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هاي مويين تراريخت و  عوامل مؤثر بر كارايي اگروباكتريوم رايزوژنز در القاي ريشه
  الطيب  مويين گياه دارويي سنبل ارزيابي توليد والرنيك اسيد در ريشه

)Valeriana officinalis L.(  
  رسول اصغري زكريا  و شيخان مدني، اصلان جمالي گله، ويدا *ناصر زارع

 نباتاتگروه زراعت و اصلاح دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي،  دانشگاه محقق اردبيلي،، اردبيل ايران،

  07/07/1399 :تاريخ پذيرش  07/04/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

در زمان كوتاه  ي ثانويهها تيمتابول ديتول قابليت رشد سريع وو  بالا يكيولوژيو ب يكيژنت يداريپا به دليل نييمو يها شهيكشت ر
دراين تحقيق . ي فراهم نموده استاهيگ هيثانو يها تيمتابول ديتول يبرا ي رامؤثر راهكار هاي گياهي، به هورمون ازيو بدون ن

شرايط تلقيح ، )برگ و دمبرگ(، نوع ريزنمونه )2656و  A4  ،15834شامل( اگروباكتريوم تأثير عوامل مختلف شامل نوع سويه
 و همچنين غلظت) و حضور و عدم حضور استوسرينگون) ساعت 72و  48(كشتي  و هم) دقيقه 15و  10(مدت زمان تلقيح (

نتايج نشان . رگرفتمورد ارزيابي قرا الطيب هاي مويين سنبلدر القاء و توليد ريشه) MS2/1 و  MS( كشت  محيطتركيبات معدني 
همچنين . زايي مويين و تعداد ريشه مويين در هر ريزنمونه را داشت بيشترين درصد ريشه A4هاي باكتري، سويه در بين سويهداد 

ارزيابي . زايي و تعداد ريشه در هر ريزنمونه بيشتري را دارا بود ريزنمونه برگ نيز در مقايسه با ريزنمونه دمبرگ درصد ريشه
كشتي و ساعت هم 72دقيقه تلقيح ريزنمونه و  10يي مويين در تيمار زا لقيح مختلف نشان داد كه بيشترين درصد ريشهشرايط ت

 100به همراه  يكشتهم ساعت 72 و زنمونهير حيتلق قهيدق 10 ماريت در زين زنمونهيدر هر ر نييمو شهير تعداد نيشتريب
مويين در هر ريزنمونه در  از نظر درصد و تعداد ريشه MS 2/1محيط كشتهمچنين، . آمد بدست نگونياستوسر كرومولاريم

گرم  ميلي 77/3با مقدار نشان داد كه والرنيك اسيد  HPLCنتايج . از كارايي بالاتري برخوردار بود MSمقايسه با محيط كشت 
هاي مويين و  نشان داد كه در توليد ريشهنتايج تحقيق حاضر . يابد الطيب توليد و تجمع مي مويين سنبل هاي ريشه برليتر در كشت

هاي دارويي با ارزش، نوع سويه  الطيب جهت بالا بردن ميزان متابوليت هاي مويين گياه سنبل افزايش زيست توده كلي ريشه
 يماريت هاي تركيب بهترين. اي برخوردار است سازي شرايط كشت از اهميت ويژه آگروباكتريوم رايزوژنز، نوع ريزنمونه و بهينه

 آگروباكتريوم و A4 با سويه  برگ ريزنمونه كشتيهم ساعت 72 و تلقيح دقيقه 10الطيب شامل  مويين سنبل براي توليد ريشه
  . بود MS 2/1كشت محيط

  L.   Valeriana officinalis سويه اگروباكتريوم، گياه دارويي، متابوليت ثانويه، نوع ريزنمونه،: واژه هاي كليدي

   nzare@uma.ac.ir: ،  پست الكترونيكي  04533510140:  نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 Valerianaالطيب با نام علمي  گياه دارويي سنبل

officinalis L. بخش،  در پزشكي به عنوان مسكن، آرام
آور، درمان اسپاسم، هيجان، ميگرن و روماتيسم  خواب

مطالعات آزمايشگاهي نشان داده كه اثر ). 8(كاربرد دارد 

الطيب مربوط به روغن فرار و تركيبات  بخشي سنبل آرام
چنين مشخص شده است كه  هم. والپوتريات آن است

ترين تركيبات آرام بخش  رنال و اسيد والرنيك از قويوال
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 در باتيترك نيامقدار  .الطيب هستند موجود در گياه سنبل
  ). 42و  36( هستند كم ييهوا يها اندام در و اديز ها شهير

فناوري، كشت سلول، بافت  هاي مهم زيست يكي از بخش
و اندام گياهي است كه كاربردهاي آن در زمينه گياهان 

مويين  هاي مختلفي از جمله توليد ريشه رويي، از جنبهدا
هايي  هاي مويين داراي ويژگي ريشه. قابل بررسي است

هاي رشد  كننده چون سرعت رشد بالا در محيط فاقد تنظيم
گياهي، انشعابات فرعي فراوان، پايداري ژنتيكي و 

هاي معمولي گياه، در  بيوسنتزي بوده و در مقايسه با ريشه
هاي ثانويه را توليد  اقع سطح بالاتري از متابوليتبرخي مو

ها به عنوان منبع مداومي  توان از آن بنابراين، مي. كنند مي
هاي ثانويه با اهميت، در بيوراكتور  براي توليد متابوليت

و  20، 18(براي توليد نيمه صنعتي و صنعتي استفاده كرد 
هاي گياهي  هاي مويين از طريق تراريختي سلول ريشه). 30
عوامل ). 11(شوند  توليد مي اگروباكتريوم رايزوژنز با

اگروباكتريوم  هاي گياه به واسطه متعددي تراريختي سلول
هاي مويين را تحت تأثير قرار  رايزوژنز و توليد ريشه

توان به ژنوتيپ،  دهند كه از مهمترين اين عوامل مي مي
هاي فنولي توسط  زخمي شدن بافت گياهي، سنتز القاكننده

گياه، سويه اگروباكتريوم، نوع ريزنمونه و شرايط تلقيح و 
اگروباكتريوم اساساً به  در طبيعت. )26( كشتي اشاره كرد هم

كند، بافت زخمي تركيباتي از هاي زخمي حمله ميبافت
نظير استوسيرينگون و آلفا هيدروكسي (ها جمله فنول

كند و شرايطي از و قندها را ترشح مي) استوسيرينگون
كند كه اين شرايط يك محيط پايين را ايجاد مي pHجمله 

كند مي ءرا القا virهاي مناسب براي باكتري بوده و بيان ژن
هاي مختلفي براي  در شرايط آزمايشگاهي از روش .)43(

به عبارت ديگر . شود هاي مويين استفاده مي القاي ريشه
وسيله تزريق  هاي گياهي و باكتري به تماس بين سلول

م سوسپانسيون باكتري به داخل گياهچه يا توسط مستقي
هاي گياهي در سوسپانسيون باكتري  ورسازي بافت غوطه
به  A. rhizogenesاز  T-DNA انتقال). 39(پذير است  امكان

