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 یمقاله پژوهش
 

  اهیگنیزر نییمو شهیرکشت  برکشت طینوع مح و نیگلوتام-ال ریثأت

(Dracocephalum kotschyi Boiss.) 
 

  ییطباطبا دیس میابراه نیالدبدر و یطالب دیمج ،پزوه یاحمد یعل
 رانیاصفهان، اصفهان، ا یدانشگاه صنعت ،یکشاورز دانشکده ،یوتکنولوژیب گروه

 (11/42/2041 ، تاریخ پذیرش نهایی:47/22/2042 تاریخ دریافت:)

 

 

 چکیده 

محیطی در تولید های کشت بافتی و زیستعنوان یکی از تکنیک( به.Dracocephalum kotschyi Boissگیاه )تولید ریشه مویین در زرین القا و

صورت تصادفی در چهار تکرار به قالب طرح کاملاًهای ثانویه این گیاه، مورد بررسی قرار گرفت. به همین منظور آزمایشی در متابویت

ای های چهار هفتهاز برگ A4-Nو  MSU ،A7های ای انجام گرفت. بهترین سویه اگروباکتریوم رایزوژنز از میان سویهکشت درون شیشه

منظور القای ای انتخاب شدند. بهفتهای و چهار های، سه هفتههای دو هفتهگیاه و بهترین سن برگ جهت تلقیح با باکتری، از گیاهچهزرین

فاقد ترکیبات حاوی عناصر پرمصرف  MSو  MSهای کشتکشتی از میان محیطکشت در مرحله همترین محیطمناسب ریشه مویین

(3NO4NH ،3KNO ،2CaCl  4وPO2KHو در مرحله پس از هم )های کشتکشتی از میان محیطMS  وMS گلوتامین به غلظت -حاوی ال

درصد( و  18/81ایی )(، برگ چهار هفته94)% MSUزایی به هنگام استفاده از سویه ترین درصد ریشهگرم بر لیتر انتخاب شدند. بیش 2/4

 78/76کشتی )مرحله پس از هم گلوتامین در-حاوی ال MSکشت کشتی و محیطفاقد ترکیبات پرمصرف در مرحله هم MSکشت محیط

و  rolCهای مراز و به وسیله آغازگرهای ژنای پلیشده نیز از طریق واکنش زنجیرههای مویین تشکیلریشهدرصد( مشاهده شد. تراریختگی 

aux1 که نوع حالیکشت بستگی داشت. دریید شد. نتایج نشان داد که تولید ریشه مویین از این گیاه به نوع سویه، سن برگ و نوع محیطأت

تواند در تولید ترکیبات دارویی این گیاه شده نشان نداد. نتایج حاصل از این مطالعه میشه تشکیلثیری بر روی طول ریأسویه و سن برگ ت

 شده ریشه مویین مورد استفاده قرار گیرد.سازیمانند رزمارینیک اسید از طریق تکنیک بهینه

 

 MSکشت گلوتامین، ریشه مویین، محیط-کلمات کلیدی: اگروباکتریوم رایزوژنز، ال

 

 همقدم

امروزه  .گرددمی بر بشریت آغاز به گیاهان به انسان وابستگی

شوند. شواهد بسیاری از داروها از گیاهان دارویی تهیه می

توان یافت که گیاهان دارویی در درمان بسیاری محکمی را می

های ها و همچنین برای بازسازی و تقویت دستگاهاز بیماری

، یونانی و (Ayurvedic)بدن در طب سنتی قدیم مانند آیورودا 

کلی هدف اصلی استفاده از طورطب سنتی چینی نقش دارند. به

دست آوردن تعامل مثبت با شیمی بدن گیاهان دارویی به

(Body Chemistry)  است(Van Wyk and Wink, 2018) در .

 دارویی فعال ترکیبات جداسازی حال حاضر تحقیقات بر روی

 موجود داروهای که هایییماریب درمان در گیاهان دارویی از

 Foroozandeh and)است  شده متمرکز نیستند، ثرؤم چندان
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Asadi Gharooneh, 2021; Aslam and Ahmad, 2016) .

 عنوانبه و است کشنده هایبیماری ترینشایع از یکی سرطان

باشد. می جهان سراسر در میرومرگ اصلی علل از یکی

 هاییروش ترینرایج درمانیشیمی و ایمونوتراپی پرتودرمانی،

  این اما شوند،می استفاده سرطان درمان برای که هستند

 گیاهان .گذارندمی منفی تأثیر سالم هایروی سلول بر هاتکنیک

 فلاونوئیدها، جمله از هاآن گیاهی ترکیبات و دارویی

 انواع برابر در محافظتی اثرات دارای آلکالوئیدها و کاروتنوئیدها

 ریشه، از ساقه، که گیاهی هستند. داروهای سرطان تلفمخ

 آیند،دست میمیوه گیاهان دارویی ب و گل دانه، پوست، برگ،

 ماهیتی ، زیراهستندها درمان سرطان برای منابع بهترین از یکی

 هیچ یا کنندمی ایجاد کمتری جانبی عوارض و دارند سمیغیر

 امروزه .(Akhtar and Swamy, 2018)ندارند  جانبی عارضه

 است شده معرفی سرطانیضد خواص با گیاهی ترکیب چندین

 Khojasteh et) است رزمارینیک اسید ترکیبات این از یکی که

al., 2014)ًویژه در در تیره نعناعیان به . رزمارینیک اسید معمولا

 ;Petersen and Simmonds, 2003)شود گیاه یافت میزرین

Fattahi et al., 2013). گیاه یا بادرنجبویه دنایی با نام زرین

 و است ایران بومی .Dracocephalum kotschyi Boissعلمی 

 لرستان، هایاستان در متر 0622-6222 ارتفاع با مناطقی در

 وحشی صورتبه تهران و مازندران همدان، گلستان، فارس،

اصولی این . برداشت غیر(Ashrafi et al., 2017)کند می رشد

در مرحله گلدهی توسط افراد محلی، مانع از تکثیر مداوم  گیاه

طوریکه زرین گیاه یکی این گیاهان در این مناطق شده است به

 Foroozandeh and) استاز گیاهان در خطر انقراض در ایران 

Asadi Gharooneh, 2021) . 

