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 چکیده

وترری ، ريشره   هیووووتیرل برا براهای حاصل از برر های موئین، ريزنمونهسازی شرايط رشد ريشهمنظور بهینهبه: در اين تحقیق هدف

هرای آگر باوتريوم رايز ژنز تلقیح   سوس اثر چهار محیط وشت پايه موراشیک   اسکو  مايع با ترویبات   دمای متفا ت بر رشرد ريشره

 فت. دست آمده مورد بررسی قرار گرموئین به

براوتری آگر براوتريوم بره د  ر ش اسروری   ديررک برگری  A13   3392های موئین از د  سويه منظور القای ريشهبه ها:مواد و روش

انجرام شرد.  rol-B   virDبررای تکییرر اصتصاصری  ژن  PCRاورن  ها   عردم آلرودگی،  استفاده شد. برای تايید تراريخت بودن ريشه

هرای وامرل هرای مختلرد در قالرر  ررو بلرو های وشت پايه موراشیک   اسکو  تحت تیمارآمده در محیطدست های موئین بهريشه

 ها بعد از گذشت د  ماه اندازه گیری شد.  تصادفی در سه تکرار وشت شده    زن صشک ريشه

هده شرد. بیشرترين درصرد تراريختری هرا مشراگیاهچرههای ريشه، هیووووتیرل   برر  های موئین در ريزنمونهر ز ريشه 8: بعد از نتایج

گررم  مربروط بره  13/1هرای مروئین  دست آمده نشان داد وه بیشترين میزان   زن صشک  ريشهيج بهها مربوط به بر  بود. نتاريزنمونه

وط به محیط گرم  مرب 13/1گراد   ومترين رشد  درجه سانتی 93درصد ساوارز در دمای  9محیط وشت پايه موراشیک   اسکو  مايع با 

 هورمون اورین  بود.  گرم بر لیتر 4/1 پايه غنی شده با MSوشت 

  ور ولی نتايج نشان داد وه نوع ترویبات محیط وشت   دما نق  مهمی در افزاي  زيرت توده ولی ريشه موئین دارند. : بهنتیجه گیری

 وشت: اگر باوتريوم رايز ژنز، ريزنمونه، سنبل الطیر، ، محیط واژگان کلیدی
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 مقدمه