عوامل  رياست كه تحت تأث يادهيچيپ نديفرا ياهيژنوم گ

 زنمونهي، نوع و سن ر)17و  13( يباكتر هيسو رينظ يمختلف
 نيا ليدل. رديگ يم قرار) 7( يدوره هم كشت و) 25( ياهيگ
 يپاتوژن بررس- اهياثرات متقابل گالب قدر  توان يرا م دهيپد
نشان دادند كه ) 6(و همكاران  Bandyopadhyay. كرد

نوع  با مرتبط توانديم اهيبه داخل ژنوم گ T-DNAالحاق 
 نيا كه باشد افتهي انتقال يهانسخه تعداد و ييايباكتر هيسو
 ختهيترار ي مويينهاشهير هيثانو سميمتابول و رشد بر امر
بار  نياول يبرا) 19(و همكاران  Granicher. گذارديم اثر

 Valeriana اهيدر گ نييمو شهير ديموفق به تول

sambucifolia  شدند. Pirian يختيترار) 35( همكاران و 
 Portulaca اهيگ شهيمختلف برگ، ساقه و ر يهازنمونهير

oleracea را مورد  زوژنزيرا ومياگروباكتر با استفاده از
 برگ يهازنمونهير كه كردندقرار داده و گزارش  يبررس
 نيشتريب هازنمونهير ريسا با سهيمقا در دمبرگ با همراه

اساساً به  وميگروباكترا. نشان دادندرا  يختيدرصد ترار
 از يباتيترك يزخم بافت كند،يم حمله يزخم يهابافت
 يدروكسيه آلفا و نگونيرياستوس رينظ( هافنول جمله
و  كنديم ترشح را يقند باتيترك و) نگونيرياستوس
 طيشرا نيكه ا كنديم جاديرا ا نييپا pHاز جمله  يطيشرا

 انيب ءو القا ومياگروباكتر ييزا يماريب  ستميس كيباعث تحر
و  نگونيرياستوس گر،يعبارت د به). 43( شود يم vir يهاژن

از  ومياگروباكتر يختيقدرت ترار شيمشتقات آن باعث افزا
-يم يباكتر ديدر پلاسم vir يهاژن انيب شيافزا طريق
    ).20( دنگرد

گياه   هاي ثانويه موجود در ريشه باتوجه به اهميت متابوليت
الطيب و در معرض خطر قرارگرفتن اين گياه  دارويي سنبل

هاي طبيعي،  از رويشگاهرويه ريشه آن  به خاطر برداشت بي
هاي بيوتكنولوژي براي توليد  ها و رهيافت استفاده از روش

هاي ثانويه اين گياه از اهميت بالايي برخوردار  متابوليت
به  بيالط سنبل يده پاسخ زانيم يابيبا ارزهمچنين، . است
 زانيم و زوژنزيرا ومياگروباكترمختلف  يها هيسوبا  يآلودگ
 توان يمكشت مختلف  طيها و شرا  زنمونهيبه ر يده پاسخ

 يمهندس و ژن انتقال يبرا بالقوه گياه كي عنوان به آن از
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 از استفاده با هيثانو يها تيمتابول شيافزا جهت در كيژنت
 كه يطور به .بهره برد زين يستيرزيغ و يستيز يها محرك

 يها شهير رشدو  ءموثر در القا عواملاز  كيهر يساز نهيبه
 را ييدارو باتيترك ديتول بازده شيافزا است ممكن نييمو
 دنبال به بيالط سنبل اهيگ نييمو يها شهير كشت قيطر از

 يها شهير ديامكان توللذا، در اين پژوهش  .باشد داشته
-هيبه كمك سو .Valeriana officinalis L اهياز گ نييمو
 مختلف عوامل ريتأث زوژنز،يرا ومياگروباكتر مختلف يها
 ريزنمونه، نوع كشتي، هم زمان مدت تلقيح، زمانمدت (

 نيب متقابل اثر در مؤثر) كشت محيط نوع و باكتري سويه
 ن،ييمو يها شهير ديتول بر ياهيگ سلول و يباكتر سلول
و  عيما كشتمحيط  در نييمو يها شهير ريتكث نيهمچن

ها مورد ارزيابي  ميزان توليد والرنيك اسيد در اين ريشه
   .قرارگرفت

  مواد و روشها
 ازشركتالطيب بذور سنبل: ها مواد گياهي و تهيه ريزنمونه

پس از شستشو بذور . تهيه شدند) ، ايراناصفهان( بذر پاكان
 درصد 70مدت چند دقيقه، ابتدا در اتانول با آب مقطر به

ور شدند و پس از شستشو با آب ثانيه غوطه 30مدت به
دقيقه با هيپوكلريت سديم دو  15مدت مقطر استريل به

شده سه بار و سپس بذرهاي ضدعفوني. درصد تيمار شدند
دقيقه با آب مقطر استريل شستشو داده  5مدت هربار به

. شده و آب اضافي با كاغذ صافي استريل حذف گرديد
اي حاوي محيط بذور ضدعفوني شده در ظروف شيشه

با شرايط  جامد كشت شده و در اتاقك رشد MSكشت 
 16ساعت تاريكي و  8نوري  دورهو  0C  2±25دمايي

بعد از . ساعت روشنايي با نور فلورسنت نگهداري شدند
هفته سوم تا چهارم (ها  زني بذور و رشد گياهچه جوانه
الطيب در هاي برگ و دمبرگ سنبل، ريز نمونه)كشت

وسيله اسكالپل تيز و متر بهسانتي 1- 2قطعاتي به اندازه 
تريل در زير هود لامينار تهيه گرديد و به منظور تلقيح با اس
  .مورد استفاده قرارگرفتند رايزوژنز گروباكتريوما

هاي مختلف  سويه: ها سويه باكتري و تلقيح ريزنمونه
به منظور  2656و  A4  ،15834اگروباكتريوم رايزوژنز شامل

مورد الطيب  هاي مويين در گياه دارويي سنبل القاي ريشه
هاي باكتري از  منظور كشت سويهبه. ستفاده قرارگرفتندا

گرم در ليتر ميلي 50به همراه  MYAمحيط كشت جامد 
هاي  براي جلوگيري از رشد باكتري(بيوتيك ريفامپسين آنتي

يك . استفاده گرديد) ديگر و صرفا رشد باكتري مورد نظر
 ليتر محيط كشت ميلي 10كلوني از سويه باكتري به 

MYAگرم برليتر ريفامپسين منتقل  ميلي 50ع حاوي ماي
0Cصورت شبانه در گرديده و به

دور در دقيقه  120و  28 
ليتر از كشت شبانه  سپس حدود يك ميلي. رشد داده شدند

مايع تازه حاوي  MYAليتر محيط كشت  ميلي 50باكتري به 
گرم بر ليتر ريفامپيسين اضافه گرديد و در دماي  ميلي 50
 6/0- 8/0برابر با  OD 600گراد تا رسيدن به درجه سانتي 28

، مقدار يك  OD 600گيري  براي اندازه. رشد داده شدند
دستگاه باكتري رشد داده شده در  ليتر از ميلي

 ساخت - BIORAD, SmartspecTM plus(اسپكتروفتومتر
جذب در طول موج قرارداده شد و تغييرات  )آمريكا كشور
از محيط كشت بدون باكتري . نانومتر خوانده شد 600
از اين سوسپانسيون باكتري . عنوان بلانك استفاده شد به

سپس . هاي گياهي استفاده شدبراي تلقيح ريزنمونه
شده در سوسپانسيون باكتري و در هاي تهيهريزنمونه