های منظور تولید متابولیتهای شیمیایی بهاستفاده از روش

 طور مثال برای تهیهبه د پرهزینه و مشکل هستند.ثانویه ارزشمن

 هزار 02 تقریباً (Paclitaxelتاکسل )پاکلی کیلوگرم یک

 نیاز مورد .Taxus spدرخت  از حاصل خشک پوست کیلوگرم

های ثانویه در صنایع دلیل کاربرد متابولیتاز این رو به .است

م تولید دنبال یک سیستمختلف اعم از دارویی و گیاهی باید به

استفاده از تکنیک پذیر باشیم. زیست و تجدیددار محیطدوست

تواند در بهبود تولید بافت مانند کشت ریشه مویین میکشت

های ثانویه دارای ارزش اقتصادی بالا مانند رزمارینیک متابولیت

 ;Cai et al., 2012)ثر باشد ؤاسید از زرین گیاه، م

Foroozandeh and Asadi Gharooneh, 2021) کشت ریشه .

های مویین ای است که در آن ریشهمویین، کشت تمایز یافته

کشت فاقد هورمون، پایداری دارای سرعت رشد بالا در محیط

 ,.Cai et al) هستندژنتیکی و تولید بالای متابولیت ثانویه 

 توسط بار اولین که است اصطلاحی مویین ریشه. (2012

 .شد استفاده 0022 سال در نهمکارا و (Stewartاستوارت )

 .است ریشه از ایتوده تشکیل مویین ریشه مشخصه بیماری

 ریشه تشکیل ،Agrobacterium rhizogenesآلودگی با  دنبالبه

 کوچک هایریشه از زیادی تعداد زدگیبیرون نتیجه در مویین

  ایجاد آلودگی محل از مستقیماً ظریف موهای صورتبه

یک باکتری  A. rhizogenes. (Chandra, 2012)شود می

 که آرایش استاسپورزا گرم منفی و غیر ای شکل،خاکزی، میله

ها صورت منفرد یا دوتایی است و آرایش تاژهها بهاین باکتری

ی یا پیرامون (Monotrichous) صورت منفرددر این گونه به

(Peritrichous )است (Meyer et al., 2000)های . تمام سویه

A. rhizogenes کننده ریشه با حضور یک پلاسمید بزرگ القا

(Ri) ای از شده )هسته(، توالیحاوی یک منطقه بسیار حفاظت

 ، مشخص (T-DNA) پلاسمید جهت تشکیل ریشه مویین

. مانند (Gelvin, 2003; Veena and Taylor, 2007) شوندمی

 است، A. tumefaciensبیماری گال طوقه، که ناشی از 

 A. rhizogenes از طریق انتقال ژن به گیاهان آلوده باعث

 ;Weller and Stead, 2002) شودبیماری ریشه مویین می

Weller et al., 2005).  

( موفق به تولید ریشه 6200در تحقیقی فتاحی و همکاران )

تا  5های )برگ و ساقهشده های تلقیحمویین از کشت ریزنمونه

زرین گیاه تهیه شده بود، در که از  A. rhizogenesبا ای( هفته 7

بیوتیک گرم بر لیتر آنتیمیلی 522حاوی   MSکشت محیط

گرم بر لیتر هورمون ایندول بوتریک اسید میلی 6سفاتوکسیم و 

ای دیگر که توسط . در مطالعه(Fattahi et al., 2013)شدند 

Sharafi ( انجام شد، محققان توان6202و همکاران ) ستند از
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گیاه با اگروباکتریوم ای زرینهفته چهارهای تلقیح برگ

فاقد ترکیبات دارای  MSکشتی کشت همرایزوژنز در محیط

( به 4PO2KH و 3NO4NH، 3KNO، 2CaClعناصر پرمصرف )

تراریختگی( دست پیدا کنند  %80های مویین بسیاری )ریشه

(Sharafi et al., 2014) و همکاران . در تحقیق دیگری ایوبی

گیاه یک های زرین( موفق به تولید ریشه مویین از برگ6207)

 MSکشت یافته با اگروباکتریوم رایزوژنز در محیطای تلقیحهفته

 Ayyobi and)گرم بر لیتر سفاتوکسیم شدند میلی 622حاوی 

Fattahi, 2017) ،افزودن آمینواسیدهایی مانند گلیسین .

عنوان کشت بهپرولین به محیط-گلوتامین و ال-آسپارژین، ال

های گیاهی نمو سلولومنابع غنی از نیتروژن سبب تحریک رشد

 ها قرار شود و به دلیل اینکه به آسانی در دسترس سلولمی

دهند. نقش ها را افزایش مینمو سلولوگیرند، سرعت رشدمی

شدن گلوتامین در جلوگیری از اکسید-ثر استفاده از الؤم

(. Kumar et al., 2013) استفنلی در گیاهان پلیترکیبات 

ونیل گرم بر لیتر و پلی 0/2گلوتامین به غلظت -استفاده از ال

گرم  5( به غلظت Polyvinyl Polypyrrolidoneپیرولیدون )پلی

 کشت در مرحله های محیطکنندهعنوان تکمیلبر لیتر به

و افزایش کشتی باعث بهبود تراریختگی کشتی و پس از همهم

 های گیاه القا و تولید ریشه مویین از کالوس

Camellia sinensis یافته با اگروباکتریوم رایزوژنز گردید تلقیح

(Rana et al., 2016)کشت . در این تحقیق اثر محیطMS  فاقد

گلوتامین در -کشتی، اثر العناصر پرمصرف در مرحله هم

منظور بهبود تولید به هاکشتی و اثر متقابل آنمرحله پس از هم

 ریشه مویین از زرین گیاه مورد بررسی قرار گرفت.

