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های مویین تراریخت و عوامل مؤثر بر کارایی اگروباکتریوم رایزوژنز در القای ریشه

 الطیب مویین گیاه دارویی سنبلارزیابی تولید والرنیک اسید در ریشه

(Valeriana officinalis L.) 

 رسول اصغری زکریا و شیخانویدا مدنی، اصلان جمالی گله، *ناصر زارع

 نباتاتگروه زراعت و اصلاح دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی،  دانشگاه محقق اردبیلی،، اردبیل ایران،

 07/07/1399 تاریخ پذیرش: 07/04/1399 تاریخ دریافت:

 چکیده

در زمان کوتاه  ی ثانویههاتیمتابول دیتول قابلیت رشد سریع وو  بالا یکیولوژیو ب یکیژنت یداریپا به دلیل نییمو یهاشهیکشت ر

ی فراهم نموده است. دراین تحقیق اهیگ هیثانو یها تیمتابول دیتول یبرا ی رامؤثر راهکار های گیاهی،به هورمون ازیو بدون ن

شرایط تلقیح (، نوع ریزنمونه )برگ و دمبرگ(، 2656و  4A ،15834 )شامل اگروباکتریوم تأثیر عوامل مختلف شامل نوع سویه

 ساعت( و حضور و عدم حضور استوسرینگون( و همچنین غلظت 72و  48کشتی )دقیقه( و هم 15و  10مدت زمان تلقیح ))

رگرفت. نتایج نشان مورد ارزیابی قرا الطیبهای مویین سنبلدر القاء و تولید ریشه( MS2/1 و  MSکشت ) محیطترکیبات معدنی 

زایی مویین و تعداد ریشه مویین در هر ریزنمونه را داشت. همچنین بیشترین درصد ریشه 4Aهای باکتری، سویه در بین سویهداد 

زایی و تعداد ریشه در هر ریزنمونه بیشتری را دارا بود. ارزیابی ریزنمونه برگ نیز در مقایسه با ریزنمونه دمبرگ درصد ریشه

کشتی و ساعت هم 72دقیقه تلقیح ریزنمونه و  10یی مویین در تیمار زالقیح مختلف نشان داد که بیشترین درصد ریشهشرایط ت

 100به همراه  یکشتهم ساعت 72 و زنمونهیر حیتلق قهیدق 10 ماریت در زین زنمونهیدر هر ر نییموشهیر تعداد نیشتریب

مویین در هر ریزنمونه در از نظر درصد و تعداد ریشه MS 2/1محیط کشت. همچنین، آمد بدست نگونیاستوسر کرومولاریم

گرم میلی 77/3با مقدار نشان داد که والرنیک اسید  HPLCاز کارایی بالاتری برخوردار بود. نتایج  MSمقایسه با محیط کشت 

های مویین و نشان داد که در تولید ریشه. نتایج تحقیق حاضر یابدالطیب تولید و تجمع میمویین سنبلهای ریشهبرلیتر در کشت

های دارویی با ارزش، نوع سویه الطیب جهت بالا بردن میزان متابولیتهای مویین گیاه سنبلافزایش زیست توده کلی ریشه

 یماریت هایترکیب ای برخوردار است. بهترینسازی شرایط کشت از اهمیت ویژهآگروباکتریوم رایزوژنز، نوع ریزنمونه و بهینه

 آگروباکتریوم و 4A با سویه  برگ ریزنمونه کشتیهم ساعت 72 و تلقیح دقیقه 10الطیب شامل مویین سنبلبرای تولید ریشه

 بود.  MS 2/1کشت محیط

 L.   Valeriana officinalis سویه اگروباکتریوم، گیاه دارویی، متابولیت ثانویه، نوع ریزنمونه،: واژه های کلیدی

  nzare@uma.ac.ir،  پست الکترونیکی:   04533510140* نویسنده مسئول، تلفن:  

 مقدمه

 Valerianaالطیب با نام علمی گیاه دارویی سنبل

officinalis L. بخش، در پزشکی به عنوان مسکن، آرام

آور، درمان اسپاسم، هیجان، میگرن و روماتیسم خواب

(. مطالعات آزمایشگاهی نشان داده که اثر 8کاربرد دارد )

الطیب مربوط به روغن فرار و ترکیبات بخشی سنبلآرام

چنین مشخص شده است که آن است. هموالپوتریات 

ترین ترکیبات آرام بخش والرنال و اسید والرنیک از قوی

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.1.4.8
mailto:%20nzare@uma.ac.ir
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 در باتیترک نیامقدار  الطیب هستند.موجود در گیاه سنبل

 (. 42و  36) هستند کم ییهوا یهااندام در و ادیز هاشهیر

فناوری، کشت سلول، بافت های مهم زیستیکی از بخش

که کاربردهای آن در زمینه گیاهان  و اندام گیاهی است

مویین های مختلفی از جمله تولید ریشهدارویی، از جنبه

هایی های مویین دارای ویژگیقابل بررسی است. ریشه

های رشد کنندهچون سرعت رشد بالا در محیط فاقد تنظیم

گیاهی، انشعابات فرعی فراوان، پایداری ژنتیکی و 

های معمولی گیاه، در با ریشهبیوسنتزی بوده و در مقایسه 

های ثانویه را تولید برخی مواقع سطح بالاتری از متابولیت

ها به عنوان منبع مداومی توان از آنکنند. بنابراین، میمی

های ثانویه با اهمیت، در بیوراکتور برای تولید متابولیت

و  20، 18برای تولید نیمه صنعتی و صنعتی استفاده کرد )

های گیاهی های مویین از طریق تراریختی سلولریشه(. 30

(. عوامل 11شوند )تولید می با اگروباکتریوم رایزوژنز

اگروباکتریوم  های گیاه به واسطهمتعددی تراریختی سلول

های مویین را تحت تأثیر قرار رایزوژنز و تولید ریشه

توان به ژنوتیپ، دهند که از مهمترین این عوامل میمی

های فنولی توسط شدن بافت گیاهی، سنتز القاکنندهزخمی 

گیاه، سویه اگروباکتریوم، نوع ریزنمونه و شرایط تلقیح و 

اگروباکتریوم اساساً به  . در طبیعت(26) کشتی اشاره کردهم

کند، بافت زخمی ترکیباتی از های زخمی حمله میبافت

ها )نظیر استوسیرینگون و آلفا هیدروکسی جمله فنول

کند و شرایطی از وسیرینگون( و قندها را ترشح میاست

کند که این شرایط یک محیط پایین را ایجاد می pHجمله 

کند می ءرا القا virهای مناسب برای باکتری بوده و بیان ژن

های مختلفی برای در شرایط آزمایشگاهی از روش .(43)

شود. به عبارت دیگر های مویین استفاده میالقای ریشه

وسیله تزریق های گیاهی و باکتری بهاس بین سلولتم

مستقیم سوسپانسیون باکتری به داخل گیاهچه یا توسط 

های گیاهی در سوسپانسیون باکتری ورسازی بافتغوطه

به  A. rhizogenesاز  T-DNA انتقال(. 39پذیر است )امکان

عوامل  ریاست که تحت تأث یادهیچیپ ندیفرا یاهیژنوم گ

 زنمونهی(، نوع و سن ر17و  13) یباکتر هیسو رینظ یمختلف

 نیا لی. دلردیگیم قرار( 7) ی( و دوره هم کشت25) یاهیگ

 یپاتوژن بررس-اهیاثرات متقابل گالب قدر  توانیرا م دهیپد

( نشان دادند که 6و همکاران ) Bandyopadhyayکرد. 