ترين منابع درمانی محررو  هزاران سال است وه گیاهان از مهم

شوند. تقريبا يک چهارم دار های تولیرد شرده حرا ی عصراره می

اند يرا دست آمدهگیاهی يا ترویباتی هرتند وه از مواد گیاهی به

 . ازآنجرا وره 1انرد  سرازی شردهبراساس ترویبات گیاهی مردل

باشرد، راحتری میررر نمریات گیراهی برهساصت شیمیايی ترویب

محققرران سررعی برررآن دارنررد ورره چنررین ترویبرراتی را از  ريررق 

هرای دست آ رنرد. وشرت سرلولآ ری زيرتی بههای فنتکنیک

گیاهی دربعضی موارد موفقیت آمیرز بروده اسرت امرا بزرگتررين 

چال  دراين زمینه ناپايداری ژنتیکی، رشرد ورم   برازده پرايین 

 . بنرابراين بررای غلبره برر ايرن 4گیاهی است  های وشت سلول

هرای ها استفاده از اگر باگتريوم رايز ژنز   وشت ريشهمحد ديت

، سرهولت علت رشد سريع، زمان د  برابرر شردن ووتراهموئین به

ای از ترویبررات شرریمیايی داری   توانررايی سررنتز گرررترهنگرره

ولیرد عنوان يرک منبرع پیوسرته بررای تهای بیشتری را بهمزيت

 . علا ه بر ايرن، 9نمايد  متابولیت های ثانويه ارزشمند ايجاد می

، توسعه های موئین يک سیرتم مدل ارزشمند برای ارزيابیريشه

هرای   واربرد اصول مهندسی ژنتیک در گیاهان هررتند. ريشره

هرای گیراهی توسرط موئین از  ريرق تراريخرت  نمرودن سرلول

  Agrobacterium rhizogens باوتری اگر براوتريوم رايز ژنرز 

هرای معمرولی دارای پايرداری تشکیل می شوند   همانند سرلول

 . بررای افرزاي  زيررت 2باشد  ژنتیکی در  ول د ره وشت می

های موئین موارد آزمايشی مختلفی بايرد انجرام توده توسط ريشه

سرازی شررايط محریط از تواند شرامل: بهینره، اين موارد میشود

هرای های مناسرر از ريشرهع ترویبات، انتخا  لاينقبیل دما، نو

موئین وه رشد مطلوبی داشته باشرند   پیردا نمرودن يرک نر اد 

اگر باوتريوم وه ژنوتیپ گیاهی مورد نظر را به نحو مطلو  آلوده 

         نمايررد. در تحقیررق حااررر ترراثیر تیمارهررای مختلررد برررای

 يری سرنبل هرای مروئین در گیراه دارافزاي  زيرت توده ريشره

   الطیررر بررسرری گرديررد. گیرراه سررنبل الطیررر بررا نررام علمرری

Valeriana officinalis L. عنروان گیراه های گذشته بهاز زمان

دار يی ارزشمند همواره مورد توجه   استفاده انران بوده اسرت. 

هرای ريشه   ريز م اين گیاه در ر سنتی برای درمران نراراحتی

صروابی، ، بریی ماننرد صررعهرای عصربلمختلد ازجملره اصرتلا

عنروان آرام بخر  اسرتفاده سرگیجه، تو  قلر   همچنرین بره

  برای ا لین بار موفق به 6  همکاران   Granicher . 3شود  می

شرردند.  Valeriana sambucifoliaتولیررد ريشرره مرروئین در 

ها در تحقیق ديگری موفق شدند مشتقاتی از ر غرن همچنین آن

  در ريشه موئین مشراهده وننرد وره در Essential oilاساسی  

يک همبررتگی قروی برین  . 7های  بیعی  جود نداشت  ريشه

های موئین در گیراه گنردم سن ريز نمونه   فرا انی تشکیل ريشه

 . علا ه بر موارد مرذوور، در يرک مطالعره 8مشاهده شده است  

عنوان يک عامل مهم در رشرد هرر چره بیشرتر سن ريز نمونه به

سرازی القرا   بهینره  .3ای موئین شرناصته شرده اسرت  هريشه

های موئین در گیراه سرنبل الطیرر از شرايط محیط وشت ريشه

هرای مروئین آن حرائز های بیوسرنتزی ريشرهنظر بررسی قابلیت

الطیرر اهمیت است. همچنین با ارزيابی میزان پاسخ دهی سنبل

عنروان يرک برهتوان از آن به آلودگی با آگر باوتريوم رايز ژنز می

مدل بالقوه برای انتقال ژن   مهندسی ژنتیک در جهرت افرزاي  

هرای زيررتی   غیرر های ثانويه برا اسرتفاده از محرر متابولیت

 زيرتی نیز سود جرت.

 هامواد و روش

الطیرر در های گیاه سنبلبذر ها:مواد گیاهی و تهیه ریزنمونه

منظرور ديد. برهاز شروت پاوان بذر اصفهان تهیه گر 1931پايیز 

هرای ترريع جوانه زنی   شکرت صروا ، برذرها توسرط غلظرت

    اسررید ppm211  ،811   1611مختلررد جیبرلیررک اسررید  

درصد  تیمار شدند، سوس بررای اسرتريل  13   11سولفوريک  

ثانیره شرتشرو برا  61 -1ترتیر زير انجرام شرد: نمودن بذرها به

شرتشو برا  -9تريل شرتشو با آ  مقطر اس -4درصد  71اتانول 

شرتشرو برا آ   -2دقیقره    11درصد به مدت  3/4هیووولريت 

زنی در محریط منظور جوانهمقطر استريل شده. در پايان بذرها به

ها وشت شرده     با مراقبت وامل در شیشهMS  11وشت پايه 

 47  به اتاق رشد يا فیتوتر ن منتقل شردند، دمرای اتراق رشرد 

 4111درصد   میزان نرور آن  44وبت آن گراد   ر درجه سانتی

ای هرای لورههای ريشه، هیووووتیرل   برر ريزنمونهلووس بود. 

منظور تلقیح با باوتری مرورد ای بههفته 3های استريل گیاهچهاز

 استفاده قرار گرفتند.  

