بود  هاکشت   طی و 

مح  هاهسوی غلظت  کاهش  ر  طیبا  درصد    زایی شه یکشت، 

  B5  کشت  طیدر مح  این افزایش   و  دنشان دا  ش یافزا  موئین 

  (.2جدول بود )  MSبیشتر از محیط کشت 
 

 

 

 

 

 

 
 

A B C D 
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 های مختلف در گیاه پروانش ها و سویه در محیط کشت موئینزایی تجزیه واریانس درصد ریشه -1جدول  
Table 1. Variance analysis of hairy root percentage in different media and strains in periwinkle 

Sources of change Degree of freedom Mean squares 
Bacterial strain 5 **2118.543 

Rooting medium 5 3242.92** 

Bacterial strain  × Rooting medium 25 165.494* 
 

  Error 
 

72 98.398 

CV (%)  65 

 درصد  5درصد و  1داری در سطح احتمال به ترتیب معنی *و  **
** and * Significant at the 1%  and 5% probability level 

 

 . در ریزنمونه برگی گیاه پروانش موئینزایی و محیط کشت بر ریشه  آگروباکتریوم رایزوژنز ثیر سویهأ ت -2جدول 
Table 2- Effect of Agrobacterium rhizogenes strain and medium on hairy rooting in leaf explants of periwinkle. 

Bacterial strain Rooting medium hairy root percentage Bacterial strain Rooting medium hairy root percentage 
 

 

 

A4 
 
 
 

B5 36.67bcd  
 

11325 
 
 
 
 

B5 6.67fgh 

1/2B5 54ab 1/2B5 20.33defg 
1/4B5 60.67a 1/4B5 25.33def 
MS 10fgh MS 0h 

1/2MS 10.67efgh 1/2MS 0h 

1/4MS 36.33bcd 1/4MS 7.33fgh 

 
 

15834 

B5 15.33efgh  
 

A13 

B5 0h 

1/2B5 44abc 1/2B5 11.33efgh 

1/4B5 52ab 1/4B5 21defg 

MS 0h MS 0h 

1/2MS 7fgh 1/2MS 0h 

1/4MS 11.33efgh 1/4MS 6.67fgh 

 
 
A7 

B5 15.67efgh  
 
 

K599 

B5 9.33fgh 

1/2B5 29.33cde 1/2B5 15.67efgh 

1/4B5 36bcd 1/4B5 13efgh 

MS 0h MS 0h 

1/2MS 3.33gh 1/2MS 0h 

1/4MS 6.67fgh 1/4MS 4.67gh 

 .دارند  P ≤ 0.05داری در سطح آزمون دانکن مقادیر با حروف متفاوت اختلاف معنی ، طبقSE ± تکرار 3میانگین   

Average of 3 repetitions ± SE, according to Duncan test values with different letters have significant differences at P≤ 0.05 
 

 

 
، A  )A4  ،B  )15834  ،C  )A7  ،D  )11325  ،E  )A13های  های تلقیح شده با سویهاز ریزنمونه  B54/1ایجاد شده در محیط کشت    موئینهای  ریشه   -2شکل  

F )K599 
Figure 2- Hairy roots formed in 1/4B5 medium from explants inoculated with strains A) A4, B) 15834, C) A7, D) 11325, E) A13, F) 

K599

 

A B C 

D E F 
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محیط ریشه   تعیین  رشد  برای  مناسب  مایع  کشت 

 موئین

زایی،  عنوان بهترین سویه برای ریشهبه  A4پس از تعیین سویه  

کشت مایع مناسب برای رشد و گسترش  برای تعیین محیط  

  از محیط کشت جامد وارد محیط   موئینهای  تر، ریشهسریع

مایع  کشت ، B58/1  ،B54 /1  ،B52 /1  ،B5  ،MS8 /1های 

MS4/1  ،MS2 /1  ،MS    ها  روز وزن تر آن  25شدند و پس از

(  3جدول ) انسیوار هیتجز ج یبا توجه به نتاگیری شد. اندازه

  رشددرصد بر    1در سطح احتمال    های مختلفکشت  طی مح

گ  موئین   های شهیر معنیأتپروانش    اه ی در  داشتندثیر  .  داری 

بهترین محیط کشت برای رشد و    B54/1کشت مایع    محیط 

اگر  .(3شکل بود ) موئین  هایتر ریشهگسترش بیشتر و سریع

محیط در  غلظت  کشت  چه  کاهش  اصل  نیز  جامد  های 

ریشه  B5های  نمک افزایش  ریشهو    زاییبا    های گسترش 

بود  موئین  محیط امّ  ،برقرار  در  از    ا  کمتر  غلظت  با  کشت 

B54/1    مانندB58/1  ها کمتر شده و به مرور مواد مغذی ریشه

ریشه  تر    موئین   هایگسترش  وزن  کمترین  و  یافت  کاهش 

مایع    موئین  هایریشه به محیط کشت  متعلق   B5و    MSنیز 

.  (4شکل ) بود

 
 در گیاه پروانش  موئین هایکشت مایع مختلف بر وزن تر ریشه  هایتأثیر محیط تجزیه واریانس  -3جدول 