نوع  با مرتبط تواندیم اهیبه داخل ژنوم گ T-DNAالحاق 

 نیا که باشد افتهی انتقال یهانسخه تعداد و ییایباکتر هیسو

 ختهیترار ی مویینهاشهیر هیثانو سمیمتابول و رشد بر امر

بار  نیاول ی( برا19و همکاران ) Granicher. گذاردیم اثر

 Valeriana اهیدر گ نییمو شهیر دیموفق به تول

sambucifolia  شدند. Pirian یختیترار( 35) همکاران و 

 Portulaca اهیگ شهیمختلف برگ، ساقه و ر یهازنمونهیر

oleracea را مورد  زوژنزیرا ومیاگروباکتر با استفاده از

 برگ یهازنمونهیر که کردندقرار داده و گزارش  یبررس

 نیشتریب هازنمونهیر ریسا با سهیمقا در دمبرگ با همراه

اساساً به  ومیگروباکترانشان دادند. را  یختیدرصد ترار

 از یباتیترک یزخم بافت کند،یم حمله یزخم یهابافت

 یدروکسیه آلفا و نگونیریاستوس ری)نظ هافنول جمله

و  کندیم ترشح را یقند باتیترک و( نگونیریاستوس

 طیشرا نیکه ا کندیم جادیرا ا نییپا pHاز جمله  یطیشرا

 انیب ءو القا ومیاگروباکتر ییزایماریب ستمیس کیباعث تحر

و  نگونیریاستوس گر،یعبارت د(. به43) شودیم vir یهاژن

از  ومیاگروباکتر یختیقدرت ترار شیمشتقات آن باعث افزا

-یم یباکتر دیدر پلاسم vir یهاژن انیب شیافزا طریق

   (.20) دنگرد

گیاه  های ثانویه موجود در ریشهباتوجه به اهمیت متابولیت

عرض خطر قرارگرفتن این گیاه الطیب و در مدارویی سنبل

های طبیعی، رویه ریشه آن از رویشگاهبه خاطر برداشت بی

های بیوتکنولوژی برای تولید ها و رهیافتاستفاده از روش

های ثانویه این گیاه از اهمیت بالایی برخوردار متابولیت

به  بیالطسنبل یدهپاسخ زانیم یابیبا ارزاست. همچنین، 

 زانیم و زوژنزیرا ومیاگروباکترمختلف  یهاهیسوبا  یآلودگ

 توانیمکشت مختلف  طیها و شرا زنمونهیبه ر یدهپاسخ

 یمهندس و ژن انتقال یبرا بالقوه گیاه کی عنوانبه آن از

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.1.4.8
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 از استفاده با هیثانو یهاتیمتابول شیافزا جهت در کیژنت

 کهیطوربه .بهره برد زین یستیرزیغ و یستیز یهامحرک

 یهاشهیر رشدو  ءموثر در القا عواملاز  کیهر یسازنهیبه

 را ییدارو باتیترک دیتول بازده شیافزا است ممکن نییمو

 دنبال به بیالطسنبل اهیگ نییمو یهاشهیر کشت قیطر از

 یهاشهیر دیامکان توللذا، در این پژوهش  .باشد داشته

-هیبه کمک سو .Valeriana officinalis L اهیاز گ نییمو

 مختلف عوامل ریتأث زوژنز،یرا ومیاگروباکتر مختلف یها

 ریزنمونه، نوع کشتی، هم زمان مدت تلقیح، زمان)مدت 

 نیب متقابل اثر در مؤثر( کشت محیط نوع و باکتری سویه

 ن،ییمو یهاشهیر دیتول بر یاهیگ سلول و یباکتر سلول

و  عیما کشتمحیط  در نییمو یهاشهیر ریتکث نیهمچن

ها مورد ارزیابی میزان تولید والرنیک اسید در این ریشه

  قرارگرفت.

 مواد و روشها

 ازشرکتالطیب بذور سنبل: هامواد گیاهی و تهیه ریزنمونه

پس از شستشو بذور ، ایران( تهیه شدند. اصفهان) بذر پاکان

 درصد 70مدت چند دقیقه، ابتدا در اتانول با آب مقطر به

ور شدند و پس از شستشو با آب غوطه ثانیه 30مدت به

دقیقه با هیپوکلریت سدیم دو  15مدت مقطر استریل به

شده سه بار و درصد تیمار شدند. سپس بذرهای ضدعفونی

دقیقه با آب مقطر استریل شستشو داده  5مدت هربار به

شده و آب اضافی با کاغذ صافی استریل حذف گردید. 

ای حاوی محیط هبذور ضدعفونی شده در ظروف شیش

جامد کشت شده و در اتاقک رشد با شرایط  MSکشت 

 16ساعت تاریکی و  8نوری  دورهو  C0 2±25 دمایی

ساعت روشنایی با نور فلورسنت نگهداری شدند. بعد از 

ها )هفته سوم تا چهارم زنی بذور و رشد گیاهچهجوانه

الطیب در های برگ و دمبرگ سنبلکشت(، ریز نمونه

وسیله اسکالپل تیز و متر بهسانتی 1-2به اندازه قطعاتی 

استریل در زیر هود لامینار تهیه گردید و به منظور تلقیح با 

 مورد استفاده قرارگرفتند. رایزوژنز گروباکتریوما

های مختلف سویه: هاسویه باکتری و تلقیح ریزنمونه

به منظور  2656و  4A ،15834 اگروباکتریوم رایزوژنز شامل

مورد الطیب های مویین در گیاه دارویی سنبلالقای ریشه

های باکتری از منظور کشت سویهاستفاده قرارگرفتند. به

گرم در لیتر میلی 50به همراه  MYAمحیط کشت جامد 

های بیوتیک ریفامپسین )برای جلوگیری از رشد باکتریآنتی

ردید. یک دیگر و صرفا رشد باکتری مورد نظر( استفاده گ

 لیتر محیط کشت میلی 10کلونی از سویه باکتری به 

MYA گرم برلیتر ریفامپسین منتقل میلی 50مایع حاوی

دور در دقیقه  120و  C0 28صورت شبانه در گردیده و به

لیتر از کشت شبانه رشد داده شدند. سپس حدود یک میلی

مایع تازه حاوی  MYAلیتر محیط کشت میلی 50باکتری به 

گرم بر لیتر ریفامپیسین اضافه گردید و در دمای میلی 50

 6/0-8/0برابر با   600ODگراد تا رسیدن به درجه سانتی 28

، مقدار یک   600ODگیری رشد داده شدند. برای اندازه

دستگاه باکتری رشد داده شده در  لیتر ازمیلی

 ساخت -BIORAD, SmartspecTM plus)اسپکتروفتومتر

جذب در طول موج قرارداده شد و تغییرات  ا(آمریک کشور

. از محیط کشت بدون باکتری نانومتر خوانده شد 600

. از این سوسپانسیون باکتری عنوان بلانک استفاده شدبه

های گیاهی استفاده شد. سپس برای تلقیح ریزنمونه

شده در سوسپانسیون باکتری و در های تهیهریزنمونه

میکرومولار( به  100نگون )حضور و عدم حضور استوسری

ور شدند و پس از حذف دقیقه غوطه 15و  10مدت زمان 

باکتری اضافی با کاغذ صافی استریل، روی محیط کشت 

MS و  48بیوتیک به مدت های گیاهی و آنتیفاقد هورمون

گراد در تاریکی درجه سانتی 25±2ساعت و در دمای  72

کشتی، هم کشت شدند. پس از سپری شدن مدت زمانهم

بدون  MS 2/1و MS ها به محیط کشت جامدریزنمونه

بیوتیک گرم در لیتر آنتیمیلی 500هورمون و حاوی 

 سفوتاکسیم )جهت جلوگیری از رشد آگروباکتریوم( منتقل

ای انجام هفته یکها با فواصل شدند. زیرکشت ریزنمونه

ا های تیمار شده ب. لازم به ذکر است ریزنمونه(31و  2) شد

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.1.4.8
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محیط کشت بدون باکتری به عنوان شاهد در نظر گرفته 

 شد.