هرای مروئین در منظور القرای ريشرهبه های موئین:القای ریشه

براوتری آگر براوتريوم  A13   3392الطیرر از د  سرويه سنبل

منظرور بهد  ر ش ديرک برگی   اسوری استفاده شد. رايز ژنز به

آماده سازی باوتری جهت انجام تلقیح، ابتدا يرک محریط وشرت 

ساعت   سوس  28مدت ها ابتدا به  تهیه   باوتری (LBباوتری 

های ساعت تهیه شد. در همه محیط 7يک وشت مجدد به مدت 

آنتری بیوتیرک ريفامویررین گرم بر لیتر میلی 31 وشت باوتری،

 28ااافه شد. سروس د  نروع سوسوانرریون براوتری  براوتری 
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 11مردت ساعته  با هم مخلوط گرديرده   بره 7ساعته   باوتری 

های باوتری سانتريفوژ جهت رسو  سلول rpm 9611دقیقه در 

 مايع حا ی  MSها در محیط وشت گرديد. پس از وشت، باوتری

 رور   برهAcetosringonمیکر لیتر بر لیتر استوسرينگان   111

لیتر ريخته شد. ايرن محلرول میلی 111وامل حل   در يک ارلن 

درجره  48ساعت در يرک شریکر انکوبراتور در دمرای  4به مدت 

قررار گرفرت. در ر ش ديررک برگری  rpm  111گرراد درسانتی

 هرایی در انردازهاهای لوههای ريشه، هیووووتیل   بر ريزنمونه

های سوسوانریون براوتری متر تهیه   در محلولسانتی 1تا  3/1

درجرره  46 ر   برره شرریکر انکوبرراتور منتقررل   در دمررای غو رره

دقیقرره تکرران داده شررد.  91برره مرردت  rpm81 گررراد درسرانتی

 سیله همچنین در ر ش اسوری، محلول سوسوانریون باوتری به

ها پاشریده شرد. در مرحلره مونهسرنگ استريل شده بر ر ی ريزن

 MSهرا بره  محریط وشرت پايره بعد برای هم وشتی، ريز نمونه

ساعت در ر ش ديرک برگی    28بعد از گذشت   .منتقل شدند

منظور حذف باوتری به ها بهساعت در ر ش اسوری ريزنمونه 74

گررم برر لیترر آنتری میلری 311مرايع حرا ی  MSمحیط وشت 

 4مردت   انتقال يافتنرد   برهCefotaximeبیوتیک سفاتاوریم  

گررراد درجرره سررانتی 43سرراعت در شرریکر انکوبرراتور در دمررای 

هرای شرتشرو شرتشو داده شدند. سروس ريرز نمونره rpm81با

جامرد  MSشده، تحت شرايط اسرتريل در يرک محریط وشرت 

گرم بر لیتر آنتری بیوتیرک سفاتاورریم وشرت میلی 311حا ی 

به تا حذف شدن وامل باوتری تکرار چند مرتشدند. عمل انتقال، 

 شد.

هها از رریهو واکهنن زنجیهره ای آنالیز مولکولی ریشهه

هرای مروئین   ژنومی ريشره DNAاستخراج  : (PCR) پلیمراز

بررای تايیرد تراريختری  . 11انجام شد   CTABر ش  بیعی به

ای پلیمرراز ها  اون  زنجیررههای موئین   عدم آلودگی آنريشه

بره ايرن . انجرام شردrolB     virDای از ژن قطعرهبرای تکییرر 

 virB    virDژن اصتصاصرری هررای آغررازگر منظررور از ترروالی

 ترتیر زير استفاده شد.به

5'-GTTCTCGCGAGAAGATGCA -3' 

5'-CAGTTTCGCATCTTGACAG-3'  

5'- ATGCCCGATCGAGCTCAAGT -3'   

5'-CCTGACCCAAACATCTCGGCT-3'  