 

 هامواد و روش

تصادفی در  آزمایش در قالب طرح کاملاً :تیمارهای آزمایش

ای، در آزمایشگاه صورت کشت درون شیشهچهار تکرار به

گروه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه صنعتی اصفهان 

و در سه مرحله انجام گرفت و درصد  0222-0000در سال 

تولید ریشه مویین و طول ریشه با اعمال تیمارها در دو مرحله 

اول مورد بررسی قرار گرفت و در مرحله آخر تنها درصد 

ریشه مویین با اعمال تیمارها مورد بررسی قرار گرفت. در 

منظور انتخاب بهترین سویه اگروباکتریوم مرحله اول به

شده از )تهیه A4-Nو  MSU ،A7های میان سویهرایزوژنز از 

های های ثانویه استان اصفهان( از برگپژوهشکده متابولیت

 ای زرین گیاه استفاده شد. سپس در مرحله دوم بهچهار هفته

منظور انتخاب بهترین سن برگ جهت تلقیح با باکتری، از 

ده ای استفاای و چهار هفتهای، سه هفتههای دو هفتهگیاهچه

کشت ترین محیطمنظور تعیین مناسبشد. در آخرین مرحله به

 منظور القا و کشتی بهکشتی و پس از همدر مرحله هم

 فاقد  MSو  MSهای کشتتولید ریشه مویین از محیط

 و 3NO4NH، 3KNO، 2CaCl)ترکیبات حاوی عناصر پرمصرف 
4PO2KHهای کشتکشتی و محیط( در مرحله همMS  وMS 

گرم بر لیتر در  0/2گلوتامین به غلظت -آمینواسید الحاوی 

 کشتی استفاده شد.مرحله پس از هم

در این : های کشتسازی ریزنمونه و تهیه محیطآماده

شده از شرکت پاکان بذر اصفهان تحقیق از بذور زرین گیاه تهیه

رفتن خواب بذور و حداکثر میزان منظور از بینبه استفاده شد.

دقیقه با اسید سولفوریک غلیظ  02مدت بذور بهزنی، جوانه

 کشت منظور کشت بذور زرین گیاه از محیطتیمار شدند. به

 این  استفاده شد. MS (Murashige and Skoog, 1962)پایه 

 کشت شامل ترکیبات دارای عناصر پرمصرف و محیط

و ساکارز  (Myoinositolها، میواینوزیتول )مصرف، ویتامینکم

تنظیم شد و  8/5کشت در محدوده محیط pHر آخر د. است

گرم آگار )شرکت  7کشت مقدار شدن محیطجهت ژلاتینی

 62مدت به کشتمحیطسیگما، آمریکا( به آن اضافه گردید. 

 درجه 060 دمای و اتمسفر 6 فشار با اتوکلاو دقیقه در

 شدن مورد استفاده قرار گرفت.و پس از سرد استریل سلسیوس

  با دوبار بردن خواب،از بین از پسبذور، جهت کشت 

 انجام لامینار هود زیر ضدعفونی، و شدند مقطر شستهآب

 پس ودرصد  72اتانول  در دقیقه یک مدتبه بذور ابتدا .گرفت

 درصد 02 تجاری سدیم هیپوکلریت در دقیقه 02 مدتبه آن از

 بعدی، مرحله در .شدند ورغوطه (درصد کلر فعال 5حاوی )

 صافی کاغذ روی بر و شسته استریل مقطرآب با بار سه ربذو
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اگروباکتریوم  MSU کشت تولید ریشه مویین )حاصل تلقیح با سویهگیاه بر روی محیطای زرینهای چهار هفتهکشت ریزنمونه -2شکل 

 (رایزوژنز

 

 . 

 

 

 

 

ترتیب بعد از ( بهاگروباکتریوم رایزوژنز MSU )حاصل تلقیح با سویهگیاه ای زرینهای چهار هفتهتولید ریشه مویین از برگ -1شکل 

 کشت تولید ریشه مویینها بر روی محیطگذشت الف: سه هفته، ب: شش هفته و ج: هشت هفته از کشت ریزنمونه

 

 در استریل پنس بذور با نهایت در .شدند خشک استریل

محیط  لیترمیلی 65 حاویمتری سانتی 5 مرباییهای شیشه

و  0)شکل شدند  کشت رشد، کنندهایتنظیم فاقد MS شتک

درجه  62±6دمای  با رشد اتاق به زنیجوانه منظور به و (6

 ساعت 8 و روشنایی ساعت 02 نوری دوره وسلسیوس 

ترتیب بعد از ها بههای گیاهچه. برگدندش منتقل تاریکی

منظور تلقیح زنی بذور بهگذشت دو، سه و چهار هفته از جوانه

های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز مورد استفاده قرار با سویه

 گرفت.