 ایزنجیره واکنش طریق از هاریشه مولکولی آنالیز

های ژنومی ریشه DNAاستخراج (: PCR) پلیمراز

، با اندکی CTABتراریخت احتمالی با استفاده از روش 

( انجام گرفت. 16) Doyleو   Doyleتغییرات طبق روش

های مویین لکولی ماهیت تراریختی ریشهمنظور اثبات موبه

ای پلیمراز با استفاده از آغازگر اختصاصی از واکنش زنجیره

-gctcttgcagtgctagattt-’5)آغازگر رفت با توالی rolBژن 

-gaaggtgcaagctacctctc-’5و آغازگر برگشت با توالی ’3

-’5 رفت با توالی)آغازگر  rolCژن ( و ’3

ctcctgacatcaaactcgtc-3’ 5)و آغازگر برگشت با توالی’-

tgcttcgagttatgggtaca-3’ محصولات استفاده شد .PCR 

، با استفاده از درصد1پس از الکتروفورز روی ژل آگارز 

 داک مورد مشاهده و بررسی قرار گرفتند.دستگاه ژل

الطیب های سنبلعوامل مورد بررسی در تلقیح ریزنمونه

ویه سپژوهش تأثیر نوع در این  :با اگروباکتریوم رایزوژنز

(4A ،15834  اگروباکتریوم رایزوژنز، 2656و ) نوع

 MSو MSنوع محیط کشت )ریزنمونه )برگ و دمبرگ(، 

سازی شامل سه تیمار استوسرینگون ( و شرایط آلوده2/1

 15و  10میکرومولار(، مدت زمان تلقیح ) 100)صفر و 

قای ساعت( بر ال 72و  48کشتی )دقیقه( و مدت زمان هم

(. سه 1های مویین مورد ارزیابی قرار گرفت )جدولریشه

زایی مویین ها، درصد ریشههفته بعد از تلقیح ریزنمونه

های مویین در هر چنین تعداد ریشه( و هم1)رابطه

 ریزنمونه ثبت گردید.  

 تعداد ریزنمونه های ریشه داده

تعداد کل ریزنمونه ها
×  (1رابطه )زایی = درصد ریشه100

 های مویینگیری میزان والرنیک اسید ریشهاندازه

 یهاشهیر رشداز  پس :HPLCبا استفاده از  الطیبسنبل

 ،جامد طیمح یرو متریسانت سهتا  کیبه اندازه  نییمو

 عیما MS کشت طیمح بهشده و  جدا زنمونهیاز ر هاشهیر

شدند و  رکشتیزبار  کیهر دو هفته  هاشهیر. شدند منتقل

 قرار استفاده مورد هیثانو یهاتیمتابول استخراج یبرا

 5/0حدود  هیثانو یهاتیمنظور استخراج متابول به. گرفتند

و  دیگرد پودر عیما ازتداخل  در نییمو یهاشهیاز ر گرم

متانول  تریلیلیم 10 ،یتریلیلیم 50 فالکون کی درونسپس 

 حمامدرون  قهیدق 40 مدتبهنوبت  دوبه آن اضافه شده و 

 ستمیقرار داده شد. محلول حاصل با س اولتراسوند

 یمترکرویم 2/0 لتریف و( دگلسنتری)س یاشهیش ونیلتراسیف

گراد تا زمان درجه سانتی 40، سپس در دمای شد لتریف

خشک شدن عصاره در دستگاه آون نگهداری شد و در 

حاصل  عصاره میکرولیتر متانول رقیق گردید. 500نهایت با 

 نیدرا (.29) شد استفاده HPLCبه دستگاه  قیتزر یبرا

 Agilent ستمیاز س دیاس کیوالرن یریگاندازه یبرا قیتحق

HPLC (1200 series, Diode array detector استفاده )

فاز  C-18به ستون  یاز عصاره سلول تریکرولیم 10. دیگرد

متر پر میلی 6/4 قطر و مترسانتی 15 طول Agilentمعکوس 

 Eclipse XDB-C18, 5) میکرومتر 5با ذراتی به قطر شده 

µm, 4.6 × 150 mmآب . فاز متحرک شامل دیگرد قی( تزر

درصد  3/0درصد فسفریک اسید و متانول با  3/0با 

 ازml/min   1  جریان سرعت با فسفریک اسید بود که

 قیقهد15 تمد به UV ریتکتود ابتدا .کردمی عبور ستون

 20 تمد به کمتحر زفا ،نمونه یقرتزاز  قبلو  شد مگر

شد. داده  رعبو زیسااجد نستواز  مایشآز یطاشردر  قیقهد

 به میکرولیتر از عصاره 10سرنگ از  دهستفاا با سپس

 طول در ستون یخروججذب نوری . گردید یقرتز هستگاد

با استفاده  یشد. سنجش کم یریگاندازه نانومتر 225 موج

(. 29انجام گرفت ) دیاس کیاستاندارد والرن یاز منحن

 گیری میزان والرنیک اسید در سه تکرار انجام شد. اندازه

طرح آزمایشی مورد استفاده در این تحقیق به : یآمار آنالیز

تکرار  3تصادفی با  صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً

 ریزنمونه در هر تکرار انجام گرفت. 12و حداقل 
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الطیب با های گیاه سنبلهای آگروباکتریوم رایزوژنز و محیط کشت مورد بررسی در تلقیح ریزنمونهسازی  مختلف، سویهشرایط آلوده – 1جدول

 اگروباکتریوم رایزوژنز 

 استوسرینگون تلقیح  تیمار

 (میکرومولار)

 کشتیهم زمان (یقه)دق تلقیح زمان

 )ساعت(

 کشت محیط باکتری سویه

T1 0 10  48  A4 2/1 MS 
T1 0 10 48 A4 MS 
T1 0 10 48 15834 2/1 MS 
T1 0 10 48 15834 MS 

T1 0 10 48 2656 2/1 MS 
T1 0 10 48 2656 MS 
T2 0 10 72 A4 2/1 MS 
T2 0 10 72 A4 MS 
T2 0 10 72 15834 2/1 MS 
T2 0 10 72 15834 MS 
T2 0 10 72 2656 2/1 MS 
T2 0 10 72 2656 MS 
T3 0 15 48 A4 2/1 MS 
T3 0 15 48 A4 MS 
T3 0 15 48 15834 2/1 MS 
T3 0 15 48 15834 MS 
T3 0 15 48 2656 2/1 MS 
T3 0 15 48 2656 MS 
T4 0 15 72 A4 2/1 MS 
T4 0 15 72 A4 MS 
T4 0 15 72 15834 2/1 MS 
T4 0 15 72 15834 MS 
T4 0 15 72 2656 2/1 MS 
T4 0 15 72 2656 MS 
T5 100 10 48 A4 2/1 MS 
T5 100 10 48 A4 MS 
T5 100 10 48 15834 2/1 MS 
T5 100 10 48 15834 MS 
T5 100 10 48 2656 2/1 MS 
T5 100 10 48 2656 MS 
T6 100 10 72 A4 2/1 MS 
T6 100 10 72 A4 MS 
T6 100 10 72 15834 2/1 MS 
T6 100 10 72 15834 MS 
T6 100 10 72 2656 2/1 MS 
T6 100 10 72 2656 MS 
T7 100 15 48 A4 2/1 MS 
T7 100 15 48 A4 MS 
T7 100 15 48 15834 2/1 MS 
T7 100 15 48 15834 MS 
T7 100 15 48 2656 2/1 MS 
T7 100 15 48 2656 MS 
T8 100 15 72 A4 2/1 MS 
T8 100 15 72 A4 MS 
T8 100 15 72 15834 2/1 MS 
T8 100 15 72 15834 MS 
T8 100 15 72 2656 2/1 MS 
T8 100 15 72 2656 MS 

      

فاکتورهای مورد بررسی شامل نوع سویه آگروباکتریوم، 

نوع ریزنمونه، شرایط تلقیح و نوع محیط کشت بود. 