  براوتری Riهرای مروئین  ننده ريشههمچنین از پلاسمید القاو

عنوان ونترل میبت استفاده گرديد. هب  A13 آگر باوتريوم سويه 

 3مدت به DNA اسرشته سازی ا لیه  شامل PCRشرايط دمای 

الگرو بره  DNAگراد،  اسرشته سازی درجه سانتی 32دقیقه در 

 DNAگراد، اتصال آغازگر بره درجه سانتی 32دقیقه در  1مدت 

گرراد   بررط درجه سرانتی 36ثانیه در  81مدت ای بهشتهتک ر

درجره  74ثانیره در   Taq polymerase31 آغازگر توسط آنزيم

گرراد درجره سرانتی 74دقیقره در  11گراد   برط نهرايی سانتی

الکتر فرورز افقری انجام شد. برای بررسی تولیدات تکییر شده، از 

 Bio- Rad درصد حا ی  1  با ژل آگار زEthidium bromide 

 41مردت يرک سراعت   لیتر  برهگرم بر میلیمیکر  3/1 غلظت 

 لت  استفاده گرديد. سوس از  ژل حاصله   81ثانیه با  لتاژ ثابت 

 4111Gel با استفاده از دستگاه ژل داویومنرت  UVتوسط نور 

doc  برداری صورت گرفت.عکس 

 ههایبررسی اثر تیمارهای مختلف بر میزان رشهد ریشهه

هرای گیراه ها از ريزنمونهر ز پس از ظهور ا لین ريشه 8 موئین:

های هر سه نوع بافت وره موفرق بره الطیر درصد ريزنمونهسنبل

هرای مرورد تولید ريشه موئین شردند نرربت بره ورل ريزنمونره

 ور جداگانه محاسبه گرديرد. از آنجرا وره هرر ريشره آزماي  به

ريزنمونره  لايرن  موئین محصول يک سرلول تراريختره در يرک 

توان يرک ولرون در نظرر باشد، بنابراين هر ريشه موئین را میمی

ولرون از هرر  3گرفت. برراين اسراس در تحقیرق حاارر حرد د 

ريزنمونه بر ، هیووووتیل   ريشه انتخا    پس از قطع از محل 

مايع  MSلیتر میلی 13لیتر حا ی میلی 111ر ي  به ارلن های 

 2هرا پرس از ی موئین حاصل از رشد ولونهامنتقل شدند. ريشه

منظور بررسی اثرات مرحله  اوشت  زن وشی شدند. به 2هفته   

هرای وشرت برر میرزان افرزاي  زيررت تروده هر ودام از محیط

های فعال در حرال ولون انتخا    نو  ريشه 2های موئین ريشه

محریط  2گرم به میلی 411رشد هر ولون قطع   با  زن تقريبی 

 9مرايع برا  MSمحیط وشرت پايره    HRGM-A :شامل وشت

 9مرايع برا  MSمحیط وشت پايره  HRGM-B ;درصد ساوارز، 

گرم برر لیترر هورمرون اوررین  4/1درصد ساوارز   غنی شده با 

 NAA  ،;HRGM-C  محرریط وشررت پايررهMS  3/1مررايع بررا 

 9مرايع برا  MSمحیط وشت پايه  HRGM-D ;، درصد ساوارز

، دمای منتقل شدندگراد درجه سانتی 93ای درصد ساوارز در دم

 HRGM-A  HRGM-B   HRGM-C 43 ,های وشت محیط

محیط وشت با سه تکرار  14گراد بود. به اين ترتیر درجه سانتی

های وشرت برای هر ودام از شرايط اعمال شده ايجاد شد. محیط

گررراد براسرراس درجرره سررانتی 93   43در ترراريکی   دمررای 
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 rpmاحی شده بر ر ی شیکر انکوباتور با سررعت های  رآزماي 