به ) ميكرومولار 100(عدم حضور استوسرينگون حضور و 
ور شدند و پس از حذف دقيقه غوطه 15و  10مدت زمان 

باكتري اضافي با كاغذ صافي استريل، روي محيط كشت 
MS و  48بيوتيك به مدت  هاي گياهي و آنتي فاقد هورمون
گراد در تاريكي درجه سانتي 25±2ساعت و در دماي  72
كشتي،  پري شدن مدت زمان همپس از س. كشت شدند هم

بدون  MS 2/1و MS ها به محيط كشت جامد ريزنمونه
بيوتيك گرم در ليتر آنتيميلي 500هورمون و حاوي 

 منتقل) جهت جلوگيري از رشد آگروباكتريوم(سفوتاكسيم 
اي انجام هفته يكها با فواصل زيركشت ريزنمونه. شدند
هاي تيمار شده با لازم به ذكر است ريزنمونه. )31و  2( شد
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محيط كشت بدون باكتري به عنوان شاهد در نظر گرفته 
  .شد

 اي زنجيره واكنش طريق از ها ريشه مولكولي آناليز
هاي ژنومي ريشه DNAاستخراج ): PCR( پليمراز

، با اندكي CTABتراريخت احتمالي با استفاده از روش 
. انجام گرفت) Doyle )16و   Doyleتغييرات طبق روش

هاي مويين منظور اثبات مولكولي ماهيت تراريختي ريشهبه
اي پليمراز با استفاده از آغازگر اختصاصي  از واكنش زنجيره

-gctcttgcagtgctagattt-’5آغازگر رفت با توالي( rolBژن 

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

-’5 ا تواليرفت بآغازگر ( rolCژن و ) ’3

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

tgcttcgagttatgggtaca-3’ محصولات . استفاده شدPCR 
، با استفاده از درصد1پس از الكتروفورز روي ژل آگارز 

  .داك مورد مشاهده و بررسي قرار گرفتند دستگاه ژل

ب الطي هاي سنبل عوامل مورد بررسي در تلقيح ريزنمونه
در اين پژوهش تأثير نوع سويه  :با اگروباكتريوم رايزوژنز

)A4 ،15834  نوع اگروباكتريوم رايزوژنز، ) 2656و
 MSو MS(نوع محيط كشت ، )برگ و دمبرگ(ريزنمونه 

سازي شامل سه تيمار استوسرينگون  و شرايط آلوده) 2/1
 15و  10(، مدت زمان تلقيح )ميكرومولار 100صفر و (

بر القاي ) ساعت 72و  48(كشتي  و مدت زمان هم) دقيقه
سه ). 1جدول(هاي مويين مورد ارزيابي قرار گرفت  ريشه

زايي مويين  ها، درصد ريشه هفته بعد از تلقيح ريزنمونه
هاي مويين در هر  چنين تعداد ريشه و هم) 1رابطه(

  .  ريزنمونه ثبت گرديد
 تعداد ريزنمونه هاي ريشه داده

تعداد كل ريزنمونه ها ൈ   )1رابطه (زايي  درصد ريشه= 100

 هاي مويين گيري ميزان والرنيك اسيد ريشه اندازه
 يهاشهير رشداز  پس :HPLCبا استفاده از  الطيب سنبل
 ،جامد طيمح يرو متر يسانت سهتا  كيبه اندازه  نييمو

 عيما MS كشت طيمح بهشده و  جدا زنمونهياز ر ها شهير
شدند و  ركشتيزبار  كيهر دو هفته  هاشهير. شدند منتقل

 قرار استفاده مورد هيثانو يها تيمتابول استخراج يبرا
 5/0حدود  هيثانو يها تيمنظور استخراج متابول به. گرفتند
و  ديگرد پودر عيما ازتداخل  در نييمو يها شهياز ر گرم

متانول  تريليليم 10 ،يتريليليم 50 فالكون كي درونسپس 
 حمامدرون  قهيدق 40 مدتبهنوبت  دوبه آن اضافه شده و 

 ستميمحلول حاصل با س. قرار داده شد اولتراسوند
 يمتركرويم 2/0 لتريف و) دگلسنتريس( ياشهيش ونيلتراسيف
گراد تا زمان  درجه سانتي 40در دماي  ، سپسشد لتريف

خشك شدن عصاره در دستگاه آون نگهداري شد و در 
حاصل  عصاره .ميكروليتر متانول رقيق گرديد 500نهايت با 

 نيدرا ).29( شد استفاده HPLCبه دستگاه  قيتزر يبرا
 Agilent ستمياز س دياس كيوالرن يريگ اندازه يبرا قيتحق

HPLC )1200 series, Diode array detector ( استفاده
فاز  C-18به ستون  ياز عصاره سلول تريكروليم 10. ديگرد

متر  ميلي 6/4 قطر و متر سانتي 15 طول Agilentمعكوس 
 ,Eclipse XDB-C18( ميكرومتر 5پر شده با ذراتي به قطر 

5 µm, 4.6 × 150 mm (فاز متحرك شامل . ديگرد قيتزر
درصد  3/0و متانول با  درصد فسفريك اسيد 3/0آب با 

 ازml/min   1  جريان سرعت با فسفريك اسيد بود كه
 قيقهد15 تمد به UV ريتكتود ابتدا .كرد مي عبور ستون
 20 تمد به كمتحر زفا ،نمونه يقرتزاز  قبلو  شد مگر
. شدداده  رعبو زيسااجد نستواز  مايشآز يطاشردر  قيقهد

 به از عصاره ميكروليتر 10سرنگ از  دهستفاا با سپس
 طول در ستون يخروججذب نوري . گرديد يقرتز هستگاد

با استفاده  يسنجش كم. شد يريگاندازه نانومتر 225 موج
). 29(انجام گرفت  دياس كياستاندارد والرن ياز منحن
  . گيري ميزان والرنيك اسيد در سه تكرار انجام شد اندازه

اين تحقيق  طرح آزمايشي مورد استفاده در: يآمار آناليز
 3تصادفي با  به صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاً

 .ريزنمونه در هر تكرار انجام گرفت 12تكرار و حداقل 
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الطيب با سنبلهاي گياه هاي آگروباكتريوم رايزوژنز و محيط كشت مورد بررسي در تلقيح ريزنمونه سازي  مختلف، سويه شرايط آلوده – 1جدول
  اگروباكتريوم رايزوژنز 