افزار محاسبات آماری و تجزیه واریانس با استفاده از نرم

SPSS ver. 23 ها نیز با استفاده از آزمون و مقایسه میانگین

 ساتیمقا .انجام گرفتدرصد  5دانکن در سطح احتمال 
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 انجام شد. MSTATCافزار با استفاده از نرمگروهی 

 رسم گردید. Excelافزار نمودارها با استفاده از نرم

 نتایج

: بعد از نییمو شهیر یبر القا مؤثر مختلف عوامل اثر

های برگ و گذشت دو تا سه هفته از تلقیح ریزنمونه

های مختلف اگروباکتریوم الطیب با سویهدمبرگ گیاه سنبل

-نمونه(. 1های مویین ظاهر گردید )شکلزوژنز، ریشهرای

 یافته در محیطو تکثیر های مویین تولید یی از ریشهها

آورده شده  3و  2های های جامد و مایع در شکلکشت

در هر دو ریزنمونه برگ و  2656زایی سویه ریشهاست. 

های مربوطه صفر دمبرگ بسیار کم و بیش از نیمی از داده

ها از این سویه بود، بنابراین، در تجزیه و تحلیل نهایی داده

 صرف نظر گردید. 

 

 

 
  MS2/1های برگ و دمبرگ در محیط های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز در ریزنمونهالطیب با استفاده از سویهمویین در گیاه سنبلالقای ریشه -1شکل

 (2656)سویه  FوE (، A4)سویه  Dو  C(، 15834)سویه  Bو  T6 ،Aو تحت شرایط تیمار 

 

 

 
-: ریشهDو  A ،B ،Cهای ، شکلT6و تحت شرایط تیمار  A4زایی برگ و دمبرگ با سویه یشهبر ر MS2/1و  MSکشت  هایاثر محیط -2شکل 

 MSهای مویین تولید شده روی محیط : ریشهHو  E ،F ،G یهاشکل، MS2/1های مویین تولید شده روی محیط 
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 120ها روی شیکر با سرعت مایع و نگهداری آن MSو  MS 2/1های حاوی محیط کشت الطیب به شیشههای مویین سنبل( انتقال ریشهA -3شکل 

 مایعMS2/1 الطیب در محیط کشت های مویین سنبل( رشد کامل ریشهBگراد، درجه سانتی 25دور در دقیقه و دمای 

درصد القای ریشه مویین و تعداد ریشه مویین در هر 

یوم، نوع ریزنمونه، اگروباکتر نوع سویهثیر أتریزنمونه تحت 

ارزیابی شرایط تلقیح و اثرات متقابل بین آنها قرارگرفت. 

ترکیب تیماری نوع سویه و شرایط تلقیح نشان داد که 

در تمامی سطوح شرایط تلقیح از نظر درصد و  4Aسویه 

مویین در هر دو ریزنمونه برگ و دمبرگ مؤثرتر تعداد ریشه

در سطح تیمار  4Aکه سویه بود. بطوری 15834از سویه 

T2 ( ساعت تحت  72کشتی دقیقه و هم 10تلقیح به مدت

درصد  16/74شرایط بدون استوسرینگون( با میانگین 

در سطح تیمار  15834مویین و سویه بیشترین درصد ریشه

T1 ( ساعت تحت  48کشتی دقیقه و هم 10تلقیح به مدت

درصد  15/3شرایط بدون استوسرینگون( با میانگین 

مویین و مویین را داشت. درصد ریشهکمترین درصد ریشه

مویین در هر ریزنمونه حاصل از سویه تعداد ریشه

در تمامی سطوح شرایط تلقیح از نظر  15834اگروباکتریوم 

زایی درصد ریشه 4Aآماری یکسان بوده ولی برای سویه 

در هر ریزنمونه از سطحی به سطح  شهیرمویین و تعداد 

(. همانطوریکه در 5و  4 های )شکل بود متفاوت گرید

استفاده از  4Aشود در سویه مشاهده می 5و  4ی هاشکل

مویین در هر ریشه استوسرینگون باعث افزایش تعداد

 مویین )به غیر از تیمار تلقیح  زاییریشه ریزنمونه و درصد

T6نسبت به شرایط عدم  زایی موئین(برای درصد ریشه

. ولی استوسرینگون در ون شده استاستوسرینگاستفاده از 

داری تأثیر معنی 15834کارایی تراریختی توسط سویه 

 نداشته است. 

 
های تیماری متفاوت سویه  اگروباکتریوم و شرایط تلقیح؛ حروف متفاوت بالای الطیب در ترکیبهای مویین سنبلمیانگین درصد ریشه -4شکل 

 است. درصد 5 دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمالدهنده اختلاف معنیها نشانستون
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ها های تیماری سویه اگروباکتریوم و شرایط تلقیح؛ حروف متفاوت بالای ستونالطیب در ترکیبهای مویین سنبلمیانگین تعداد ریشه -5شکل 

 است. درصد 5احتمال  دار براساس آزمون دانکن در سطحدهنده اختلاف معنینشان

مویین در هر ریزنمونه، سویه در مورد صفت تعداد ریشه

4A  6در سطح تیمارT ( دقیقه و هم 10تلقیح به مدت-

میکرومولار  100ساعت تحت شرایط  72کشتی 

مویین بیشترین تعداد ریشه 75/9استوسرینگون( با میانگین 

ح تلقی) T4در سطح تیمار  15834یه در هر ریزنمونه، و سو

ساعت تحت شرایط  72کشتی دقیقه و هم 15به مدت 

کمترین تعداد  35/0بدون استوسرینگون( با میانگین 

 .(5مویین را داشت )شکل ریشه

ارزیابی ترکیب تیماری سویه اگروباکتریوم و نوع محیط 

مویین کشت نشان داد که بیشترین درصد و تعداد ریشه

)در محیط  71/51به ترتیب با میانگین % 4Aه سویه متعلق ب

(، و MS2/1عدد )در محیط کشت  53/5( و MS2/1کشت 

 15834مویین متعلق به سویه کمترین درصد و تعداد ریشه

عدد در محیط کشت  43/0و  6/3% به ترتیب با میانگین

MS  مشاهده  6که در شکل (. همانطوری6است )شکل

و  MSر دو محیط کشت در ه 15834شود سویه می

MS2/1  پاسخ یکسان و پایینی را نشان داده ولی پاسخ

متفاوت بود  MS2/1و  MSهای در محیط کشت 4Aسویه 

 (.6)شکل 

 