Table 3- Variance analysis of the effect of different liquid media on the fresh weight of hairy roots in periwinkle 
Sources of change Degree of freedom Mean squares 

Medium 7 **6.4 
Error 16 0.139 

 )%(CV  26.19 

   %1دار در سطح احتمال معنی **                            
                  ** Significant at the 1%  probability level 

 

 
آزمون دانکن مقادیر با حروف متفاوت اختلاف  ، طبقSE ±تکرار  3. میانگین موئین هایکشت مایع مختلف بر وزن تر ریشه هایتأثیر محیط -3شکل 

 .دارند  P ≤ 0.05داری در سطحمعنی 
Figure 3- Effect of different liquid media on the fresh weight of hairy roots. Average of 3 repetitions ± SE, according to Duncan test 

values with different letters have significant differences at P ≤ 0.05 
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( A )B58/1 ،B )B54/1 ،C )B52/1، D  )B5 ،E )MS8/1 ،F )MS4/1 ،G موئینهای های مایع مختلف در رشد ریشهکشت  مقایسه محیط -4شکل 

MS2/1 ،H )MS 
Figure 4- Comparison of different liquid media in hairy root growth A) 1/8B5, B) 1/4B5, C) 1/2B5, D) B5, E) 1/8MS, F) 1/4MS, G) 

1/2MS, H) MS 
 

 

 پروتئین کل 

ت  بر بین  واریانس،  تجزیه  میزان  یمارها  اساس جدول  نظر  از 

در    (.4جدول  داری وجود دارد )اختلاف معنی  کل   پروتئین

جاسمونات    200تیمار   متیل  مقدار  میکرومولار  بیشترین 

میکرومولار متیل جاسمونات    100پروتئین مشاهده شد. تیمار  

داری پروتئین بیشتری نسبت به شاهد داشت  طور معنیهم به

   (.5شکل )
 

 کشتهدایت الکتریکی محیط 

جاسمونات بر روی میزان هدایت الکتریکی محیط    اثر متیل 

(. بیشترین  4جدول دار بود )معنی %1کشت در سطح احتمال 

تیمار   در  آن  متیل    200مقدار  و میکرومولار  جاسمونات 

اگر   (.5شکل  کمترین مقدار آن در تیمار شاهد مشاهده شد )

های اکسیژن فعال در نظر  ها را عامل آزاد شدن گونهمحرک

غشا صورت  این  در  باشیم،  شدن    ء داشته  تخریب  حال  در 

نیز افزایش خواهد   الکترولیت  نتیجه میزان  خواهد بود و در 

 یافت.
 

 

 

 آلدئید دیمیزان مالون
در سطح احتمال   آلدئیددیمالونجاسمونات بر میزان  اثر متیل

آلدئید دیبیشترین مقدار مالون  (.4جدول  دار بود ) معنی  1%

تیمار   و    200در  شد  مشاهده  جاسمونات  متیل  میکرومولار 

مشاهده   شاهد  تیمار  در  آن  مقدار    .(5شکل  )   شدکمترین 

  های   رادیکال  سطح  نشانگر  عنوان  به  آلدئیددیمالون  سطح

  می  آسیب   سلولی  غشای  به  استرس  شرایط  در  که  سلولی  آزاد

 (. Jaleel et al., 2007) است شده استفاده رساند

 

 کاتارانتین میزان تولید
پروانش بر   موئینتعیین مقدار کاتارانتین تولید شده در ریشه  

اساس محلول استاندارد و تعیین زمان نگهداری مربوط به آن  

  میکرولیتر استاندارد کاتارانتین به  20انجام گرفت. به مقدار  

دقیقه    96/17  ،تزریق شد و زمان نگهداری  HPLCدستگاه  

شده  (. سطح زیر منحنی در دقیقه اعلام  6شکل  )  شدمشخص  

دهنده کاتارانتیننشان  مقدار  در    ،(4  جدول)  است   ی  با  و 

ی استاندارد تزریق شده به دستگاه  دست داشتن غلظت اولیه

HPLC  غلظت    ،منحنی استاندارد  و مشخص بودن سطح زیر

نمونه    کاتارانتین  زیر  توسطهر  سطح    نمونه  منحنی  اندازه 

A B C 

E F G 

 