ر ز  11هرا در هرر داری شردند، نمونرهمراه نگره 4مردت به 111

گیری  زن منظور اندازهماه به  4شدند. پس از گذشت  اوشت می

گرراد درجه سانتی 31ها در دمای های موئین، نمونهصشک ريشه

 ها ثابت شود. صشک گرديدند تا  زن آن

ها بر اساس يک  رو وامل تصادفی ولیه آزماي  اری:آنالیز آم

دست آمده با های بهتکرار انجام گرديد. میانگین داده 9با حداقل 

  قرار ANOVAمورد تجزبه  اريانس   SASاستفاده از نرم افزار 

گیری شده به ر ش دانکن ها برای صفات اندازهگرفت،   میانگین

 درصد مقايره گرديد.  3در سطح 
 

 ایجنت

ها در دو روش دیسک برگی و درصد تراریختی ریزنمونه

 اسپری

پرس از  A13های موئین حاصرل از تلقریح برا سرويه ا لین ريشه

هررای  ريشرره، هیووووتیررل   بررر  ر ز در ريزنمونرره 8گذشررت 

های موئین در هرر سره مشاهده گرديد. مورفولوژی رشدی ريشه

ی پلاژيوتر پیرک های موئین يعننوع ريزنمونه با صصوصیات ريشه

 . میرانگین 4  تولید انشعابات متعدد قابل مقايرره برود  شرکل 

ها در د  ر ش ديرک برگری   اسروری در درصد تلقیح ريزنمونه

دسرت   نشان داده شده است، برر اسراس نترايج برهA -9شکل  

 T-DNAآمده، در ر ش ديرک برگی بالاترين وارايی در انتقال 

داری درصد  وه اصتلاف معنی 9/82 ها مشاهده شد در ريزنمونه

درصررد بررین ايررن د  ر ش  جررود داشررت.   3در سررطح آمرراری 

همچنرین بیشرترين میرانگین درصرد تلقریح حاصررل از د  ر ش 

درصرد     ومتررين درصرد  3/86مربوط به ريزنمونه های بر   

  Bدرصد  بود  شرکل 1/66های ريشه  تلقیح مربوط به ريزنمونه

نیرز  3392سرويه  A13علا ه برر سرويه   . در تحقیق حاار9 –

زايی صفر بود   تنهرا وار برده شد وه در اين سويه درصد ريشهبه

ها تشکیل والوس در محل زصرم ر يرت شرد. در بعضی ريزنمونه

ها نشان داد وه مناسرر همچنین نتايج حاصل از تلقیح ريزنمونه

ه ی گیاهی در پذيرش ژن بیگانره مربروط برهاترين سن ريزنمونه

درصد  بود. برا وراه    افرزاي   1/78ای  هفته 3های گیاهچه

ها در مقايره با اين د ره سنی واه  درصد تلقریح گیاهچهسن 

 6هفتره صرفر درصرد   در  9وره در  روریقابل ملاحظه بود. به

 درصد رسید.  37هفته به 

  A13 زایی سویهتایید قابلیت ریشه

سررتفاده از آغازگرهررای   بررا اPCRای پلیمررراز   اوررن  زنجیررره

ای به ترتیر منجر به تکییرر قطعره  rolB  virDاصتصاصی ژن 

هرای گرديرد وره  جرود بانرد bp781    bp998  ول تقريبیبه

های موئین حاوی از ترايختره در ژنوم ريشه rolB درصشان از ژن

 . همچنین عدم A1 -شدن ريزنمونه های گیاهی می باشد  شکل

 T–DNAهای موئین، وه در صرارج از شهدر ري virDحضور ژن 

قرار دارد دلیلری برر عردم  جرود هرر گونره آلرودگی باوتريرايی 

  . B -1های موئین است  شکلريشه

: rolB  . M:DNA Ladder 1Kb  ،1های های ژنبا استفاده از پرايمر A13سويه  V. officinalisهای موئین برای ريشه PCRآنالیز  A) :1شکل 
: ريشه گیاه بد ن انتقال ژنتیکی 3ها، های موئین تراريخته شده از ريزنمونه: ريشه2   9  4عنوان ونترل میبت، به A. rhizogenesاز  Riپلاسمید 

 V. officinalisهای موئین برای ريشه PCR: آنالیز B -1عنوان ونترل منفی د م. شکل به DNAبد ن  PCR:  اون  6عنوان ونترل منفی ا ل، به
:  2  9 4عنوان ونترل میبت، به A. rhizogenesاز  Ri: پلاسمید virD.M  :DNA Ladder 1Kb ،1هایهای ژنبا استفاده از پرايمر  A13سويه 
ن ونترل عنوابه DNAبد ن  PCR:  اون  6عنوان ونترل منفی، : ريشه گیاه بد ن انتقال ژنتیکی به3ها، های موئین تراريخته القا شده ريزنمونهريشه

 منفی د م.
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 باشد.ترتیر مربوط به هیووووتیل ، ريشه   بر  میبه C, B ,A های موئین حاصل از تلقیح:: ظهور ريشه4شکل 
 

 
دار : ر ش تلقیح. حرر ف غیرر مشرابه بیرانگر معنریAبر ، هیووووتیل   ريشه،  هایريزنمونه :Bاز  حاصل موئین هایريشه درصد القای : میانگین9 شکل