 
ها حروف متفاوت بالای ستونالطیب؛ ( در گیاه سنبلB( و درصد ریشه مویین )Aسویه اگروباکتریوم و نوع محیط کشت بر تعداد ) اثر -6شکل

 است.  درصد 5دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال دهنده اختلاف معنینشان
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ها های تیماری متفاوت ریزنمونه گیاهی و شرایط تلقیح؛ حروف متفاوت بالای ستونالطیب در ترکیبهای مویین سنبلمیانگین درصد ریشه -7شکل 

 است.  درصد 5ر براساس آزمون دانکن در سطح احتمال دادهنده اختلاف معنینشان
 

کمترین درصد ریشه مویین با ریزنمونه برگ در سطح 

 48کشتی دقیقه و هم 10تلقیح به مدت ) T1تیمار تلقیح 

 9/15ساعت تحت شرایط بدون استوسرینگون( با میانگین 

و کمترین درصد ریشه مویین توسط ریزنمونه درصد 

دقیقه  15به مدت )تلقیح  T4دمبرگ در سطح تیمار تلقیح 

ساعت تحت شرایط بدون استوسرینگون( با  72کشتی و هم

(. در مورد 7به دست آمد )شکل درصد  62/5میانگین 

مویین در هر ریزنمونه، نیز ریزنمونه برگ صفت تعداد ریشه

دقیقه تلقیح و  10 )مدت زمان T6ح در سطح تیمار تلقی

 کرومولاریم 100 یحاوساعت و  72کشتی هم

و ریزنمونه دمبرگ در سطح  8/5ن( با میانگین نگویستوسرا

ساعت  72کشتی دقیقه و هم T2 (10و  T6تیمار تلقیح 

 55/4( با میانگین نگونیاستوسربدون  طیشرا تحت

مویین در هر ریزنمونه را داشتند )شکل بیشترین تعداد ریشه

8 .) 

 

 
دهنده ها نشانهای تیماری ریزنمونه گیاهی و شرایط تلقیح؛ حروف متفاوت بالای ستونالطیب در ترکیبهای مویین سنبلمیانگین تعداد ریشه -8شکل 

 است. درصد 5 دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمالنیاختلاف مع

ارزیابی ترکیب تیماری ریزنمونه و محیط کشت نشان داد 

زایی مویین هر دو ریزنمونه مورد استفاده که درصد ریشه

درصد  MS2/1یکسان بوده و در محیط  MSدر محیط 

داری بیشتر از طور معنیزایی مویین ریزنمونه برگ بهریشه

 (.  9دمبرگ بود )شکل 
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های برگ و دمبرگ در ایی مویین ریزنمونهدرصد ریشه ز -9شکل 

ها ؛ حروف متفاوت بالای ستونMS 2/1و MSهای محیط کشت

 5 دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمالدهنده اختلاف معنینشان

 .است درصد

ارزیابی ترکیب تیماری محیط کشت پایه و شرایط تلقیح 

زایی مویین در محیط نشان داد که بیشترین درصد ریشه

-دقیقه و هم 10تلقیح ) T2در سطح تیمار  MS2/1کشت 

ساعت تحت شرایط بدون استوسرینگون( با  72کشتی 

در  MSو کمترین آن در محیط کشت درصد  2/50میانگین 

 72کشتی دقیقه و هم 15لقیح به مدت ت) T4شرایط تلقیح 

 16/9ساعت تحت شرایط بدون استوسرینگون( با میانگین 

(. در مورد صفت تعداد 10بدست آمده است )شکلدرصد 

در  MS 2/1مویین در هر ریزنمونه، نیز محیط کشت ریشه

 72کشتی دقیقه و هم 10)تلقیح به مدت   T6 شرایط تلقیح

 89/5وسرینگون( با میانگین میکرومولار است 100ساعت و 

در سطح  MSمویین و محیط کشت بیشترین تعداد ریشه

ساعت و  72کشتی دقیقه و هم 15تلقیح به مدت T4 ( تیمار

 تعداد کمترین 75/0با میانگین  )بدون استوسرینگون

مویین در هر ریزنمونه، مویین را داشت. تعداد ریشهریشه

طوح شرایط در س MS و MS 2/1حاصل از محیط کشت

ساعت و بدون  72کشتی دقیقه تلقیح و هم T2 (10تلقیح 

 72کشتی دقیقه تلقیح و هم T6 (10استوسرینگون( و 

استوسرینگون( از نظر آماری میکرومولار  100ساعت و 

دقیقه تلقیح و  10که در شرایط یکسان بود. در حالی کاملاً

( T5استفاده از استوسرینگون ) (T1کشتی )ساعت هم 48

زایی دار هر دو صفت درصد ریشهباعث افزایش معنی

 MSمویین در هر دو محیط کشت مویین و تعداد ریشه

(. ولی چنین 11و 10 های شده است )شکل MS 2/1و

ساعت  72دقیقه تلقیح ریزنمونه و  15روندی در شرایط 

 شود.مشاهده نمی  (T8در مقایسه با  T4کشتی )هم

نوع سویه اگروباکتریوم، ریزنمونه و تایی ارزیابی ترکیب سه

داری بین شرایط تلقیح نشان داد که تفاوت معنی

زایی مویین و تعداد های تیماری از نظر درصد ریشهترکیب

 ریشه در هر ریزنمونه وجود دارد. 

 

 
دهنده ها نشانشرایط تلقیح و محیط کشت؛ حروف متفاوت بالای ستون ماریالطیب در ترکیب تیهای مویین سنبلمیانگین درصد ریشه -10شکل 

 است.درصد  5دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال اختلاف معنی

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.1.4.8


 1401، 1، شماره 35جلد                                                               مجله پژوهشهای گیاهی )مجله زیست شناسی ایران(                          

 

108 

 

           20.1001.1.23832592.1401.35.1.4.8DOR:  

 
 دهنده اختلافها نشانشرایط تلقیح و محیط کشت؛ حروف متفاوت بالای ستون الطیب در ترکیبهای مویین سنبلمیانگین تعداد ریشه -11شکل 

 است.درصد  5دار براساس آزمون دانکن در سطح احتمال معنی

 6Tبا ریزنمونه برگ و در شرایط تلقیح  4Aسویه  کهبطوری

 100ساعت و  72کشتی دقیقه و هم 10به مدت )

مویین در میکرومولار استوسرینگون( بیشترین تعداد ریشه

با ریزنمونه دمبرگ  15834( و سویه 58/10هر ریزنمونه )

کمترین تعداد  T8و  T6و نیز  T4و  T3و در شرایط تلقیح 

در ریزنمونه دمبرگ  مویین در هر ریزنمونه را داشتند.ریشه

با میانگین  4Aمویین حاصل از سویه بیشترین تعداد ریشه

کشتی دقیقه + هم 10 )تلقیح T6 در سطح تیمار تلقیح 93/8

میکرومولار  100تفاده از ساعت تحت شرایط اس 72

مویین استوسرینگون( مشاهده شد. بیشترین تعداد ریشه

در ریزنمونه  43/1با میانگین  15834حاصل از سویه 

 48دقیقه + هم کشتی  T5 (10دمبرگ و شرایط تلقیح 

میکرومولار استوسرینگون( مشاهده  100 ساعت و شرایط 

 (. 12شد )شکل 

 

 

دار دهنده اختلاف معنیها نشانمقایسه میانگین اثر متقابل سویه، ریزنمونه و شرایط تلقیح بر تعداد ریشه مویین؛ حروف متفاوت بالای ستون -12شکل 