H 

D 
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 یزان( م 4جدول  )  یانسوار  یهتجز  یج با توجه به نتا.  شدتعیین  

  دارییمعن   طورپروانش به  یاهگ  موئین   هاییشهدر ر  ین کاتارانت 

قرار    تیل جاسموناتم  یرث أتحت ت  درصد  5در سطح احتمال  

با  نمونه  گرفت. شده  تیمار  جاسمونات  های   100متیل 

متیل جاسمونات  میکرومولار   به  200و    ترتیب  میکرومولار 

تر  میلی  1431/0و    1505/0 وزن  گرم  در  کاتارانتین  گرم 

نمونه  به  نسبت  که  دادند  داشتند  نشان  افزایش  شاهد  های 

  .(5شکل )

 
 پروانش  موئینهای بیوشیمیایی ریشه هایویژگی ثیر متیل جاسمونات بر أتجزیه واریانس ت -4جدول 

Table 4- Variance analysis of the effect of methyl Jasmonate on the biochemical properties of hairy roots of periwinkle 
Sources of change Degree of freedom Mean squares 

Protein EC MDA Catharanthine 
Treatment 2 **50.265 **67701 **0.008 *0.003 

Error 6 3.198 1224 0.0005 0.001 

  )%(CV  12.63 5.83 34.35 24.52 

 درصد  5درصد و  1داری در سطح احتمال به ترتیب معنی *و  **
** and * Significant at the 1%  and 5% probability level 

 

 

 
های  در ریشه  (D)  و کاتارانتین  (C)  آلدئیددی ، مالون(B)  (، هدایت الکتریکی محیط کشتAبر میزان پروتئین کل )  (MeJ)  ثیر متیل جاسموناتأت   -5شکل  

 .دارند  P ≤ 0.05 داری در سطحآزمون دانکن مقادیر با حروف متفاوت اختلاف معنی  ، طبقSE ±تکرار  3. میانگین پروانش موئین
Figure 5- Effect of methyl jasmonate on total protein content (A), EC (B), MDA (C), and catharanthine (D) in hairy roots of Perennial. 

Average of 3 repetitions ± SE, according to Duncan test values with different letters have significant differences at P ≤ 0.05 
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 HPLCزمان نگهداری استاندارد کاتارانتین در  -6شکل 
Figure 6- Retention time of catharanthine standard in HPLC 

 

 

 بحث

های ساقه، لپه، برگ و گره  از بین ریزنمونه   پژوهش در این  

ریزنمونه   بههفته  8تا    6گ  براز  مناسب  ای  ریزنمونه  عنوان 

پاسخ    اهان یگهای  ریزنمونهتمام    استفاده شد.  کشتیبرای هم 

برای  یمشابه گ دهندینم   موئین   ریشه   دتولی   را  در    اهی . 

Eurycoma longifolia  ب  موئین   ریشه  دی تول  یبرا   ن یاز 

رویان بدنی و محور زیر    ن،یجنبرگ، دمبرگ،    هاینمونهریز

  بود   موئین یشه  ر  دی قادر به تول  لی پوکوتی نمونه ه زیفقط ر  ،لپه

(Sajap et al., 2014 .) 