ها با اگرویاکتریوم رایزوژنز، های گیاهچهجهت تلقیح برگ

 استفاده شد. جهت  A4-Nو  MSU ،A7های از سویه

ها، در زیر هود سازی باکتری برای تلقیح با ریزنمونهآماده

 هر یک از میکروبی در شرایط استریل یک تک کلون از 

LB (Bertani, 1951 )کشت یافته بر روی محیطهای رشدسویه

 05ریفامپسین و  بیوتیکگرم بر لیتر آنتیمیلی 52جامد حاوی 

برداشته شده و به  pH 5/7-7گرم بر لیتر آگار در محدوه 

مایع و ریفامپسین به غلظت  LBکشت های حاوی محیطفالکون

منتقل گردید. سپس  pH 5/7-7گرم بر لیتر در محدوده میلی 52

ساعت در شیکر انکوباتور در دمای  62تا  08مدت ها بهفالکون

دور بر دقیقه در  082درجه سلسیوس و سرعت تکانه  68

ها با کمک شرایط تاریکی قرار گرفتند. غلظت بهینه باکتری

نانومتر تنظیم گردید  222موج دستگاه اسپکتروفتومتر در طول

(8/2-2/2=600OD)02مدت ها به. پس از این مراحل، فالکون 

سانتریفیوژ شدند و پس از تشکیل  g7222دقیقه و با شدت 

مایع( در زیر هود  LBرسوب باکتری و حذف فاز رویی )

میکروبی و در شرایط استریل، بر روی رسوب باکتری مقدار 

 MSکشت کشت تلقیح استریل )محیطلیتر محیطمیلی 02

میکرومولار هورمون  022ر ساکارز و گرم بر لیت 52حاوی 

فاقد ترکیبات  MSکشت و یا محیط pH 5/5استوسیرینگون با 

3NO4NH ،3KNO ،2CaCl  4وPO2KH گرم بر لیتر  52، حاوی

( pH 5/5میکرومولار هورمون استوسیرینگون با  022ساکارز و 

مدت پنج ساعت در شیکر ها بهاضافه گردید. در نهایت فالکون
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 082درجه سلسیوس و سرعت تکانه  68با دمای  انکوباتور

دور بر دقیقه در شرایط تاریکی قرار گرفتند. از سوسپانسیون 

 ها استفاده گردید.منظور تلقیح ریزنمونه حاصل به

های گیاهی با کشتی، جهت تلقیح ریزنمونهدر مرحله هم

منظور ، بهA4-Nو  MSU ،A7های سوسپانسیون باکتری سویه

گیاه و ای زرینهای چهار هفتهرین سویه، برگانتخاب بهت

های دو، سه و جهت انتخاب بهترین سن برگ، برگ گیاهچه

در زیر هود  MSUای به جهت تلقیح با سویه چهار هفته

میکروبی از گیاه مادری جدا شده و به ظروف پتری استریل 

کشت تلقیح منتقل شدند و توسط اسکالپل استریل حاوی محیط

بسیار سطحی بر روی رگبرگ اصلی واقع در سطح هایی زخم

ها سبب نفوذ بهتر باکتری به د )این زخمشها ایجاد زیرین برگ

شوند(. سوسپانسیون آماده درون ظرف پتری درون ریزنمونه می

های برش خرده به ظرف پتری استریل دیگر ریخته شده و برگ

 دند. ظرف پتری حاویشحاوی سوسپانسیون باکتری انتقال 

 05الی  02مدت های برش خرده بهسوسپانسیون باکتری و برگ

صورت دستی داخل هود لامینار مخلوط شدند. سپس دقیقه به

ها های گیاهی ابتدا جهت حذف رطوبت اضافی برگریزنمونه

دنبال آن مدت کوتاهی قرار گرفتند و بهبر روی کاغذ صافی به

ه مویین کشت القای ریشبر روی ظروف پتری حاوی محیط

 022گرم بر لیتر ساکارز و  52حاوی  MSکشت )محیط

 و یا  pH 5/5میکرومولار هورمون استوسیرینگون با 

و  3NO4NH ،3KNO ،2CaClفاقد ترکیبات  MSکشت محیط

4PO2KH میکرومولار  022گرم بر لیتر ساکارز و  52، حاوی

 28مدت ( منتقل شدند و بهpH 5/5هورمون استوسیرینگون با 

درجه سلسیوس  62±6عت در شرایط تاریکی و در دمای سا

 نگهداری شدند. 

کشتی، پس از گذشت دو روز، ابتدا در مرحله پس از هم

یافته با هر یک از های تلقیحمنظور حذف باکتری، ریزنمونهبه

( در زیر A4-Nو  MSU ،A7های اگروباکتریوم رایزوژنز )سویه

 وف پتری حاوی هود میکروبی در شرایط استریل به ظر

گرم بر لیتر سفاتوکسیم میلی 522مقطر استریل که دارای آب

زده شدند. این صورت دستی همبودند، انتقال داده شدند و به

دقیقه انجام گرفت.  02تا  5مدت عمل سه مرتبه و هر بار به

ها بر روی کاغذ صافی استریل خشک شدند. سپس ریزنمونه

کشت تولید شده بر روی محیطهای خشکدر نهایت ریزنمونه

گرم بر لیتر میلی 652حاوی  MSکشت ریشه مویین )محیط

بوتریک اسید  گرم بر لیتر هورمون ایندولمیلی 6سفاتوکسیم، 

(IBAو یا محیط ) کشتMS  گرم بر لیتر میلی 652حاوی

گرم بر  0/2و  IBAگرم بر لیتر هورمون میلی 6سفاتوکسیم، 

 62±6قل شده و در اتاق رشد در دمای گلوتامین( منت-لیتر ال

  (.0)شکل درجه سلسیوس در شرایط تاریکی نگهداری شدند 

ها بر روی پس از گذشت سه هفته از کشت ریزنمونه

 های مویین از محل کشت تولید ریشه مویین، ریشهمحیط

های مویین، ها ظاهر شدند. بلافاصله بعد از ظهور ریشهزخم

 622حاوی  MSکشت بر روی محیط دارهای ریشهریزنمونه

 0/2و  IBAگرم بر لیتر میلی 6گرم بر لیتر سفاتوکسیم، میلی

های گلوتامین قرار گرفتند. واکشت ریزنمونه-گرم بر لیتر ال

روز یک بار صورت گرفت و هر بار مقدار  02دار هر ریشه

گرم بر لیتر کاهش میلی 52کشت به مقدار سفاتوکسیم محیط

تمامی مراحل بالا در شرایط استریل و در زیر  (.6)شکل یافت 

های هود لامینار انجام گرفت. محل نگهداری واکشت ریشه

درجه سلسیوس و در  62±6مویین در اتاق رشد در دمای 

 شرایط تاریکی بود.