 استوسرينگون  تلقيح  تيمار
 )ميكرومولار(

 كشتي هم زمان  )يقهدق( تلقيح زمان
 )ساعت(

  كشت محيط  باكتري سويه

T1  0 10 48 A4 2/1 MS 
T1 01048A4 MS  
T1 0104815834 2/1 MS 
T1 0104815834 MS 
T1 010482656 2/1 MS 
T1 010482656 MS  
T2  01072 A4  2/1 MS 
T2  01072 A4  MS  
T2  01072 15834 2/1 MS 
T2  01072 15834 MS  
T2  01072 2656 2/1 MS 
T2  01072 2656 MS  
T3  0 15 48A4  2/1 MS 
T3  01548A4  MS  
T3  0154815834 2/1 MS 
T3  0154815834 MS  
T3  015482656 2/1 MS 
T3  015482656 MS  
T4  01572 A4  2/1 MS 
T4  01572 A4  MS  
T4  01572 15834  2/1 MS 
T4  01572 15834  MS  
T4  01572 2656 2/1 MS 
T4  01572 2656 MS  
T5 100 10 48A4  2/1 MS 
T5 1001048A4  MS  
T5 100104815834  2/1 MS 
T5 100104815834  MS  
T5 10010482656 2/1 MS 
T5 10010482656 MS  
T6 1001072 A4  2/1 MS 
T6 1001072 A4  MS  
T6 1001072 15834  2/1 MS 
T6 1001072 15834  MS  
T6 1001072 2656 2/1 MS 
T6 1001072 2656 MS  
T7  10015 48A4  2/1 MS 
T7  1001548A4  MS  
T7  100154815834  2/1 MS 
T7  100154815834  MS  
T7  10015482656 2/1 MS 
T7  10015482656 MS  
T8 1001572 A4  2/1 MS 
T8 1001572 A4  MS  
T8 1001572 15834  2/1 MS 
T8 1001572 15834  MS  
T8 1001572 2656  2/1 MS 
T8 1001572 2656  MS  

          

فاكتورهاي مورد بررسي شامل نوع سويه آگروباكتريوم، 
. نوع ريزنمونه، شرايط تلقيح و نوع محيط كشت بود

افزار  محاسبات آماري و تجزيه واريانس با استفاده از نرم

SPSS ver. 23 ها نيز با استفاده از آزمون  و مقايسه ميانگين
 ساتيمقا .انجام گرفتدرصد  5دانكن در سطح احتمال 
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 .انجام شد MSTATCافزار  با استفاده از نرمگروهي 
 .رسم گرديد Excelافزار  نمودارها با استفاده از نرم

  نتايج
بعد از : نييمو  شهير يبر القا مؤثر مختلف عوامل اثر

هاي برگ و  گذشت دو تا سه هفته از تلقيح ريزنمونه
هاي مختلف اگروباكتريوم  الطيب با سويه دمبرگ گياه سنبل

-نمونه). 1شكل(هاي مويين ظاهر گرديد  زوژنز، ريشهراي

 يافته در محيطو تكثير هاي مويين توليد يي از ريشهها
آورده شده  3و  2هاي  هاي جامد و مايع در شكلكشت
در هر دو ريزنمونه برگ و  2656زايي سويه  ريشه. است

هاي مربوطه صفر  دمبرگ بسيار كم و بيش از نيمي از داده
ها از اين سويه  راين، در تجزيه و تحليل نهايي دادهبود، بناب

  . صرف نظر گرديد
  

  

  
  MS2/1هاي برگ و دمبرگ در محيط  هاي مختلف اگروباكتريوم رايزوژنز در ريزنمونه الطيب با استفاده از سويه مويين در گياه سنبل القاي ريشه -1شكل

  )2656سويه ( FوE ، )A4سويه ( Dو  C، )15834سويه ( Bو  T6 ،Aو تحت شرايط تيمار 
  
  

  
-ريشه: Dو  A ،B ،Cهاي ، شكلT6و تحت شرايط تيمار  A4زايي برگ و دمبرگ با سويه  بر ريشه MS2/1و  MSكشت  هاياثر محيط -2شكل 

  MSليد شده روي محيط هاي مويين توريشه: Hو  E ،F ،G يهاشكل، MS2/1هاي مويين توليد شده روي محيط 
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 120ها روي شيكر با سرعت مايع و نگهداري آن MSو  MS 2/1هاي حاوي محيط كشت  الطيب به شيشه هاي مويين سنبلانتقال ريشه) A -3شكل 

  مايعMS2/1 الطيب در محيط كشت  هاي مويين سنبلرشد كامل ريشه) Bگراد، درجه سانتي 25دور در دقيقه و دماي 
درصد القاي ريشه مويين و تعداد ريشه مويين در هر 

اگروباكتريوم، نوع ريزنمونه،   نوع سويهثير أتريزنمونه تحت 
ارزيابي . شرايط تلقيح و اثرات متقابل بين آنها قرارگرفت

تركيب تيماري نوع سويه و شرايط تلقيح نشان داد كه 
شرايط تلقيح از نظر درصد و در تمامي سطوح  A4سويه 

مويين در هر دو ريزنمونه برگ و دمبرگ  تعداد ريشه
در سطح  A4كه سويه  بطوري. بود 15834مؤثرتر از سويه 

ساعت  72كشتي دقيقه و هم 10تلقيح به مدت ( T2تيمار 
درصد  16/74با ميانگين ) تحت شرايط بدون استوسرينگون

در سطح تيمار  15834مويين و سويه  بيشترين درصد ريشه
T1 ) ساعت تحت  48كشتي دقيقه و هم 10تلقيح به مدت

درصد  15/3با ميانگين ) شرايط بدون استوسرينگون
مويين و  درصد ريشه. مويين را داشت كمترين درصد ريشه

مويين در هر ريزنمونه حاصل از سويه  تعداد ريشه
 در تمامي سطوح شرايط تلقيح از نظر 15834اگروباكتريوم 

زايي  درصد ريشه A4آماري يكسان بوده ولي براي سويه 
در هر ريزنمونه از سطحي به سطح  شهيرمويين و تعداد 

همانطوريكه در ). 5و  4 هاي شكل( متفاوت بود گريد
استفاده از  A4شود در سويه  مشاهده مي 5و  4ي ها شكل

مويين در هر  ريشه استوسرينگون باعث افزايش تعداد
 به غير از تيمار تلقيح (مويين  زايي ريشه صدريزنمونه و در

T6نسبت به شرايط عدم  )زايي موئين براي درصد ريشه
ولي استوسرينگون در . استوسرينگون شده استاستفاده از 

داري  تأثير معني 15834كارايي تراريختي توسط سويه 
  . نداشته است

  
هاي تيماري متفاوت سويه  اگروباكتريوم و شرايط تلقيح؛ حروف متفاوت بالاي الطيب در تركيبهاي مويين سنبلريشهميانگين درصد  -4شكل 

  .است درصد 5 دار بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال دهنده اختلاف معني ها نشان ستون
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ها  ويه اگروباكتريوم و شرايط تلقيح؛ حروف متفاوت بالاي ستونهاي تيماري سالطيب در تركيبهاي مويين سنبلميانگين تعداد ريشه -5شكل 

  .است درصد 5دار براساس آزمون دانكن در سطح احتمال  دهنده اختلاف معني نشان
مويين در هر ريزنمونه، سويه  در مورد صفت تعداد ريشه

A4  در سطح تيمارT6 ) دقيقه و هم 10تلقيح به مدت-

ميكرومولار  100ساعت تحت شرايط  72تي كش
مويين  بيشترين تعداد ريشه 75/9با ميانگين ) استوسرينگون

تلقيح ( T4در سطح تيمار  15834در هر ريزنمونه، و سويه 
ساعت تحت شرايط  72كشتي دقيقه و هم 15به مدت 

كمترين تعداد  35/0با ميانگين ) بدون استوسرينگون
  .)5 شكل(مويين را داشت  ريشه

ارزيابي تركيب تيماري سويه اگروباكتريوم و نوع محيط 
مويين  كشت نشان داد كه بيشترين درصد و تعداد ريشه

در محيط ( 71/51%به ترتيب با ميانگين  A4متعلق به سويه 
، و )MS2/1در محيط كشت (عدد  53/5و ) MS2/1كشت 