نشان   پژوهش  این    از  A4 سویه  دادنتایج 

را القازوژنز  یآگروباکتریوم  گیاه    موئین های  ریشه  ء در 

ر ترکیب با محیط  مراتب بهتری دارد و د   پروانش عملکرد به

ریشه  B54/1ت  کش درصد  بالاترین    فراهم  را زایی  جامد، 

  و  سویه   تأثیر   بر  مبنی   پیشین  های گزارش  با   یافته  این .  کندمی

  دیگر  هایگونه  در  زاییریشه  راندمان  بر  کشت  محیط  ترکیب

نشان   مطابقت Solanum lycopersicum مانند و  دارد 

سویهتفاوت  هنددمی ژنتیکی  در های  کلیدی  نقش    ها 

 & Kardoost Parizi  .دارند rol هایژنسازی  فعال

Mahmoudnia (2016)  باکتری سویه ثیر سه أدر آزمایشی ت  

A4،11325     گیاه پروانش    موئین زایی  بر ریشه را  2656 و

کردند   گزارش  و  داده  قرار  ارزیابی   متقابل اثر کهمورد 

بین سویه آگروباکتریوممعنی وجود  ریزنمونه گیاه و داری 

 برگ ریزنمونه و A4 سویه  های موجودیافتهدارد. بر اساس 

 نشان درصد 76/53با   را موئین ریشه   تولید میزان بیشترین 

 درصد 08/3 ساقه ریزنمونه در سویه همین  همچنین   .دادند

نتایج  است.  داشته موئین ریشه   تولید اساس  -Sohrabi  بر 

Nejad et al. (2018)    دو محیط کشتB52/1    وMS2/1   از

-داری نشان دادهاختلاف معنی  موئین نظر درصد تولید ریشه  

به محیط    35/ 84با    B52/1اند. محیط کشت   درصد، نسبت 

درصد، برای بالا بردن میزان تولید   67/25با    MS2/1کشت  

تری  ، محیط مناسب Calendula officinalisدر  موئین ریشه 

است. ریشه  بوده  نیز  محیط  در   موئین های  رشد  مایع  های 

  ناشی احتمالاً  کهبهترین عملکرد را نشان داد  B54/1  توسط

این محیط است.    مغذی  مواد  و  هایون  مطلوب  تعادل  از در 

های مایع مختلف حاکی  توجه رشد میان محیط  تفاوت قابل

با تغییرات   MS و B5 از آن است که نسبت مبتنی بر غلظت

سازی  تواند به بهینهها میجزئی در غلظت و ترکیب ویتامین 

ژن بیان  ریشه بیشتر  رشد  با  مرتبط  کند  موئین   های   .کمک 

های مختلف از نظر غلظت یا ترکیب برخی از  محیط کشت 

ها  ها با هم متفاوت هستند. غلظت یا ترکیب بالای نمکنمک

تواند جذب مواد غذایی توسط گیاه را  در محیط کشت می 

محیط کشت   قرار دهد.  تأثیر  یا    MSتحت  بیشترین غلظت 

همراه دارد. علاوه بر وجود تفاوت در  ها را بهترکیب نمک 

پرمصرف، محیط کشت   برخلاف محیط کشت    B5عناصر 

MS  ّها و  ا تیامین بیشتری دارد. گونه فاقد گلایسین است، ام

حتی ارقام مختلف یک گونه ممکن است به عناصر غذایی  
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بر  است  ممکن  موضوع  همین  و  باشند  داشته  نیاز  متفاوتی 