 باشد.  بر اساس آزمون دانکن می >13/1pبودن  

 های ریشه موئینارزیابی فنوتیپ رشد کلون

های مروئین مربروط بره هرر منظور مقايره فنوتیپ رشد ريشهبه

های بر ، هیووووتیرل   ريشره ريزنمونهاز ولون  3ولون، حد د 

مايع وشرت شردند. نترايج  MSمدت يک ماه در محیط وشت به

هرای ريشره گیری میرانگین  زن ترر ولروناز اندازهدست آمده به

هرا ای در میرزان رشرد آنموئین نشان داد. تفا ت قابل ملاحظره

ها، فنوتیرپ رشردی  . بر مبنای  زن تر ولون2 جود دارد  شکل 

های تند، متوسط   وند صورت سه گر ه ولونهای موئین بهريشه

 C4C   9C ,7هرای رشد در نظر گرفته شد. بر اين اسراس ولرون

 C1C   5C , 2هرای عنوان ولرون تنرد رشرد، همچنرین ولرونبه

ی برا هراعنروان ولرونها بهی ولونعنوان رشد متوسطه   بقیهبه

 رشد وند انتخا  شدند.  

 

 
  برر اسراس >13/1pبرودن  دار حر ف غیر مشابه بیانگر معنری بر اساس  زن تر.الطیر     از ريشه موئین سنبلC1 – C9ولون   3: میزان رشد  2شکل 

 باشد.آزمون دانکن می
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های های کشت بر وزن خشک ریشهمقایسه اثرات محیط

 موئین

هرای مروئین منظور افزاي  میزان رشرد، ريشرهدر اين مطالعه به

مراه  4مردت الطیر در چهار محیط وشت متفا ت برهگیاه سنبل

شرک دست آمده از مقايره میانگین  زن صوشت شدند. نتايج به

درصرد را نشران  3داری در سرطح های موئین تفا ت معنیريشه

شود بیشترين میزان  ور وه مشاهده می . همان3دهد  شکل می

 9مرايع برا  MSهای موئین در محریط وشرت  زن صشک ريشه

    HRGM-D گرراد درجره سرانتی 93درصد ساوارز در دمای 

گررم  4/1مايع غنی شده با  MSومترين میزان در محیط وشت 

گررم  13/1   13/1ترتیر برابرر برا به  HRGM-B لیتر اورین 

 بود.

 
p<0/05های موئین بر اساس  زن صشرک. های وشت مختلد بر رشد ريشه: اثر محیط3شکل 

 