 15834مويين متعلق به سويه  كمترين درصد و تعداد ريشه
عدد در محيط كشت  43/0و  6/3% به ترتيب با ميانگين

MS  مشاهده  6كه در شكل  همانطوري). 6شكل (است
و  MSدر هر دو محيط كشت  15834شود سويه  مي

MS2/1  پاسخ يكسان و پاييني را نشان داده ولي پاسخ
متفاوت بود  MS2/1و  MSهاي  در محيط كشت A4سويه 

 ).6شكل (

  

  
ها  الطيب؛ حروف متفاوت بالاي ستوندر گياه سنبل) B(و درصد ريشه مويين ) A(سويه اگروباكتريوم و نوع محيط كشت بر تعداد  اثر -6شكل

  . است درصد 5دار بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال  دهنده اختلاف معني نشان
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ها  هاي تيماري متفاوت ريزنمونه گياهي و شرايط تلقيح؛ حروف متفاوت بالاي ستونالطيب در تركيبهاي مويين سنبلريشهميانگين درصد  -7شكل 

  . است درصد 5دار براساس آزمون دانكن در سطح احتمال  دهنده اختلاف معني نشان
  

كمترين درصد ريشه مويين با ريزنمونه برگ در سطح 
 48كشتي دقيقه و هم 10تلقيح به مدت ( T1تيمار تلقيح 

 9/15با ميانگين ) ساعت تحت شرايط بدون استوسرينگون
و كمترين درصد ريشه مويين توسط ريزنمونه درصد 

دقيقه  15به مدت تلقيح ( T4دمبرگ در سطح تيمار تلقيح 
) عت تحت شرايط بدون استوسرينگونسا 72كشتي و هم

در مورد ). 7شكل (به دست آمد درصد  62/5با ميانگين 
مويين در هر ريزنمونه، نيز ريزنمونه برگ  صفت تعداد ريشه

دقيقه تلقيح و  10 مدت زمان( T6در سطح تيمار تلقيح 
 كرومولاريم 100 يحاوساعت و  72كشتي  هم
ونه دمبرگ در سطح و ريزنم 8/5با ميانگين ) ننگويستوسرا

ساعت  72كشتي دقيقه و هم T2 )10و  T6تيمار تلقيح 
 55/4با ميانگين ) نگونياستوسربدون  طيشرا تحت

شكل (مويين در هر ريزنمونه را داشتند  بيشترين تعداد ريشه
8 .(  

  

  
دهنده  ها نشان هاي تيماري ريزنمونه گياهي و شرايط تلقيح؛ حروف متفاوت بالاي ستونتركيبالطيب در هاي مويين سنبلميانگين تعداد ريشه -8شكل 

  .است درصد 5 دار بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال اختلاف معني
ارزيابي تركيب تيماري ريزنمونه و محيط كشت نشان داد 

نمونه مورد استفاده زايي مويين هر دو ريز كه درصد ريشه
درصد  MS2/1يكسان بوده و در محيط  MSدر محيط 

داري بيشتر از  طور معني زايي مويين ريزنمونه برگ به ريشه
  ).  9شكل (دمبرگ بود 
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هاي برگ و دمبرگ در  درصد ريشه زايي مويين ريزنمونه -9شكل 

ها  ؛ حروف متفاوت بالاي ستونMS 2/1و MSهاي  محيط كشت
 5 دار بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال ه اختلاف معنيدهند نشان

  .است درصد
ارزيابي تركيب تيماري محيط كشت پايه و شرايط تلقيح 

زايي مويين در محيط  نشان داد كه بيشترين درصد ريشه
-دقيقه و هم 10تلقيح ( T2در سطح تيمار  MS2/1كشت 

با ) ساعت تحت شرايط بدون استوسرينگون 72كشتي 
در  MSو كمترين آن در محيط كشت درصد  2/50نگين ميا

 72كشتي دقيقه و هم 15تلقيح به مدت ( T4شرايط تلقيح 
 16/9با ميانگين ) ساعت تحت شرايط بدون استوسرينگون

در مورد صفت تعداد ). 10شكل(بدست آمده است درصد 
در  MS 2/1مويين در هر ريزنمونه، نيز محيط كشت  ريشه

 72كشتي دقيقه و هم 10تلقيح به مدت (  T6 شرايط تلقيح

 89/5با ميانگين ) ميكرومولار استوسرينگون 100ساعت و 
در سطح  MSمويين و محيط كشت  بيشترين تعداد ريشه

ساعت و  72كشتي دقيقه و هم 15تلقيح به مدت T4 ( تيمار
 تعداد كمترين 75/0با ميانگين  )بدون استوسرينگون

مويين در هر ريزنمونه،  اد ريشهتعد. مويين را داشت ريشه
در سطوح شرايط  MS و MS 2/1حاصل از محيط كشت

ساعت و بدون  72كشتي  دقيقه تلقيح و هم T2 )10تلقيح 
 72كشتي  دقيقه تلقيح و هم 10( T6و ) استوسرينگون

از نظر آماري ) استوسرينگونميكرومولار  100ساعت و 
دقيقه تلقيح و  10كه در شرايط  در حالي. يكسان بود كاملاً

) T5(استفاده از استوسرينگون  )T1(كشتي  ساعت هم 48
زايي  دار هر دو صفت درصد ريشه باعث افزايش معني
 MSمويين در هر دو محيط كشت  مويين و تعداد ريشه

ولي چنين ). 11و 10 هاي شكل(شده است  MS 2/1و
ساعت  72تلقيح ريزنمونه و  دقيقه 15روندي در شرايط 

  .شود مشاهده نمي  )T8در مقايسه با  T4(كشتي  هم

تايي نوع سويه اگروباكتريوم، ريزنمونه و  ارزيابي تركيب سه
داري بين  شرايط تلقيح نشان داد كه تفاوت معني

زايي مويين و تعداد  هاي تيماري از نظر درصد ريشه تركيب
  . ريشه در هر ريزنمونه وجود دارد

  

  
دهنده  ها نشان شرايط تلقيح و محيط كشت؛ حروف متفاوت بالاي ستون الطيب در تركيب تيماريهاي مويين سنبلميانگين درصد ريشه -10شكل 

  .استدرصد  5دار بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال  اختلاف معني
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دهنده اختلاف  ها نشان شرايط تلقيح و محيط كشت؛ حروف متفاوت بالاي ستون الطيب در تركيبمويين سنبلهاي ميانگين تعداد ريشه -11شكل 

  .استدرصد  5دار براساس آزمون دانكن در سطح احتمال  معني
 T6با ريزنمونه برگ و در شرايط تلقيح  A4سويه  كه بطوري

 100ساعت و  72كشتي دقيقه و هم 10به مدت (
مويين در  بيشترين تعداد ريشه) ميكرومولار استوسرينگون

با ريزنمونه دمبرگ  15834و سويه ) 58/10(هر ريزنمونه 
كمترين تعداد  T8و  T6و نيز  T4و  T3و در شرايط تلقيح 

در ريزنمونه دمبرگ  .مويين در هر ريزنمونه را داشتند ريشه
با ميانگين  A4صل از سويه مويين حا بيشترين تعداد ريشه