باشد )زایی آنریشه   . ( Hazrati et al., 2022ها تأثیر داشته 

  هایغلظتبا    B5کشت    طیکه از مح   یزمانعبارت دیگر،  به

در    یبهتر  اری بس  ری ث أت  ،استفاده شد  (B54/1  ایو    B52/1)کمتر  

است که    ن ی ا  انگری ب   نتایج  ن ی داشت. ا  موئین   هایشه یرشد ر

زان ی آن از نظر م  باتی کشت و ترک  طی به مح  موئین   هایشهیر

و   شناسی رشد  نشان   بارزی   العملعکس   ریشه   ریخت 

  برای ین ئمو هایریشه که کرد تصور چنین  توان. میدهندیم

  قیکشت رق  طی و حفظ ساختار به مح   مناسب  رشد  استقرار،

ثیر  أرسد حداقل بخشی از این تبه نظر مینیاز دارند.    ایشده

عکس  از  ریشهناشی  ایزوتونیک    موئین های  العمل  فشار  به 

   .هستندمحیط  

متیل با  غلظت  تیمار  دو  با   200و    100جاسمونات 

دار محتوای پروتئین کل،  یمیکرومولار، موجب افزایش معن

نتین شد. آلدئید و کاتاراهدایت الکتریکی، میزان مالون دی

القا از  نتایج حاکی  استرسی   ءاین  فعال   کنترل  پاسخ    شده و 

و   پروتئین  سنتز  با  مرتبط  متابولیکی  مسیرهای  شدن 

الکتریکی  متابولیت هدایت  افزایش  است.  ثانویه  های 

  موئین های ریشه  شده از سلول  دهنده نشت یونی تنظیمنشان

پیش  به  و دسترسی  یونی  تبادل  تقویت  به  سازهای  است که 

برای سنتز کاتارانتین کمک می های  پژوهش   .کندضروری 

داده نشان  ریشه  انداخیر  کشت  متیل  موئین های  تیمار    با 

می القا جاسمونات  بر  علاوه  زیستی    ء تواند  مسیرهای 

توجه پروتئین کل در    ابلافزایش ق  سبب های ثانویه،  متابولیت

های ریشه  طور مثال، در کشت؛ بهشودهای کشت  این سیستم

افزودن     Solanum lycopersicumموئین  از   100پس 

متیل به  میکرومولار  کشت  محیط  به   72مدت  جاسمونات 

به کل  پروتئین  میزان  معنساعت،  تا  یطور  درصد    35داری 

القا  از  ناشی  که  یافت  ژن  ء افزایش  سنتز  بیان  با  مرتبط  های 

جاسمونات    متیل. بنابراین  پروتئین و بهبود جذب نیتروژن بود

بیوماسی    ءعنوان یک محرک برای ارتقاتواند بهمی کیفیت 

ریشه بهره  موئین های  در  مورد  گیردگیاهان  قرار   برداری 

(Amani et al., 2024.)   عمال متیلا   اندنشان داده  ها پژوهش  

کشت به  ریشهجاسمونات  افزایش    موئین   های  موجب 

میمعنی کشت  محیط  الکتریکی  هدایت  بهدار  عنوان  شود؛ 

، افزودن Datura stramonium  موئین   مثال، در کشت ریشه 

به مدت    کشت  جاسمونات به محیط  میکرومولار متیل  100

زیمنس  میلی  8/1به    2/1ساعت، هدایت الکتریکی را از    48

سانتی بازتاببر  تغییر  این  که  داد  افزایش  نشت    متر  دهنده 

یون بین  بیشتر  یونی  تبادل  تقویت  و  سلولی  غشاهای  از  ها 

  (. Amani et al., 2024)  ساختار ریشه و محیط کشت است

Hamidi (2013)    150با افزودن    گزارش کرد  پژوهشی در 

عنوان محرک، افزایش تولید  میکرومولار متیل جاسمونات به 

به   نسبت  بلاستین  شد  موئین ریشه  وین  مشاهده  ا امّ  ،شاهد 

متیل  از  بیشتر  )استفاده    سببمیکرومولار(    300جاسمونات 

 . شدکاهش تولید آلکالوئید 

 

 گیری نتیجه

  موئین بهینه شده برای ایجاد ریشه    روش  پژوهش حاضر،  در

متیل     Catharanthus roseusدر هدفمند  انتخاب  و 

به تقویت  جاسمونات  برای  عنوان محرک، یک روش قوی 

مشخص شد که داد.  ارائه  کاتارانتین  درصد    تولید  بیشترین 

سویه  موئین زایی  ریشه ترکیب  کشت    A4  یدر  محیط  و 

B54/1  به رشد  جامد  برای  مایع  محیط  بهترین  آمد.  دست 

 بررسی اثر محرکد.  وب  B54/1نیز محیط کشت    موئین ریشه  

، هدایت  آلدئیددیمالونمیزان پروتئین،    بر  جاسمونات  متیل

کاتارانتین  مقدار  و  ریشه  الکتریکی  پروانش    موئین   هایدر 

  HPLC. تجمع و تولید کاتارانتین در کروماتوگرام  شدانجام  

  متیل جاسموناتمحرک  و    شد یید  تأاین گیاه    موئین   در ریشه

تولید  افزایش مقدار    میکرومولار  200و    100در هر دو غلظت  

داشت. همراه  به  را  سریع   کاتارانتین  افزایش  بر  علاوه 

عنوان محرکی  جاسمونات به  متیل   استفاده  های رشد،شاخص

می بهزیستی  افزایش  تواند  برای  مؤثر  استراتژی  یک  عنوان 

بیوراکتوری مطرح شود.   تولید ترکیبات دارویی در مقیاس 

صرفه است و هم  به  این رویکرد هم از نظر اقتصادی مقرون
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آلکالوئیدهای   پایدار  تولید  را    کمیابامکان  بالا  کیفیت  با 

های باکتری، محیط کشت  آورد. ترکیب بهینه سویهفراهم می

مقیاس برای  مناسب  بستری  زیستی،  محرک  این  و  گذاری 

پیشنهاد    با این وجود،کند.  می  سیستم در شرایط صنعتی ایجاد

ثیر  ، تأهای مسیر کاتارانتین در پروانش شود با شناسایی ژن می

ژنمحرک این  بیان  بر  دیگر  مورد  های  نیز  قرار    بررسیها 

گیرد. این رویکرد نه تنها درک ما از متابولیسم ثانویه گیاه را  

می تولید   ،کندبیشتر  برای  پذیر  مقیاس  حل  راه  یک  بلکه 

 کند. صنعتی ترکیبات دارویی با ارزش نیز فراهم می
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