 بحث

-T – DNA  Transferredی مرورد نظرر منظور تکییر قطعهبه

DNA  گرردد ای پلیمراز استفاده میباوتريايی از  اون  زنجیره

 -1توانرد ثابرت گرردد: د  ر ش می . انتقال ژنتیکی موفق به14 

ترتیرر ر ش غیرمرتقیم وه ايرن د  ر ش بره -4ر ش مرتقیم 

هرا   ا پرین  T-DNAهرای  سیله شناسرايی   تعیرین تروالیبه

ها پايدار نبوده   حتی ممکرن تولید ا پیندلیل اينکه باشد. بهمی

 T-DNAاست از بین بر ند، ر ش مرتقیم يعنری تعیرین تروالی 

از اگر باوتريوم بره  T – DNA . انتقال 19شود  ترجیح داده می

ای است وره درصرد موفقیرت آن بره يند پیچیدهآژنوم گیاهی فر

   13 ، نوع ريزنمونه گیراهی  12عواملی از قبیل سويه باوتری  

  برتگی دارد. در بین موارد ذور شده 17    د ره هم وشتی  16

نوع سويه باوتری نق  ولیدی در ايرن فراينرد دارد. دلیرل ايرن 

پراتوژن بررسری  –توان در قالر اثرات متقابل گیراه پديده را می

بررای القرای  A13   3392ورد. در تحقیرق حاارر از د  سرويه 

ورد يکرانی ن د  سويه از عملريشه موئین استفاده گرديد وه اي

الطیر پاسرخ های گیاه سنبلوه ريزنمونهبرصوردار نبودند،  وری

در  A13از  رفری سرويه  .نشران ندادنرد 3392میبت به سرويه 

هرای ای عمل ورد. تولید موفقیت آمیز ريشرهسطح قابل ملاحظه

در چنردين  A13موئین با استفاده از باوتری آگر باوتريوم سويه 

ووتیل بادام های اپیه انجام شده است. برای میال ريزنمونهمطالع

هرای آلوده شرده   منجرر بره تولیرد ريشره A13زمینی با سويه 

های موئین از قطعرات  . همچنین القا ريشه18موئین شده است  

بررا اسررتفاده از برراوتری  Crotalaria  juncea برگرری گونرره 

ارش شده اسرت نیز گز  Ohaaraتوسط A13اگر باوتريوم سويه 

 13  . Lee  در بررسی قدرت تهاجمی   قابلیت   41   همکاران

آلودگی پنج سويه مختلد آگر باوتريوم به اين نتیجه رسیدند وه 

ورارايی مروثرتری  Aglaia ellipticaبررر ی گیراه  A13سرويه 

های گیاهی صارجی، سطح قند، منابع نیترر ژن   داشت. هورمون

تواننرد دما   حضرور مرواد شریمیايی مریها، نور، مقدار نربی آن

هرای میزان رشد   زيرت توده ولی   همچنین مقردار متابولیرت

توانرد ثانويه را تحت تاثیر قرار دهند. بهینه سازی ايرن اجرزا مری

دسرت آمرده از های موئین را افزاي  دهرد. نترايج برهرشد ريشه

محیط وشرت برر میرزان افرزاي  زيررت تروده  2بررسی اثرات 

ها بره های موئین نشان دهنده اثر متفا ت اين محیط وشتريشه

درجره  93داری شده در دمرای نگه  MSسود محیط وشت پايه 

گرم برر لیترر   4/1گراد بود. در مقابل محیط وشت حا ی سانتی

NAA  دارای حداقل رشد بود. چنردين گرزارش  جرود دارد وره

جرر های قند   اورین در محیط وشرت مودهد مکملنشان می

 . در ايرن تحقیرق 41شرود  های مروئین مریتحريک رشد ريشه
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های ارائه شده در زمینه تاثیر اند  دست آمده با گزارشنتايج به