 است. درصد 5براساس آزمون دانکن در سطح احتمال 
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ارزیابی ترکیب سه عامل نوع سویه، محیط کشت و شرایط 

و  MS2/1 در محیط کشت 4Aتلقیح نشان داد که سویه 

ساعت  72کشتی دقیقه و هم 10مدت تلقیح به) T6تیمار 

استوسرینگون( بیشترین تعداد  µM100تحت شرایط 

و سویه  10/11مویین در هر ریزنمونه با میانگین ریشه

دقیقه  15تلقیح ) T4و تیمار  MSدر محیط کشت  15834

ساعت تحت شرایط بدون استوسرینگون(  72کشتی و هم

را ایجاد کرده  25/0مویین با میانگین کمترین تعداد ریشه

مویین حاصل از سویه است. همچنین کمترین تعداد ریشه

4A  در محیط کشت  20/1با میانگینMS2/1  4و تیمارT 

ساعت تحت شرایط بدون  72کشتی دقیقه و هم 15تلقیح )

مویین )با میانگین استوسرینگون( و نیز بیشترین تعداد ریشه

در  15834مویین در هر ریزنمونه( حاصل از سویه ریشه 1

-دقیقه و هم 10تلقیح ) T2و تیمار  MS 2/1محیط کشت 

ساعت تحت شرایط بدون استوسرینگون( به  72کشتی 

مشاهده  13که در شکل همانطوری (.13دست آمد )شکل 

کارایی  4Aشود استفاده از استوسرینگون در سویه می

مویین در هر تراریختی اگروباکتریوم را از نظر تعداد ریشه

داری نسبت به عدم بطور معنی MS2/1ریزنمونه در محیط 

استفاده از استوسرینگون افزایش داده است. در حالیکه 

سویه و همچنین  MSداری در محیط چنین افزایشی معنی

های پایه مشاهده در هیچ کدام از محیط کشت 15834

دهد که اثر متقابل بین عوامل نشده است. این امر نشان می

الطیب و تولید های سنبلفوق در تراریختی ریزنمونه

 است. 4Aهای مویین بیشتر ناشی از سویه ریشه

 
حروف متفاوت بالای  ،های تیماری سویه، شرایط تلقیح و محیط کشتالطیب در ترکیبمویین در هر ریزنمونه، سنبلمیانگین تعداد ریشه -13شکل 

 است. درصد 5دار براساس آزمون دانکن در سطح احتمال دهنده اختلاف معنیها نشانستون

 

با بقیه مقایسه تیمار شاهد )بدون تلقیح با اگروباکتریوم( 

مویین در زایی و تعداد ریشهتیمارها از نظر درصد ریشه

های تلقیح نشده با آگروباکتریوم : ریزنمونههر ریزنمونه

رایزوژنز به عنوان شاهد در نظر گرفته شد. بنابراین تیمار 

جز تلقیح با آگروباکتریوم بود. شاهد شامل همه مراحل به

مارهای تلقیح با مقایسه گروهی تیمار شاهد در برابر تی

اگروباکتریوم نشان داد که بین این دو گروه از نظر هر دو 

مویین در هر زایی مویین و تعداد ریشهصفت درصد ریشه

داری اختلاف معنی درصد 1ریزنمونه در سطح احتمال 

 (.2وجود دارد )جدول 
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مویین در هر ریزنمونه گیاه زایی و تعداد ریشهابر تیمارهای تلقیح با اگروباکتریوم از نظر صفات درصد ریشهمقایسه گروهی تیمار شاهد در بر -2جدول 

 الطیبسنبل

 مربعات میانگین  

 مویین ریشه تعداد مویین ریشه درصد آزادی درجه تغییر منابع

 743/45**  016/3491 ** 1 بقیه برابر در شاهد

 014/0 164/0 136 خطا

  درصد1در سطح احتمال  داریمعنی**                                  

 

: برای بررسی حضور های مویینتایید مولکولی ریشه

مویین و در نتیجه تأیید در لاین ریشه rolCو  rolBهای ژن

ای پلیمراز با ماهیت تراریختی آن، از واکنش زنجیره

استفاده شد.  rolCو  rolBآغازگرهای اختصاصی ژنهای 

و با طول  rolCجفت باز برای ژن  586حضور نوار با طول 

مویین نشانگر های در ریشه rolBجفت باز برای ژن  383

گروباکتریوم رایزوژنز ا ها توسطهتراریخت بودن این ریش

 (.14باشد )شکل می

 

 

 

 

 

 

 

ریشه مویین تراریخت احتمالی با آغازگرهای اختصاصی ژن  DNA:  2، ستون Kb 1: مارکر  1های مویین، ستون بررسی تراریختی ریشه -14شکل 

rolC 3، ستون :DNA مویین تراریخت احتمالی با آغازگرهای اختصاصی ژن ریشهrolB 5و  4، ستون  :DNA  گیاه غیرتراریخت بترتیب با

  rolBو  rolC هایآغازگرهای اختصاصی ژن

 

به منظور  :های موییناسید در ریشهگیری والرنیک ندازه

ارزیابی تولید و تجمع متابولیت والرنیک اسید از تجزیه 

استفاده شد  (HPLC)کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا 

نشان داد که والرنیک  HPLC(. نتایج حاصل از 15)شکل

های گرم برلیتر در کشتمیلی 77/3اسید با مقدار 

یابد. این نتایج د و تجمع میالطیب تولیمویین سنبلریشه

های مویین توان از کشت ریشهدهد که مینشان می

 الطیب به عنوان یک رهیافت جایگزین برای تولیدسنبل

 های ثانویه با ارزش این گیاه دارویی استفاده کرد. متابولیت

 بحث و نتیجه گیری

 های مختلف اگروباکتریومدر تحقیق حاضر بین سویه
ها، شرایط تلقیح و محیط کشت از ع ریزنمونهرایزوژنز، نو

مویین در مویین و تعداد ریشهزایی نظر صفات درصد ریشه

 داری وجود داشتالطیب اختلاف معنیهر ریزنمونه سنبل

های گیاه که پاسخ تراریختی ریزنمونهبطوری. (4)شکل

و  15834های در مقایسه با سویه  4Aالطیب به سویه سنبل

 بود.بهتر  2656

 
 

600 bp 

400 bp 

1 2 3 4 5 
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 الطیب مویین سنبلعصاره ریشه (B): والرنیک اسید )استاندارد( و HPLC (A)کروماتوگرام  -15شکل 

 

 87/4مویین و زاییریشه درصد 8/41با میانگین  4Aسویه 

مویین مویین در هر ریزنمونه از پتانسیل القای ریشهریشه

درصد  15/5با میانگین  15834بیشتری نسبت به سویه 

مویین در هر ریزنمونه ریشه 7/0زایی مویین و ریشه

توان برخوردار بود. این تفاوت در قابلیت تراریختی را می

دلیل ها بهی سویهزایبه تفاوت در قدرت بیماری

 های باکتری وپلاسمیدهای متفاوت قرارگرفته در سویه

درج شده در ژنوم  T-DNDهای همچنین بیان متفاوت ژن

در ژنوم گیاه نسبت  T-DNDگیاه بواسطه اثرات محل درج 

های چنین تفاوتی در گیاهان و ریزنمونه(. 31و 5داد )

و   Baskaranبرای مثال  مختلف گزارش شده است.