 مرازای پلییید مولکولی با استفاده از واکنش زنجیرهأت

(PCR) :های یختی ریشهیید مولکولی ماهیت ترارأمنظور تبه

های یید اصالت هر یک از سویهأمویین احتمالی و ت

عنوان کنترل ( بهA4-Nو  MSU ،A7اگروباکتریوم رایزوژنز )

 CTABکل به روش  DNAترتیب استخراج مثبت ابتدا به

(Khan et al., 2007)  و استخراجDNA  پلاسمیدی به روش لیز

. سپس (Sambrook and Russell, 2006)قلیایی انجام گرفت 

مراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ای پلیواکنش زنجیره

های در هر یک از ریشه aux1و  rolCیید حضور ژن أمنظور تبه

در هر  virDو  rolC ،aux1یید حضور ژن أمویین احتمالی و ت

گردید )جدول های اگروباکتریوم رایزوژنز انجام یک از سویه

0) (Fattahi et al., 2013)میکرولیتر از  02منظور تهیه . بهPCR  
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 مورد استفاده در این تحقیق aux1و  rolC ،virD هایتوالی آغازگرهای ژن -2جدول 

 ژن آغازگر توالی
5'-TAA CAT GGC TGA AGA CGA CC-3' 
5'-AAA CTT GCA CTC GCC ATG CC-3' 

F 
R rolC 

5'-TTC GAA GGA AGC TTG TCA GAA-3' 
5'-CTT AAA TCC GTG TGA CCA TAG-3' 

F 
R aux1 

5'-ATG TCG CAA GGC AGT AAG CCC A-3' 
5'-GGA GTC TTT CAG CAG GAG CAA-3' 

F 
R virD 

 

mix  ،نانوگرم  65میکرومولار از هر آغازگر،  5برای هر واکنش

DNA  میکرولیتر مسترمیکس دو برابر غلظت شرکت 5الگو و 

 آمپلیکون استفاده شد. 

با آغازگرهای اختصاصی  aux1و  rolCهای تکثیر ژن 

، پس از آن Ċ02 دقیقه در دمای 5مدت سازی اولیه بهواسرشت

در  (Denaturation) سازیسیکل حرارتی شامل واسرشت 02

 در  (Denaturation) دقیقه، اتصال یکمدت به Ċ02 دمای

در  (Elongation) دقیقه و بسط یکمدت به Ċ 0/55 دمای

 دقیقه و در ادامه یک سیکل حرارتی 5/0دت مبه 76Ċ دمای

Ċ76 دقیقه انجام شد. تکثیر ژن  5مدت بهvirD  با آغازگرهای

 به Ċ02 سازی اولیه در دمایاختصاصی نیز شامل واسرشت

 سیکل حرارتی شامل  05دقیقه و پس از آن  5مدت 

 ثانیه، اتصال در دمای 25مدت به Ċ02 سازی در دمایواسرشت

Ċ52 ثانیه و بسط در دمای 25مدت به Ċ76 دقیقه یکمدت به 

دقیقه انجام شد.  5مدت به Ċ76 و در ادامه یک سیکل حرارتی

 rolCهای یید حضور ژنأمنظور ت، بهPCRپس از انجام واکنش 

های مویین احتمالی و ژنومی هر یک از ریشه DNAدر  aux1و 

ی پلاسمید DNAدر  aux1و  rolC ،virDهای یید حضور ژنأت

های اگروباکتریوم رایزوژنز و مشاهده باندهای مربوط به سویه

با  TAEدر بافر  %0ها بر روی ژل، الکتروفورز ژل آگارز ژن

 متر انجام گرفت. ولت بر سانتی 8ولتاژ 

تصادفی در  آزمایشات این پژوهش در قالب طرح کاملاً

زار افها از نرممنظور آنالیز دادهچهار تکرار انجام گرفت. به

SPSS اساس آزمون دانکن در ها براستفاده شد و میانگین داده

 مورد مقایسه قرار گرفت.  %0سطح احتمال 

 

 نتایج و بحث

ثیر نوع سویه و سن ریزنمونه بر روی القا و تولید ریشه أت

دار بودن اثر نتایج حاصل از تجزیه واریانس بیانگر معنی: مویین

 %0زایی در سطح احتمال سویه و سن ریزنمونه بر صفت ریشه

دار بودن اثر سویه و سن ریزنمونه بر صفت طول معنیو غیر

مقایسه میانگین بین  (.6)جدول ریشه تشکیل شده بود 

( نشان A4-Nو  MSU ،A7های اگروباکتریوم رایزوژنز )سویه

 02زایی )%ثیر را در ریشهأبیشترین ت MSUداد که سویه 

گیاه داشت و پس از ای زرینهفتههای چهار زایی( از برگریشه

 05و  5/56زایی )ترتیب در ریشهبه A4-Nو  A7های آن سویه

گیاه اثرگذار ای زرینهای چهار هفتهزایی( از برگدرصد ریشه

های اگروباکتریوم رایزوژنز بودند. مقایسه میانگین بین سویه

 ثیر أهای مورد استفاده تنشان داد که هیچ یک از سویه

داری بر طول ریشه تشکیل شده نداشتند. همچنین مقایسه معنی

میانگین بین سنین مختلف ریزنمونه مورد استفاده )برگ زرین 

ثیر أای بیشترین تهای چهار هفتهگیاه( حاکی از آن بود که برگ

زایی( در نتیجه درصد ریشه 68/86در تولید ریشه مویین )