كشتي هم+ دقيقه  10 تلقيح( T6 در سطح تيمار تلقيح 93/8
ميكرومولار  100ساعت تحت شرايط استفاده از  72

مويين  بيشترين تعداد ريشه. مشاهده شد) استوسرينگون
در ريزنمونه  43/1با ميانگين  15834حاصل از سويه 

 48كشتي هم + دقيقه  T5 )10دمبرگ و شرايط تلقيح 
مشاهده ) ميكرومولار استوسرينگون 100 ساعت و شرايط 

  ). 12شكل (شد 
  

 
دار  دهنده اختلاف معني ها نشان مقايسه ميانگين اثر متقابل سويه، ريزنمونه و شرايط تلقيح بر تعداد ريشه مويين؛ حروف متفاوت بالاي ستون -12شكل 

  .است درصد 5دانكن در سطح احتمال براساس آزمون 
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ارزيابي تركيب سه عامل نوع سويه، محيط كشت و شرايط 
و  MS 2/1در محيط كشت A4تلقيح نشان داد كه سويه 

ساعت  72كشتي دقيقه و هم 10مدت  تلقيح به( T6تيمار 
بيشترين تعداد ) استوسرينگون µM100تحت شرايط 

و سويه  10/11مويين در هر ريزنمونه با ميانگين  ريشه
دقيقه  15تلقيح ( T4و تيمار  MSدر محيط كشت  15834
) ساعت تحت شرايط بدون استوسرينگون 72كشتي و هم

را ايجاد كرده  25/0مويين با ميانگين  كمترين تعداد ريشه
مويين حاصل از سويه  شههمچنين كمترين تعداد ري. است

A4  در محيط كشت  20/1با ميانگينMS2/1  و تيمارT4 
ساعت تحت شرايط بدون  72كشتي دقيقه و هم 15تلقيح (

با ميانگين (مويين  و نيز بيشترين تعداد ريشه) استوسرينگون
در  15834حاصل از سويه ) مويين در هر ريزنمونه ريشه 1

- دقيقه و هم 10قيح تل( T2و تيمار  MS 2/1محيط كشت 

به ) ساعت تحت شرايط بدون استوسرينگون 72كشتي 
مشاهده  13كه در شكل  همانطوري ).13شكل (دست آمد 

كارايي  A4شود استفاده از استوسرينگون در سويه  مي
مويين در هر  تراريختي اگروباكتريوم را از نظر تعداد ريشه

ه عدم داري نسبت ب بطور معني MS2/1ريزنمونه در محيط 
در حاليكه . استفاده از استوسرينگون افزايش داده است

و همچنين سويه  MSداري در محيط  چنين افزايشي معني
هاي پايه مشاهده  در هيچ كدام از محيط كشت 15834

دهد كه اثر متقابل بين عوامل  اين امر نشان مي. نشده است
الطيب و توليد  هاي سنبل فوق در تراريختي ريزنمونه

  .است A4هاي مويين بيشتر ناشي از سويه  ريشه

  
حروف متفاوت بالاي  ،هاي تيماري سويه، شرايط تلقيح و محيط كشتالطيب در تركيبمويين در هر ريزنمونه، سنبل ميانگين تعداد ريشه -13شكل 

  .است درصد 5سطح احتمال  دار براساس آزمون دانكن در دهنده اختلاف معني ها نشان ستون
  

با بقيه ) بدون تلقيح با اگروباكتريوم(مقايسه تيمار شاهد 
مويين در  زايي و تعداد ريشه تيمارها از نظر درصد ريشه

هاي تلقيح نشده با آگروباكتريوم ريزنمونه: هر ريزنمونه
راين تيمار بناب. رايزوژنز به عنوان شاهد در نظر گرفته شد

. جز تلقيح با آگروباكتريوم بود شاهد شامل همه مراحل به

مقايسه گروهي تيمار شاهد در برابر تيمارهاي تلقيح با 
اگروباكتريوم نشان داد كه بين اين دو گروه از نظر هر دو 

مويين در هر  زايي مويين و تعداد ريشه صفت درصد ريشه
داري  معنياختلاف  درصد 1ريزنمونه در سطح احتمال 

  ).2جدول (وجود دارد 
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مويين در هر ريزنمونه گياه  زايي و تعداد ريشهمقايسه گروهي تيمار شاهد در برابر تيمارهاي تلقيح با اگروباكتريوم از نظر صفات درصد ريشه -2جدول 
  الطيب سنبل

  مربعات ميانگين    

  مويين ريشه تعداد  مويين ريشه درصد  آزادي درجه  تغيير منابع

  743/45**   016/3491**  1  بقيه برابر در شاهد
  014/0  164/0  136  خطا

   درصد1در سطح احتمال  داريمعني**                                  
  

براي بررسي حضور : هاي مويين تاييد مولكولي ريشه
مويين و در نتيجه تأييد  در لاين ريشه rolCو  rolBهاي  ژن

اي پليمراز با  ماهيت تراريختي آن، از واكنش زنجيره
. استفاده شد rolCو  rolBآغازگرهاي اختصاصي ژنهاي 

و با طول  rolCجفت باز براي ژن  586حضور نوار با طول 
مويين نشانگر  هاي  در ريشه rolBجفت باز براي ژن  383

گروباكتريوم رايزوژنز ا ها توسط هتراريخت بودن اين ريش
  ).14شكل (باشد  مي

  

  

  

  

  

  

  
ريشه مويين تراريخت احتمالي با آغازگرهاي اختصاصي ژن  DNA:  2، ستون Kb 1ماركر :  1هاي مويين، ستون بررسي تراريختي ريشه -14شكل 

rolC 3، ستون :DNA مويين تراريخت احتمالي با آغازگرهاي اختصاصي ژن  ريشهrolB 5و  4، ستون  :DNA  گياه غيرتراريخت بترتيب با
   rolBو  rolC هاي آغازگرهاي اختصاصي ژن
  

به منظور  :هاي مويين والرنيك اسيد در ريشهگيري  ندازه
ارزيابي توليد و تجمع متابوليت والرنيك اسيد از تجزيه 

استفاده شد  (HPLC)كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا 
نشان داد كه والرنيك  HPLCنتايج حاصل از ). 15شكل(

هاي  گرم برليتر در كشت ميلي 77/3اسيد با مقدار 
اين نتايج . يابد طيب توليد و تجمع ميال مويين سنبل ريشه

هاي مويين  توان از كشت ريشه دهد كه مي نشان مي
  الطيب به عنوان يك رهيافت جايگزين براي توليد سنبل

  . هاي ثانويه با ارزش اين گياه دارويي استفاده كرد متابوليت

  بحث و نتيجه گيري
 هاي مختلف اگروباكتريوم در تحقيق حاضر بين سويه

ها، شرايط تلقيح و محيط كشت از  وژنز، نوع ريزنمونهرايز
مويين در  مويين و تعداد ريشه زايي  نظر صفات درصد ريشه

 داري وجود داشت الطيب اختلاف معني هر ريزنمونه سنبل
هاي گياه  كه پاسخ تراريختي ريزنمونه بطوري. )4شكل(

و  15834هاي  در مقايسه با سويه  A4الطيب به سويه  سنبل
  .بهتر بود 2656

600 bp 
400 bp 

١ ٢ ٣ ۴ ۵
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  الطيب  مويين سنبل عصاره ريشه (B)و ) استاندارد(والرنيك اسيد : HPLC (A)كروماتوگرام  -15شكل 