Jayabalan (9با به )4های کارگیری سویهA و  15834 و

 72و  48، 36، 24، 0کشتی )مختلف هم هایمدت زمان

 Psoraleaهای مویین درساعت( برای القای ریشه

coryfolia دریافتند که بین دو سویه در توانایی تراریختی ،

اختلاف وجود داشته و گزارش کردند که  های گیاهیسلول

مویین در سویه مویین و تعداد ریشهرصد ریشهبیشترین د

4A  باشد. در مطالعه کشتی میساعت هم 48وOoi  و

های بالاترین درصد القای ریشه 4A ( سویه31همکاران )

نشان  (Solanum mammosumمویین را در گیاه تاجریزی )

های باکتری از نظر القای . چنین تفاوتی بین سویهداده است

و همکاران  Lee Young هایمویین با یافتهریشهتولید 

های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز ( که اثر سویه27)

(13333 ،15834  ،1000 R،1200 R  1601و R بر القای )

را مورد بررسی  Rubia akane Nakaiمویین در گیاه ریشه

 1601گزارش کردند که سویه  آنهاقرار دادند مطابقت دارد. 

R ( و بیشترین تعداد درصد 6/85ن درصد آلودگی )بالاتری

 15834که سویه ( را داشته، در حالی3/5مویین )ریشه

( و کمترین تعداد درصد 56 /4کمترین درصد آلودگی )

در ( 24)و همکاران   Khelifi( را دارا بود.7/2مویین )ریشه

های های خود گزارش کردند که در بین سویهبررسی

بیشترین درصد  A4م، سویه مختلف اگروباکتریو

 را نشان داده است. Datura innoxiaتراریختگی در گیاه 

( نیز بر 23و همکاران ) Khatodiaهمچنین نتایج تحقیقات 

روی چند گیاه از خانواده سولاناسه که به بررسی ترکیبات 

های مویین تراریخته با استفاه از ثانویه مهم آنها در ریشه

اگروباکتریوم رایزوژنز پرداخته  15834و  4Aهای سویه

های دار این ترکیبات در ریشهبودند حاکی از افزایش معنی

 15834نسبت به سویه   4Aشده توسط سویه  ءمویین القا

های ( در پژوهش3نژاد و همکاران )است. همچنین سهرابی

 4Aو  15834های خود گزارش کردند که سویه

درصد  4/26و  4/39ترتیب با اگروباکتریوم رایزوژنز به

درصد کمترین میزان  69/13با  2656بالاترین و سویه 

 .Calendula officinalis Lمویین را در گیاه تولید ریشه
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نتایج تحقیق حاضر نشان داد که نوع ریزنمونه   نشان دادند.

حائز الطیب های مویین تراریخته سنبلنیز در تولید ریشه

مویین و تعداد درصد ریشهکه اهمیت است. بطوری

 82/25مویین در هر ریزنمونه برگی به ترتیب با ریشه

مویین با میانگین عدد، بیشتر از درصد ریشه 98/2و  درصد

( در هر ریزنمونه 45/2مویین )و تعداد ریشه درصد 14/21

درصد تراریختی بالای ریزنمونه (. 9دمبرگ بود )شکل 

-دمبرگ می اگروباکتریوم نسبت به ریزنمونه توسط برگ

های برگ این گیاه تواند مرتبط با حساسیت بالای ریزنمونه

باشد که این حساسیت بستگی به وضعیت  به اگروباکتریوم

و همکاران  Mehrota(. 34ها نیز دارد )فیزیولوژیکی بافت

زایی و تعداد ( نیز گزارش کردند که میزان ریشه28)

گیرد. ای مویین تحت تأثیر نوع ریزنمونه قرار میهریشه

های برگی که، براساس مطالعه مذکور ریزنمونهبطوری

و  Jeniferزایی را نشان داد. نتایج پژوهش بیشترین ریشه

های مویین در گیاه ( که به بررسی القای ریشه21همکاران )

های مویینی که تاجریزی پرداخته بودند نشان داد، ریشه

از قطعات جداکشت برگ بودند، قادر به تولید  حاصل

-در بررسی تأثیر سویه های تراریخته پر رشد بودند.لاین

 LBA ، 193 9402های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز )

 NRRLB4 وAهای مویین در ( بر القای ریشهArtemisia 

annua L.  9402گزارش شده که سویه LBA  100با 

ونه برگ بیشترین درصد درصد تراریختی در ریزنم

باشد. همچنین گزارش شده که مویین را دارا میریشه

ها برای سویه ریزنمونه برگ در مقایسه با ساقه

193NRRLB در تحقیق . (4شود )تر تراریخت میراحت

حاضر شرایط تلقیح و محیط کشت نیز از فاکتورهایی 

، های مویین داشتندبودند که تأثیر زیادی بر تولید ریشه

مویین متعلق به سطح زایی که بیشترین درصد ریشهبطوری

ساعت  72کشتی دقیقه، هم 10مدت )تلقیح به T2تیماری 

 52/40و تحت شرایط بدون استوسرینگون( با میانگین 

مویین در هر ریزنمونه نیز و بیشترین تعداد ریشه درصد 

 72کشتی دقیقه، هم 10)تلقیح  T6متعلق به سطوح تیماری 

میکرومولار استوسرینگون( و  100اعت و تحت شرایط س

T2  ساعت و تحت شرایط  72کشتی دقیقه، هم 10)تلقیح

بود.  3/4و  13/5ترتیب با میانگین بدون استوسرینگون( به

در  Virکننده ژن  ءعنوان القاترکیب فنولی استوسرینگون به

های گیاهی در سلول T-DNDاگروباکتریوم در جایگزینی 

( و انتخاب مقدار بهینه این ترکیب نیز 14دارد )نقش 

زیرا  ،تواند در افزایش موفقیت تراریختی مؤثر باشدمی

زایی اگروباکتریوم را تشدید غلظت پایین آن بیماری

و غلظت بالای آن نیز برای اگروباکتریوم و  ،کندنمی

ثیر أتبراین، (. علاوه37های گیاهی اثر سمیت دارد )سلول

تواند تحت تأثیر سایر عوامل دیگری از استوسرینگون می

کشتی و جمله گونه گیاهی، نوع ریزنمونه، مدت زمان هم

 Stewartو   Cardoza(. 25مدت زمان تلقیح قرار گیرد )

 غلظت و کشتیهم زمان کشت، زمان پیش (12)

 به ژن انتقال در استوسرینگون را از عوامل مهم تأثیرگذار

و  Karmarkarاند. کتریوم گزارش کردهواسطه اگروبا

Keshavachandran (22 نیز گزارش کردند که درصد )

مویین( تحت تأثیر هم سویه تراریختی )القای ریشه

 گیرد.کشتی قرار میباکتریایی و هم مدت زمان هم

درصد  MS2/1همچنین در تحقیق حاضر در محیط 

ویین در م( و تعداد ریشهدرصد 21/29مویین )زایی ریشه

 MSداری بیشتر از محیط طور معنی( به11/3هر ریزنمونه )

مشابه با بود. درصد  32/2و  74/17ترتیب با میانگین  به

های مویین نتایج پژوهش حاضر، در تحقیقی رشد ریشه

 ، MSهای الطیب در محیط کشتحاصل از گیاه سنیل

MS2/1  وN6 ،مورد مطالعه قرار گرفت که بعد از سه هفته 

های مویین کشت شده توده در ریشهبیشترین تجمع زیست

و کمترین در  MSو بعد از آن در محیط  MS2/1در محیط 

(. همچنین در آزمایشی طی 32مشاهده شد ) N6محیط 

بر رشد  B5و  MS ، MS2/1مقایسه اثر نوع محیط کشت 

های مویین در گیاه علف خنازیر آبی، محیط کشت ریشه

MS2/1ها ترین محیط کشت برای رشد ریشه، مناسب

های ای از محیط(. همچنین در مطالعه33معرفی شد )
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MS،MS 2/1،MS 4/1  وB5 سازی محیط منظور بهینهبه

 Hypericumمویین در گیاه کشت تحریک ریشه

perforatum زایی استفاده شده که درصد تحریک ریشه

زارش شده است گ MSبیشتر از  MS 2/1مویین در محیط

نیز  Artemisia vulgaris(. طی تحقیقی بر روی گیاه 10)

بهترین محیط  MS2/1همانند پژوهش حاضر، محیط کشت 

های مویین گزارش شده است زایی و رشد ریشهبرای ریشه

(38 .) 