داشتند و بعد از آن  اگروباکتریوم رایزوژنز MSUتلقیح با سویه 

 80/07ای با میانگین )هفته ای و دوهای سه هفتهترتیب برگبه

زایی( در تولید ریشه مویین در نتیجه درصد ریشه 20/06و 

اگروباکتریوم رایزوژنز اثرگذار بودند.  MSUتلقیح با سویه 

مقایسه میانگین بین سنین مختلف ریزنمونه مورد استفاده )برگ 

داری بر روی ثیر معنیأشان داد که سنین مختلف تگیاه( نزرین

توانایی  (.0)شکل طول ریشه تشکیل شده نداشتند 

پلاسمیدی خود به  T-DNAاگروباکتریوم رایزوژنز برای انتقال 

 Porter and)ژنوم سلول میزبان بستگی به سویه باکتری دارد 

Flores, 1991; Sharafi et al., 2013) در این تحقیق برای .

بر تولید ریشه  A4-Nو  MSU ،A7های ولین بار اثر سویها
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 گیاهشده از زرینزایی و طول ریشه تشکیلتجزیه واریانس اثر نوع سویه و سن ریزنمونه بر صفاتی شامل درصد ریشه -1جدول 

 منابع تغییر
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

 طول ریشه  زاییدرصد ریشه

 ns722/7 5265** 6 نوع سویه

 605/0 000/82 0 خطای آزمایش

 700/8 275/07 - تغییرات ضریب

 ns202/2 002/2000** 6 سن ریزنمونه

 252/0 520/06 0 خطای آزمایش

 76/5 776/60 - ضریب تغییرات

ns ،*  هستنددرصد  2دار بودن در سطح احتمال درصد و معنی 6دار بودن در سطح احتمال دار بودن، معنیترتیب بیانگر غیرمعنیبه **و. 

 

      
 

      
 شده از زایی و طول ریشه تشکیلمقایسه میانگین اثر نوع سویه و سنین مختلف ریزنمونه مورد استفاده بر روی صفاتی شامل ریشه -3شکل 

 4442/4گیری گیاه با دقت اندازهزرین

 

 گیاه مورد بررسی قرار گرفت. در تحقیقی که بهمویین از زرین

 Physalisپرده )منظور تولید ریشه مویین از گیاه عروسک پشت

alkekengi انجام گرفت، بیشترین درصد تراریختگی مربوط به )

 Dorani and)بود  MSUیافته با سویه های تلقیحریزنمونه

Aharizad, 2018). 

عنوان ریزنمونه ها بههای مختلف گیاهی اغلب برگدر گونه
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جهت تلقیح با اگروباکتریوم رایزوژنز و تولید ریشه مویین 

در این  (.Qin et al., 2022گیرند )مورد استفاده قرار می

 Pawar and)پژوهش، با تکیه بر نتایج تحقیقات قبلی 

Maheshwari, 2004; Sevon and Oksman-Caldentey, 

های گیاه جهت تلقیح با سویههای زرینتنها از برگ (2002

القا و تولید ریشه  منظورمختلف اگروباکتریوم رایزوژنز به

های دیگر جهت تولید مویین استفاده شد و اثر سایر ریزنمونه

کلی هر چه سن طوربهریشه مویین مورد بررسی قرار نگرفت. 

ها کمتر بوده و برای انتقال ژن نه کمتر باشد، تمایز سلولریزنمو

. با این حال، نتایج هستندتر به وسیله اگروباکتریوم مناسب

تر توانایی های جوانآزمایشات تجربی نشان داد که ریزنمونه

 کمتری در برابر آسیب مکانیکی به جهت امکان اتصال 

به ژنوم  T-DNA ها به دیواره سلولی میزبان و انتقالباکتری

شدن ریزنمونه و مرگ سلول میزبان داشتند که باعث نکروزه

شد و در نهایت درصد القا و تولید ریشه مویین سلولی می

ثیر أهای این پژوهش با نتایج مطالعه تیافت. یافتهکاهش می

روزه(  58و  50، 22، 07، 02های سنین مختلف ریزنمونه )برگ

 Macleaya microcarpaاه بر القای ریشه مویین در گی

. همچنین در پژوهش (Huang et al., 2018همخوانی داشت )