  

 87/4مويين و  زايي ريشه درصد 8/41با ميانگين A4 سويه 
مويين   مويين در هر ريزنمونه از پتانسيل القاي ريشه  ريشه

درصد  15/5با ميانگين  15834بيشتري نسبت به سويه 
مويين در هر ريزنمونه  ريشه 7/0زايي مويين و  ريشه

توان  اين تفاوت در قابليت تراريختي را مي. برخوردار بود
دليل  ها به ي سويهزاي به تفاوت در قدرت بيماري

 هاي باكتري و پلاسميدهاي متفاوت قرارگرفته در سويه
درج شده در ژنوم  T-DNDهاي  همچنين بيان متفاوت ژن

در ژنوم گياه نسبت  T-DNDگياه بواسطه اثرات محل درج 
هاي  چنين تفاوتي در گياهان و ريزنمونه). 31و 5(داد 

و   Baskaranبراي مثال  .مختلف گزارش شده است
Jayabalan )9 (هاي كارگيري سويهبا بهA4 و  15834 و
 72و  48، 36، 24، 0(كشتي مختلف هم هايمدت زمان

 Psoraleaهاي مويين دربراي القاي ريشه) ساعت

coryfolia دريافتند كه بين دو سويه در توانايي تراريختي ،
اختلاف وجود داشته و گزارش كردند كه  هاي گياهي سلول

مويين در سويه  مويين و تعداد ريشه رصد ريشهبيشترين د
A4  در مطالعه . باشدكشتي ميساعت هم 48وOoi  و

هاي  بالاترين درصد القاي ريشه A4  سويه) 31(همكاران 
نشان  )Solanum mammosum(مويين را در گياه تاجريزي 

هاي باكتري از نظر القاي چنين تفاوتي بين سويه. داده است
و همكاران  Lee Young هايمويين با يافته ريشهتوليد 

هاي مختلف اگروباكتريوم رايزوژنز كه اثر سويه) 27(
)13333 ،15834  ،1000 R،1200 R  1601و R ( بر القاي

را مورد بررسي  Rubia akane Nakaiمويين در گياه  ريشه
 1601گزارش كردند كه سويه  آنها. قرار دادند مطابقت دارد

R و بيشترين تعداد ) درصد 6/85(ن درصد آلودگي بالاتري
 15834كه سويه را داشته، در حالي) 3/5(مويين  ريشه

و كمترين تعداد ) درصد 56 /4(كمترين درصد آلودگي 
در ) 24(و همكاران   Khelifi.را دارا بود) 7/2(مويين  ريشه

هاي  هاي خود گزارش كردند كه در بين سويه بررسي
بيشترين درصد  A4م، سويه مختلف اگروباكتريو
 .را نشان داده است Datura innoxiaتراريختگي در گياه 

نيز بر ) 23(و همكاران  Khatodiaهمچنين نتايج تحقيقات 
روي چند گياه از خانواده سولاناسه كه به بررسي تركيبات 

هاي مويين تراريخته با استفاه از  ثانويه مهم آنها در ريشه
اگروباكتريوم رايزوژنز پرداخته  15834و  A4هاي  سويه

هاي  دار اين تركيبات در ريشه بودند حاكي از افزايش معني
 15834نسبت به سويه   A4شده توسط سويه  ءمويين القا

هاي  در پژوهش) 3(نژاد و همكاران  همچنين سهرابي. است
 A4و  15834هاي  خود گزارش كردند كه سويه

درصد  4/26و  4/39 ترتيب با اگروباكتريوم رايزوژنز به
درصد كمترين ميزان  69/13با  2656بالاترين و سويه 

 .Calendula officinalis Lمويين را در گياه  توليد ريشه
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نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه نوع ريزنمونه   .نشان دادند
الطيب حائز  هاي مويين تراريخته سنبل نيز در توليد ريشه

مويين و تعداد  درصد ريشهكه  بطوري. اهميت است
 82/25مويين در هر ريزنمونه برگي به ترتيب با  ريشه
مويين با ميانگين  عدد، بيشتر از درصد ريشه 98/2و  درصد

در هر ريزنمونه ) 45/2(مويين  و تعداد ريشه درصد 14/21
درصد تراريختي بالاي ريزنمونه ). 9شكل (دمبرگ بود 

- دمبرگ مي اگروباكتريوم نسبت به ريزنمونه توسط برگ

هاي برگ اين گياه تواند مرتبط با حساسيت بالاي ريزنمونه
باشد كه اين حساسيت بستگي به وضعيت  به اگروباكتريوم

و همكاران  Mehrota). 34(ها نيز دارد فيزيولوژيكي بافت
زايي و تعداد  نيز گزارش كردند كه ميزان ريشه) 28(

. گيرد ار ميهاي مويين تحت تأثير نوع ريزنمونه قر ريشه
هاي برگي  كه، براساس مطالعه مذكور ريزنمونه بطوري

و  Jeniferنتايج پژوهش . زايي را نشان داد بيشترين ريشه
هاي مويين در گياه  كه به بررسي القاي ريشه) 21(همكاران 

هاي موييني كه  تاجريزي پرداخته بودند نشان داد، ريشه
ه توليد حاصل از قطعات جداكشت برگ بودند، قادر ب

- در بررسي تأثير سويه .هاي تراريخته پر رشد بودند لاين

 LBA ، 193 9402(هاي مختلف اگروباكتريوم رايزوژنز 

NRRLB وA4  (هاي مويين در بر القاي ريشهArtemisia 

annua L.  9402گزارش شده كه سويه LBA  100با 
درصد تراريختي در ريزنمونه برگ بيشترين درصد 

همچنين گزارش شده كه . باشدين را دارا ميموي ريشه
ها براي سويه  ريزنمونه برگ در مقايسه با ساقه

193NRRLB در تحقيق . )4(شود  تر تراريخت مي راحت
حاضر شرايط تلقيح و محيط كشت نيز از فاكتورهايي 

هاي مويين داشتند،  بودند كه تأثير زيادي بر توليد ريشه
مويين متعلق به سطح  زايي  كه بيشترين درصد ريشه بطوري

ساعت  72كشتي  دقيقه، هم 10مدت  تلقيح به( T2تيماري 
 52/40با ميانگين ) و تحت شرايط بدون استوسرينگون

مويين در هر ريزنمونه نيز  و بيشترين تعداد ريشه درصد 
 72كشتي  دقيقه، هم 10تلقيح ( T6متعلق به سطوح تيماري 

و ) ر استوسرينگونميكرومولا 100ساعت و تحت شرايط 
T2 ) ساعت و تحت شرايط  72كشتي  دقيقه، هم 10تلقيح

. بود 3/4و  13/5ترتيب با ميانگين  به) بدون استوسرينگون
در  Virكننده ژن  ءعنوان القا تركيب فنولي استوسرينگون به

هاي گياهي  در سلول T-DNDاگروباكتريوم در جايگزيني 
ه اين تركيب نيز و انتخاب مقدار بهين) 14(نقش دارد 

زيرا  ،تواند در افزايش موفقيت تراريختي مؤثر باشد مي
زايي اگروباكتريوم را تشديد  غلظت پايين آن بيماري