 . هرر چنرد 44های مروئین مشرابه اسرت  اورین بر رشد ريشه

هرای جديدا ثابت شده است وره آزمرون مرنظم اثررات هورمرون

تواند در بعضری يه میهای ثانوها   متابولیتمختلد بر ر ی ريشه

ها گرردد های موئین   متابولیتموارد منجر به افزاي  رشد ريشه

هرا توان در میزان آند ژنی هورمرون . اين نتايج متضاد را می49 

هرا در گیاهران بررسی ورد. از آنجا وه میرزان آنرد ژنی هورمرون

ی گیراهی هرابنرابراين اسرتفاده از هورمرونمتفا ت مری باشرد، 

در شرود. هرای متفرا ت در گیاهران مرینجر به پاسرخصارجی م

ترين نروع   سرن منظور بررسی   تعیین مناسرمطالعه حاار به

ی گیاهی در تولید ريشه موئین، مشخص گرديرد وره هاريزنمونه

هفتگرری توانررايی  3ی گیرراهی تررا هررابررا افررزاي  سررن ريزنمونرره

ی هراها بررای پرذيرش ژن بیگانره افرزاي  يافرت  دادهريزنمونه

در ها نشان داده نشرده اسرت . همچنرین مربوط به سن ريزنمونه

هرای ريشره در فرا انی ایتفا ت قابل ملاحظه الطیر،سنبل گیاه

    Mehrotaنوع ريزنمونه  جرود داشرت. 9موئین ايجاد شده در

نیز گزارش دادند میزان آلودگی   فرا انی تشکیل   42 همکاران 

د  عامرل سرن   نروع ريزنمونره هرای مروئین تحرت تراثیر ريشه

هرای برگری باشد، بر اساس نترايج مطالعره مرذوور، ريزنمونرهمی

اين مشاهدات حاوی صود اصتصاص دادند. بیشترين موفقیت را به

از آن است وه سن   نوع ريزنمونه معیار اساسری در ايرن زمینره 

وه سن   نوع ريزنمونه فاوتور مهمری اسرت دلیل اينبهباشد، می

دهرد. برر اسراس وصیات فیزيولوژيکی سلول را تغییر مریوه صص

ها، تفا ت فنوتیرپ رشرد های موئین حاصل از ولون زن تر ريشه

های انجام شده تفا ت ها مشاهده گرديد. در بررسیدر بین ولون

های حاصرل از تلقریح يرک ای در بین ولونرشدی قابل ملاحظه

نرد بره مرواردی توا . دلیرل ايرن تنروع مری43ن اد مشاهده شد  

برراوتری در   T – DNAهمچررون  ر د مقررادير مختلفرری از 

ريخته ا لیه هرر ولرون   همچنرین بیران متفرا ت های تراسلول

ها ارتبراط با توجه به محل قرار گیری اين ژن T- DNAهای ژن

 11در بررسری میرزان رشرد   46 داشته باشد. سارا   همکراران 

  حاصرل Cichorium intybus  ولون ريشه موئین گیاه واسنی

های مختلد اگر باوتريوم رايز ژنز دريافتند وه تنوع قابل از سويه

های حاصل از هر سرويه  جرود ای در سرعت رشد ولونملاحظه

 گر ه قرار دادند. 9ها را در دارد   بر اين اساس آن
 

 نتیجه گیری

 طاروان استنبرتده از اين تحقیق میردست آمبا توجه به نتايج به

ورد وره بررای ووتراه ورردن زمران افرزاي  زيررت تروده ولری 

سرازی شررايط محریط وشرت از اهمیرت های موئین بهینهريشه

های موئین در وه میزان رشد ريشهای برصوردار است.  وری ي ه

درجرره  93داری شررده در دمررای نگرره MSمحرریط وشررت پايرره 

ین هرا بیشرتر برود. همچنرگراد در مقايره با سراير وشرتسانتی

يند انتقال آمشخص شد وه نوع سويه باوتری نق  ولیدی در فر

    هرای براوتریدر پلاسرمیدهای سرويهژن به سلول گیاهی دارد. 

A. rhizogenes های تحريک وننده انتقالنام توالیهايی بهتوالی 

T-DNA هرا  جود دارد وه دفعرات تکررار ايرن تروالی در سرويه

نیرز از   A13یموپین وه سويههای میکباشد. درسويهمتفا ت می

برار تکررار شرده اسرت  12 باشرد، تروالی مرذوورهمین گر ه می

برار  5  6 های مانوپین   اگر پین ايرن تروالیوه در سويهحالیدر

رسد وه اين مطلرر ترا نظر می. به(27)ترتیر تکرار شده است به

  را توجیه نمايد. A13 حد دی علت قدرت تهاجمی بالای سويه

 قدردانيتشكر و 

صصروص  آقرای دوترر سربزی   مشرکی از ولیه افراد محترم بره

وارشناسان محترم پ  هشکده زيررت فنرا ری دانشرگاه ار میره 

هرای ارزشمندشران قردردانی هرا   راهنمرايیصا ر مرراعدتبه

 اسرطه ونم. همچنین از تحصیلات تکمیلی دانشگاه ار میه بهمی

 شود.واسگزاری میتصوير   حمايت از اين تحقیق صمیمانه س
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Abstract 

Aim: In this study, with the aim of optimizing hairy root growth conditions, leaf, hypocotyl and root 

explants were inoculated by strain ‘A13’ of Agrobacterium rhizogenes. Then effect of four basal MS 

liquid media was considered with different combinations and temperature on rate of hairy roots 

growth.  

Material and methods: In order to hairy root induction via spary and leaf disc methods, two strains of 

Agrobacterium rhizogenes (A13 and 9534) were used. For confirmation of transformation but not 

infection of hairy roots, PCR reaction was performed through specific amplification of rolB and virD 

genes. Obtained hairy roots in a basal liquid MS medium were cultured under different treatments in 

based on completely randomized design (CRD) with three replicates and dry weight of hairy roots was 

measured after two months.  

Results: Hairy roots were observed in root, hypocotyl and leaf explants after 8 days. The highest 

percentage of transformation was found in leaf explants. The obtained results showed that the highest 

(0.19 gr) and the lowest(0.05 gr) rate of hairy root dry weight related to basal liquid MS medium 

containing 30 g/l sucrose in 35°C  and basal MS liquid medium containing 0.2 gr ∕ l NAA 

hormone,respectively,. 

Conclusion: The results indicate the main role of culture medium compounds and temperature in 

enhancing of hairy root biomass. 

Keywords: Agrobacterium rhizogense, Culture medium, Explant, Valeriana officinalis 
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