های از برگ ،(6202و همکاران ) Sharafiتوسط  هگرفتانجام

عنوان ریزنمونه جهت تلقیح با ای زرین گیاه بهچهار هفته

 . (Sharafi et al., 2014)اگروباکتریوم رایزوژنز استفاده شد 

گلوتامین بر القاء و تولید -و ال کشتاثر نوع محیط

دار بودن اثر نتایج تجزیه واریانس بیانگر معنی :ریشه مویین

 کشت و گلوتامین و اثر متقابل نوع محیط-کشت، النوع محیط

یافته ای تلقیحهای چهار هفتهزایی از برگگلوتامین بر ریشه-ال

بود  %0اگروباکتریوم رایزوژنز در سطح احتمال  MSUبا سویه 

کشت و مقایسه میانگین بین اثر متقابل نوع محیط (.2)جدول 

فاقد  MSکشت گلوتامین نشان داد که استفاده از محیط-ال

و  3NO4NH ،3KNO ،2CaClترکیبات حاوی عناصر پرمصرف 

4PO2KH منظور القای ریشه مویین و کشتی بهدر مرحله هم

گرم بر لیتر در  0/2گلوتامین به غلظت -استفاده از ال همچنین

کشتی کشت تولید ریشه مویین در مرحله پس از هممحیط

زایی( از درصد ریشه 78/75زایی )ثیر بر ریشهأترین تبیش

اگروباکتریوم  MSUیافته با سویه ای تلقیحهای چهار هفتهبرگ

کشت محیط ترتیب استفاده ازرایزوژنز داشت و پس از آن به

 فاقد ترکیبات حاوی عناصر پرمصرف و عدم استفاده از 

 و استفاده از  MSکشت گلوتامین، استفاده از محیط-ال

و عدم  MSکشت گلوتامین و در نهایت استفاده از محیط-ال

، 8/26ترتیب گلوتامین بر روی تولید ریشه )به-استفاده از ال

یافته با ای تلقیحهزایی( از برگدرصد ریشه 55/00و  80/65

 (.2)شکل ثر بودند ؤاگروباکتریوم رایزوژنز م MSUسویه 

کشتی کشت در مرحله همافزودن استوسیرینگون به محیط

اگروباکتریوم  Riپلاسمید  Virهای منجر به القای بیان ژن

شدت به غلظت مورد شود. اثر استوسیرینگون بهرایزوژنز می

کشت ه گیاهی و نوع محیطاستفاده، نوع ریزنمونه، نوع گون

. استفاده از (Rana et al., 2016; Nakano 2017بستگی دارد )

میکرومولار( منجر به  622استوسیرینگون در غلظت بالا )

یافته با سویه های برنج تلقیحای شدن کالوسنکروزه و قهوه

EHA105  اگروباکتریوم رایزوژنز گردید و همچنین بهترین

در نتیجه تلقیح با باکتری( به  GUSن ژن ترین بیانتیجه )بیش

میکرومولار  022هنگام استفاده از استوسیرینگون به غلظت 

. در پژوهشی که (Perez Bernal et al., 2009) مشاهده شد

استفاده از ( انجام گرفت، 6202و همکاران ) Sharafiتوسط 

فاقد ترکیبات حاوی عناصر پرمصرف  MSکشت محیط

(3NO4NH ،3KNO ،2ClCa  4وPO2KHدر مرحله هم ) کشتی

 ای بر انتقال ثیر فزایندهأ)کشت با اگروباکتریوم رایزوژنز( ت

T-DNA  از پلاسمید باکتری به ژنوم سلول میزبان و در نتیجه

گیاه داشت و ای زرینهای چهار هفتهتولید ریشه مویین از برگ

 MSکشت های باکتری در مقایسه با محیطهمچنین تعداد سلول

های باکتری اثر کامل افزایش یافته بود. رشد بیش از حد سلول

های اگروباکتریوم بازدارندگی عناصر پرمصرف بر تکثیر سلول
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 گیاهزایی از زرینگلوتامین بر روی ریشه-کشت و الثیر متقابل نوع محیطأتجزیه واریانس ت -3جدول 

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی 

 میانگین مربعات

 زاییریشه

 222/2676** 0 کشتنوع محیط

 520/6227** 0 گلوتامین-ال

 202/268** 0 گلوتامین-ال ×کشت نوع محیط

 207/67 06 خطای آزمایش

 02/00 - ضریب تغییرات 

ns ،*  هستنددرصد  2دار بودن در سطح احتمال درصد و معنی 6دار بودن در سطح احتمال دار بودن، معنیترتیب بیانگر غیرمعنیبه **و. 

 

 
 اگروباکتریوم رایزوژنز MSUشده با سویه های تلقیحن بر تولید ریشه مویین در نمونهگلوتامی-کشت و الاثر متقابل نوع محیط -0شکل 

 

. نبود یون (Sharafi et al., 2014)کند رایزوژنز را ثابت می

 لایهو تشکیل زیست virGسازی ژن فسفات در فعال

(Biofilm) زایی بیماری هایو نبود یون کلسیم در بیان ژن

 ,Winans)اگروباکتریوم رایزوزنژ و تکثیر سلولی نقش دارد 

1990; Flego et al., 1997; Danhorn et al., 2004; Azadi et 

al., 2010) افزودن هورمون ایندول بوتریک اسید به . 

های کشت، سبب افزایش تولید ریشه مویین از ریزنمونهمحیط

. وجود ترکیباتی مانند (Fattahi et al., 2013)گیاه شد زرین

فلاونوئیدها از انتقال هورمون ایندول استیک اسید )اکسین 

کند. بنابراین افزودن هورمون طبیعی( در گیاهان جلوگیری می

IBA تواند کمبود هورمون اکسین در کشت میبه محیط

 Brown et al., 2001; Peer and)کند ریزنمونه را جبران 

Murphy, 2007)فنلی شدن ترکیبات پلیگلوتامین از اکسید-. ال

گلوتامین به محیط -کردن الکند. اضافهدر گیاهان جلوگیری می

 کشیکشتی باعث از بین رفتن اثرات باکتریکشت هم

(Bactericidal) شده از برگ چای شده و های تراوشفنلپلی

از پلاسمید باکتری به ژنوم سلول  T-DNAانتقال  در نتیجه

های میزبان را افزایش داد و باعث افزایش تراریختی ریشه

 . (Paul et al., 2012)مویین شد 

مشاهده  :های مویینیید مولکولی تراریختگی ریشهأت

 بر روی ژل که به aux1و  rolCهای باندهای مربوط به ژن

هستند، بیانگر انتقال قطعه  bp027و  bp502ترتیب در اندازه 

T-DNA (TR-DNA و TL-DNA از پلاسمید القاکننده ریشه )
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های اگروباکتریوم گیاه و اصالت هر یک از سویههای مویین زرینمولکولی تراریختگی ریشهیید أژل آگارز مربوط به ت الکتروفورز -6شکل 