و غلظت بالاي آن نيز براي اگروباكتريوم و  ،كند نمي
ثير أتبراين،  علاوه). 37(هاي گياهي اثر سميت دارد  سلول

امل ديگري از تواند تحت تأثير ساير عو استوسرينگون مي
كشتي و  جمله گونه گياهي، نوع ريزنمونه، مدت زمان هم

 Stewartو   Cardoza). 25(مدت زمان تلقيح قرار گيرد 
 غلظت و كشتيهم زمان كشت، زمان پيش )12(

 به ژن انتقال در استوسرينگون را از عوامل مهم تأثيرگذار

و  Karmarkar. اند واسطه اگروباكتريوم گزارش كرده
Keshavachandran )22 ( نيز گزارش كردند كه درصد

تحت تأثير هم سويه ) مويين القاي ريشه(تراريختي 
  .گيرد كشتي قرار ميباكتريايي و هم مدت زمان هم

درصد  MS2/1همچنين در تحقيق حاضر در محيط 
مويين در  و تعداد ريشه) درصد 21/29(مويين  زايي  ريشه

 MSداري بيشتر از محيط عنيطور مبه) 11/3(هر ريزنمونه 
مشابه با . بوددرصد  32/2و  74/17ترتيب با ميانگين  به

هاي مويين  نتايج پژوهش حاضر، در تحقيقي رشد ريشه
 ، MSهاي  الطيب در محيط كشت حاصل از گياه سنيل

MS2/1  وN6  ،مورد مطالعه قرار گرفت كه بعد از سه هفته
مويين كشت شده  هاي توده در ريشه بيشترين تجمع زيست

و كمترين در  MSو بعد از آن در محيط  MS2/1در محيط 
همچنين در آزمايشي طي ). 32(مشاهده شد  N6محيط 

بر رشد  B5و  MS ، MS2/1مقايسه اثر نوع محيط كشت 
هاي مويين در گياه علف خنازير آبي، محيط كشت  ريشه
MS2/1ها  ترين محيط كشت براي رشد ريشه ، مناسب

هاي  اي از محيط همچنين در مطالعه). 33( معرفي شد
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MS،MS 2/1،MS 4/1  وB5 سازي محيط  منظور بهينه به
 Hypericumمويين در گياه  كشت تحريك ريشه

perforatum زايي   استفاده شده كه درصد تحريك ريشه
گزارش شده است  MSبيشتر از  MS 2/1مويين در محيط

نيز  Artemisia vulgarisطي تحقيقي بر روي گياه ). 10(
بهترين محيط  MS2/1همانند پژوهش حاضر، محيط كشت 

هاي مويين گزارش شده است  زايي و رشد ريشه براي ريشه
)38 .(  

نتايج حاصل از ارزيابي توليد متابوليت ثانويه والرنيك اسيد 
نشان  HPLCلطيب با استفاده از  ا هاي مويين سنبل در ريشه

هاي  اي در ريشه قابل ملاحظه داد كه اين متابوليت در مقدار
مطالعات متعدد ). 15شكل (يابد  مويين توليد و تجمع مي

هاي ثانويه در  نشان داده كه ميزان توليد و تجمع متابوليت
توان با استفاده از  اي را مي شيشه هاي درون كشت

ها،  هاي متعددي مانند استفاده از محرك رهيافت
ماده  ها با پيش لولهاي پرمحصول و تغذيه س لاين گزينش

تأثير  در پژوهشي). 44و  41(بطور مؤثري افزايش داد 
 ،Fusarium graminearumهاي عصاره قارچي محرك

اسيد اسيد در توليد والرنيك متيل جاسمونات و سالسيليك 
 7و  3در مدت زمان  V. officinalisهاي مويين در ريشه

ي عصارهروز مورد بررسي قرارگرفته و گزارش شده كه 
اسيد را قارچي و متيل جاسمونات بيشترين مقدار والرنيك 

كنند، در حالي روز بعد از اعمال تيمار توليد مي 7در زمان 
اسيد داري توليد والرنيك اسيد به طور معنيكه سالسيليك 

تأثير ) 2(سلطاني ). 15(دهد را تحت تأثير قرار نمي
ليك، امواج جاسمونات، اسيد ساليسيهاي متيلمحرك

ها را روي لوسين و تركيب آن-Lساز فراصوت، و پيش
 نتايج افزايش. الطيب بررسي كردندي مويين سنبلهاريشه

تيمار تركيبي متيل جاسمونات با در  توليد والرنيك اسيد
L- همچنين در پژوهش پارسا و زينالي . را نشان دادلوسين
كشت  بيشترين مقدار آتروپين و اسكوپولامين در) 1(

در تيمار با  .Hyoscyamus niger Lهاي مويين گياه  ريشه
ساعت  96مولار متيل جاسمونات در زمان  غلظت يك ميلي

  .پس از اعمال تيمار مشاهده شد

   گيرينتيجه

گيري  مي توان نتيجهنتايج تحقيق حاضر بنابرابن، براساس 
، نوع  گروباكتريومسويه ا عوامل مختلفي از قبيلكه  كرد

كشتي و غلظت محيط  ريزنمونه، مدت زمان تلقيح و هم
در   زايي مويين و تعداد ريشه بر درصد ريشه MSكشت 

در مجموع نتايج نشان داد كه . الطيب مؤثر بود گياه سنبل
زايي در اين  هاي تيماري از نظر درصد ريشه بهترين تركيب

در ريزنمونه برگ و  A4پژوهش، تركيب تيماري سويه 
 10 تلقيح(  T6و تحت شرايط تلقيح MS2/1يط كشت مح

 نگونياستوسر طيشراساعت تحت  72كشتي دقيقه و هم
 72كشتي دقيقه و هم 10تلقيح ( T2و  )ميكرومولار 100(

علاوه . مي باشند) نگونياستوسر بدون طيشرا تحتساعت 
هاي مويين تكثير شده  اين، والرنيك اسيد در ريشه بر

ايي توليد و تجمع  شيشه يط دروندر شرا الطيب سنبل
هاي ثانويه با  توانند در توليد متابوليت اين نتايج مي. يابد مي

الطيب از طريق  ارزش مانند والرنيك اسيد در گياه سنبل
  .ي مويين مورد استفاده قرار گيرند كشت ريشه

  نابعم
تأثير اليسيتورهاي جاسمونيك اسيد و . 1396، .زينالي، ا و ،.م پارسا، -1

متيل جاسمونات بر ميزان تروپان آلكالوئيدهاي آتروپين و 
هاي حاصل از كشت  هاي مويين و ريشه اسكوپولامين در ريشه

گياهي هاي  مجله پژوهش ،.Hyoscyamus niger Lبافت گياه 
  . 778-791 ، صفحات)4( 30، )زيست شناسي ايران(

ها بر توليد متابوليت ثانويه و تأثير محرك. 1393، .ن ،سلطاني -2 
نامه  پايان ،الطيبهاي مويين سنبلفعاليت آنزيمي در ريشه

بيوتكنولوژي، دانشكده  -مهندسي كشاورزي ،كارشناسي ارشد
  .72-76، صفحات كشاورزي، دانشگاه محقق اردبيلي

سازي  بهينه. 1397، .و مشتاقي، ن ،.مرعشي، ح ،.ز نژاد، سهرابي -3
 Calendula(هاي مويين گياه دارويي هميشه بهار  كشت ريشه
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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. 