نتایج حاصل از ارزیابی تولید متابولیت ثانویه والرنیک اسید 

نشان  HPLCاستفاده از  لطیب بااهای مویین سنبلدر ریشه

های ای در ریشهداد که این متابولیت در مقدار قابل ملاحظه

(. مطالعات متعدد 15یابد )شکل مویین تولید و تجمع می

های ثانویه در نشان داده که میزان تولید و تجمع متابولیت

توان با استفاده از ای را میشیشههای درونکشت

ها، تفاده از محرکهای متعددی مانند اسرهیافت

ماده ها با پیشهای پرمحصول و تغذیه سلوللاینگزینش

تأثیر  (. در پژوهشی44و  41بطور مؤثری افزایش داد )

 ،Fusarium graminearumهای عصاره قارچی محرک

اسید اسید در تولید والرنیک متیل جاسمونات و سالسیلیک 

 7و  3مان در مدت ز V. officinalisهای مویین در ریشه

ی روز مورد بررسی قرارگرفته و گزارش شده که عصاره

اسید را قارچی و متیل جاسمونات بیشترین مقدار والرنیک 

کنند، در حالی روز بعد از اعمال تیمار تولید می 7در زمان 

اسید داری تولید والرنیک اسید به طور معنیکه سالسیلیک 

( تأثیر 2طانی )(. سل15دهد )را تحت تأثیر قرار نمی

جاسمونات، اسید سالیسیلیک، امواج های متیلمحرک

ها را روی لوسین و ترکیب آن-Lساز فراصوت، و پیش

 نتایج افزایشالطیب بررسی کردند. ی مویین سنبلهاریشه

تیمار ترکیبی متیل جاسمونات با در  تولید والرنیک اسید

L- همچنین در پژوهش پارسا و زینالی را نشان دادلوسین .

( بیشترین مقدار آتروپین و اسکوپولامین در کشت 1)

در تیمار با  .Hyoscyamus niger Lهای مویین گیاه ریشه

ساعت  96مولار متیل جاسمونات در زمان غلظت یک میلی

 پس از اعمال تیمار مشاهده شد.

  گیرینتیجه

گیری می توان نتیجهنتایج تحقیق حاضر بنابرابن، براساس 

، نوع  گروباکتریومسویه ا عوامل مختلفی از قبیلکه  کرد

کشتی و غلظت محیط ریزنمونه، مدت زمان تلقیح و هم

در  زایی مویین و تعداد ریشهبر درصد ریشه MSکشت 

الطیب مؤثر بود. در مجموع نتایج نشان داد که گیاه سنبل

زایی در این یشههای تیماری از نظر درصد ربهترین ترکیب

در ریزنمونه برگ و  A4پژوهش، ترکیب تیماری سویه 

 10 تلقیح)  T6و تحت شرایط تلقیح MS2/1محیط کشت 

 نگونیاستوسر طیشراساعت تحت  72کشتی دقیقه و هم

 72کشتی دقیقه و هم 10تلقیح ) T2و  میکرومولار( 100)

علاوه ( می باشند. نگونیاستوسر بدون طیشرا تحتساعت 

های مویین تکثیر شده این، والرنیک اسید در ریشهبر

ایی تولید و تجمع شیشهدر شرایط درون الطیبسنبل

های ثانویه با توانند در تولید متابولیتیابد. این نتایج میمی

الطیب از طریق ارزش مانند والرنیک اسید در گیاه سنبل

 ی مویین مورد استفاده قرار گیرند.کشت ریشه

 نابعم

. تأثیر الیسیتورهای جاسمونیک اسید و 1396، .زینالی، ا و ،.م پارسا، -1

متیل جاسمونات بر میزان تروپان آلکالوئیدهای آتروپین و 

های حاصل از کشت های مویین و ریشهاسکوپولامین در ریشه

گیاهی های مجله پژوهش ،.Hyoscyamus niger Lبافت گیاه 

 . 778-791 ، صفحات(4) 30)زیست شناسی ایران(، 

ها بر تولید متابولیت ثانویه و . تأثیر محرک1393، .ن ،سلطانی -2 

نامه پایان ،الطیبهای مویین سنبلفعالیت آنزیمی در ریشه

بیوتکنولوژی، دانشکده  -مهندسی کشاورزی ،کارشناسی ارشد

 .72-76، صفحات کشاورزی، دانشگاه محقق اردبیلی

سازی . بهینه1397، .و مشتاقی، ن ،مرعشی، ح. ،ز. نژاد،سهرابی -3

 Calendula)های مویین گیاه دارویی همیشه بهار کشت ریشه
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Factors affecting hairy roots induction efficiency via 

Agrobacterium rhizogenes and evaluation of valerenic acid 

production in the hairy root cultures of medicinal plant Valeriana 
officinalis L. 

Zare N.*, Madani V., Jamali A. and Asghari-Zakaria R. 

Dept. of Agronomy and Plant Breeding, Faculty of Agriculture and Natural Resources, University of 

Mohaghegh Ardabili, Ardabil, I.R. of Iran 

Abstract 

Hairy root cultures due to their higher genetic and biological stability, high growth rate 

and rapid growth on hormone-free medium are an effective alternative method for 

production of secondary metabolites. In this research, the effects of different factors 

including type of Agrobacterium rhizogenes strain (A4, 15834 and 2656), type of 

explants (leaf and petiole), inoculation conditions (inoculation time (10 and 15 

minutes), co-cultivation time (48 and 72 hours), use and non-use of acetosyringone) and 

salts concentration of medium (MS and 1/2MS) on induction of hairy roots in valerian 

were investigated. Among the Agrobacterium strains, the highest percentage of hairy 

root induction and the number of roots per explant was obtained using A4 strain. Also, 

the percentage of hairy root induction and the number of roots per explant in the leaf 

explant were significantly higher than those of petiole explant. Among the different 

inoculation conditions, the highest percentage of hairy root induction was obtained in 10 

minutes inoculation and 72 hours of co-cultivation and the highest number of roots per 

explant was obtained in 10 minutes inoculation and 72 hours co-cultivation in medium 

containing 100 μM acetosyringone. Also, the percentage and number of roots per 

explant on ½ salt concentration of MS medium were significantly higher than those of 

MS medium. The HPLC results showed that valerenic acid is produced at 3.77 mg/l in 

V. officinalis hairy root cultures. The results obtained from the present study indicated 

that the type of bacterial strain and explant, and optimization of the culture conditions 

play key role in the process of gene transfer to the cells, hairy root induction and 

biomass production from V. officinalis hairy roots. The most suitable treatment for hairy 

root induction and growth in V. officinalis included 10 minutes inoculation and 72 hours 

co-cultivation of leaf explants with A4 strain of Agrobacterium and culture on ½ MS 

medium.  

Keywords: Agrobacterium strains, Explant type, Medicinal plant, Secondary 

metabolite, Valeriana officinalis L. 
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