 رایزوژنز
 

های مویین ( اگروباکتریوم رایزوژنز به ژنوم ریشهpRiمویین )

یید أ( و در نتیجه بیانگر تHR2و  HR1تشکیل شده )

 مشاهده باندهای مربوط به ها بود. همچنین تراریختگی آن

( بر روی ژل bp208)به طول  virDو  rolC ،aux1های ژن

بیانگر وجود پلاسمید القاکننده ریشه مویین در هر یک از 

( و A4-Nو  MSU ،A7های اگروباکتریوم رایزوژنز )سویه

 ها در ایجاد ریشه مویین در نتیجه تلقیح با قابلیت آن

های مربوط به هر های گیاهی است. عدم وجود باندریزنمونه

های ها بر روی ژل در نمونه کنترل منفی )ریشهیک از ژن

ها گیاه( بیانگر عدم تراریختگی آنحاصل از کشت بذور زرین

 (.5)شکل د بو

صورت جداگانه به به TR-DNAو  TL-DNAکلی طوربه

  TL-DNAشوند. تنهاژنوم سلول گیاه میزبان منتقل و ادغام می

( هست، rolDو  rolA ،rolB ،rolCهای رول )که حاوی ژن

 ,.Georgiev et al)برای القای ریشه مویین ضروری است 

 ی متفاوتخیل مختلف هایسویه در rolC ژن توالی. (2007

 و است های مختلف مشابهدر بین سویه هاآن اندازه اما است

)سویه  باز جفت 520 تا( 8002 سویه) باز جفت 507 بین

 078-082 آمینهاسید پروتئینی به تعداد rolC ژن .( هست6250

 درصد 25 از بیش که کندمی رمزگذاری( دالتونکیلو 62 تقریباً)

 سیتوکینین یک rolCدارد.  های مختلفیکسانی در بین سویه

β-گلوکوزیداز (Cytokinin β-glucosidase) رمزگذاری را 

  گلوکوزیدها،-β هیدرولیز سیتوکینین با که کندمی

کند و از این طریق در تنظیم می آزاد را فعال هایسیتوکینین

 ,.Christey, 2001; Nemoto et al)ثر است ؤسیتوکینین م

مقدار هورمون اکسین نقش دارد در افزایش  aux1ژن  .(2009

 ;Alpizar et al., 2006)قرار دارد  TR-DNAو در قسمت 

Nemoto et al., 2009)های . ژنvir  نیز در جداسازی، انتقال و

ثر هستند ؤبه درون ژنوم سلول میزبان م T-DNAادغام 

(Bulgakov et al., 2004; Pratheesh et al., 2014) . 

 

 گیری نتیجه

حاصل از این مطالعه نشان داد که استفاده از سویه  نتایج کلی

MSU  اگروباکتریوم رایزوژنز جهت انتقالT-DNA  به ژنوم

گیاه جهت تلقیح با ای زرینهای چهار هفتهسلول میزبان، برگ

 ،3NO4NH)فاقد ترکیبات پرمصرف  MSکشت باکتری و محیط
3KNO، 2CaCl 4 وPO2KHکشت کشتی و محیط( در مرحله هم

 MSگرم بر لیتر در مرحله  0/2گلوتامین به غلظت -حاوی ال

کشتی جهت القا و تولید ریشه مویین بیشترین بازده پس از هم

تواند در تولید سازی شده میرا داشت. استفاده از روش بهینه

ترکیبات دارویی این گیاه مانند رزمارینیک اسید در مطالعات 

 بعدی استفاده شود. 

HR1 HR2 MSU A4-N A7 C- 

3000 bp 

2000 bp 

1000 bp 

500 bp 

rolC 

aux1 

virD 
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 تشکر و قدردانی

این پژوهش توسط صندوق حمایت از پژوهشگران و فناوران 

کشور، معاونت علمی و فناوری ریاست جمهوری حمایت شده 

 گردد.است که بدین وسیله تقدیر و تشکر می
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Abstract 
 
Hairy root induction and production in Dracocephalum kotschyi Boiss. was investigated as an environmental and tissue 

culture technique for producing secondary metabolites. For this purpose, an in vitro experiment was carried out in the 

form of a completely randomized design (CRD) with four replicates. The best strain of Agrobacterium rhizogenes 

among MSU, A7 and A4-N strains from four-week-old leaves of D. kotschyi and the best age of leaves for inoculation 

with A. rhizogenes from two, three and four-week-old seedlings were chosen. In order to induce hairy roots, the most 

appropriate culture medium in the co-cultivation and post-co-cultivation phases was selected among the MS and MS 

culture media without macro elements (NH4NO3, KNO3, CaCl2, and KH2PO4) and the MS and MS culture media 

containing L-glutamine (0.1 g/L), respectively. The highest percent transgenic hairy root was observed in the MSU 

strain (90%), four-week old leaf explants of D. kotschyi seedlings (82.28%) and MS medium without macro elements in 

the co-cultivation stage, and MS medium containing L-glutamine in the post-co-cultivation stage (75.78%). PCR 

analysis also verified the transgenic nature of the hairy roots using rolC, aux1 and virD specific primers. The results 

showed that hairy root production in D. kotschyi depended on the type of A. rhizogenes strain, the age of the explant, 

and the MS medium. Nevertheless, the length of the produced hairy root in D. kotschyi did not depend on the type of A. 

rhizogenes strain and the age of the explant. The results of this study can be used in the production of medicinal 

compounds from this plant, such as rosmarie acid, through the optimized hairy root technique. 

 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, L-glutamine, Hairy root, MS medium 
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