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 خانواده از (.Valeriana officinalis L) الطیبسنبل گیاه

Valerianaceae است دهبو توجه مورد همواره ارزشمند دارویی گیاه عنوانبه 

صورت به پژوهش شود.می استفاده عصبی یهابیماری درمان برای آن از که

 باکتری هایسویه شامل تصادفی کاملاً طرح قالب در فاکتوریل آزمایش

(R1000, LBA9402, C58, A4, GM, ATTCC15834)، سن 

 هگیا مختلف هایریزنمونه و روز( 30 و 20، 10) تلقیح جهت ریزنمونه

 از هااکتریب کشت جهت گرفت. انجام تکرار سه در ریشه( و )برگ الطیبسنبل

 تلقیح منظوربه باکتری سوسپانسیون تهیه جهت و جامد  MYA کشت محیط

 در گرممیلی 50 غلظت با ریفامپسین کیوتیبیآنت حاوی مایع MYA محیط از

 ددرص بر تزریق( و وریغوطه )روش تلقیح روش دو گردید. استفاده لیتر

 ریشه القای در زریقت روش و گرفت قرار ارزیابی مورد هانمونهریز زاییریشه

 و یهسو بهترین شدن مشخص از پس نشد. واقع مؤثر هاریزنمونه بر مویین

 جامد کشت محیط در هاکلون مویین هایریشه پرآوری جهت ریزنمونه، بهترین

MS ،1/2 MS  و MS + 0.2 mg/L NAA  مشاهده گردیدند، کشت 

 را تودهستیز بیشترین MS کشت محیط در شده داده قرار هایریشه که شد

 ریز روی MYA محیط در یافته رشد A4 وATCC15834  سویه داشتند.

 تعداد و ریشه طول بیشترین .ندبود هاسویه ترینمناسب روزه 30 برگی نمونه

 در شده ءالقا مویین هایریشه شد. دیده A4 سویه با القای در مویین ریشه

 گرادسانتی درجه 25 دمای در ساکارز درصد 3 حاوی MS کشت محیط

 کاربرد که ددا نشان نتایج .داد نشان را مویین هایریشه رشد میزان بیشترین

 القای باعث A4 و ATTCC15834, R1000, LBA9402 هایسویه

 هایریشه القای در دیگر سویه دو و شد الطیبسنبل گیاه در مویین هایریشه

 بودند. ناکارآمد مویین

 

 محیط ن،مویی هریش سویه، الطیب،سنبل ،آگروباکتریوم کلیدی: هایواژه

 .MS کشت

 

Valeriana officinalis from the valerianaceae is a 

precious medicinal plant has been employed for the 

treatment of mental ailments. The study was a factorial 

experiment in a CRD including bacterial strains 

(R1000, LBA9402, C58, A4, GM, and ATTCC15834), 

age of explants for inoculation (10, 20 and 30 days) and 

different explants of valerian (leaves and roots) in three 

replications. Solid Manitol Yest exteract Agar (MYA) 

medium was used for bacterial culture and MYA 

medium containing rifampicin antibiotic (50 mg/l) was 

used to prepare the bacterial suspension for inoculation. 

Two inoculation methods (floating and injection 

method) were evaluated on the percentage of rooting 

and the injection method was not effective in hairy root 

induction on explants. After determining the best strain 

and the best explants of the clones were cultured in MS, 

1/2 MS and MS+0.2 mg/L NAA solid culture medium 

it was observed that the roots placed in MD medium 

were the most they had biomass. Strains of 

ATCC15834 and A4 on the MYA medium on 30 days 

old leaf explants was the best strain than others. The 

optimized root length and the top hairy root number 

were induced by A4 strain. The newly produced hairy 

root showed the highest growth on MS medium 

enriched with 3% sucrose at 25°C. Our results showed 

that the application of ATTCC15834, R1000, 

LBA9402 and A4 strains induced hairy roots in 

valerian and the other two strains were ineffective. 

 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Culture 

medium MS, Hairy root, Strain, Valeriana officinalis L.   

 

 هایریشه تولید بر ریزنمونه سن و نوع ،Agrobacterium rhizogenes مختلف هایسویه تأثیر

 (.Valeriana officinalis L) الطیبسنبل گیاه در مویین
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 مقدمه
 از (.Valeriana officinalis L) بیالطسنبل گیاه

 گذشته هایزمان از Valerianaceae خانواده
 و توجه مورد همواره ارزشمند دارويی گیاه عنوانبه

 را گیاه اين دارويی خواص و است بوده انسان استفاده
 عصبی یهابیماری برخی معالجه برای و شناختندمی
 ,Shahzad and Saeed) کردندمی استفاده آن از

2015.) 
 کشت ،گیاهی بیوتكنولوژی هایکاربرد از يكی

در  هااندام و هابافت ها،سلول با هامیكروارگانیسم
 تراريخت شامل که است یاشهیدرون ش طیمح

 بیشتر، تولید نظیر خاص اهداف برای گیاهان نمودن
 مواردی در .است غیره و خاص صفتی القای مقاومت،

 یدهيرو گیاه از استفاده با دارويی هایمتابولیت تولید
 که رسدمی نظر به و نبوده اقتصادی طبیعی شرايط در

 سلول کشت فنون از توانیم انبوه و سريع تولید برای
 نمود استفاده بهینه طوربه گیاهی بافت کشت و
(Ionkova, 2007.) 

 منفی گرم باکتری يک توسط مويین ريشه
 شود.می ايجاد رايزوزنز آگروباکتريوم نام به خاکزی
 هاژن از تعدادی شود،می گیاه وارد باکتری که زمانی

 ژنوم وارد و شدهمنتقل گیاه به باکتری، پلاسمید از
 تولید انتقال اين حاصل شودمی میزبان گیاه ایهسته
 است باکتری ورود جايگاه نزديكی در مويین ريشه

(Chabaud et al., 2006.) مويین هایريشه 
 بدون محیط در و کنندمی رشد سرعتبه

 تولید و شده تكثیر یخوببه گیاهی یهاهورمون
 تولید در بالا ثبات نمايند.می فرعی انشعابات
 کشت مهم ويژگی يک ثانويه هایمتابولیت

 عنوانبه مويین هایريشه .است مويین هایريشه
 ارزش با ترکیبات تولید برای بیولوژيكی سیستم يک

. است بوده توجه مورد همواره دارويی گیاهان از
 افزايش دلیل به مويین هایريشه اين، بر علاوه
 مستقل واحد يک عنوانبه نئوپلاستی، هایريشه

 افزايش در اخیر هایپیشرفت  کند.می عمل گیاهی

 روش يک به را سیستم اين مويین هایريشه تولید
 هایمتابولیت تولید صنعتی فرآيندهای برای کاربردی

 (.Guillon et al., 2006) است کرده تبديل ثانويه
 تولید و رشد بر شیمیايی و فیزيكی فاکتورهای

 ترکیبات سازیبهینه گذارند.تأثیر  مويین هایريشه
 رشد میزان بالاترين به يابیدست جهت کشت محیط

 مويین هایريشه در ثانويه هایمتابولیت تولید و
 باکتری، سويه نوع(. Nartop, 2018) است ضروری

 آن، غلظت و کربن منبع ريزنمونه، سن ريزنمونه، نوع
 محیط pH کشت، محیط در موجود هایيون غلظت
 و رشد بر همگی دما و هاهورمونفیتو نور، کشت،

 هستند مؤثر مويین هایريشه ثانويه متابولیسم
(Morgan et al., 2000; Roychowdhary et 

al., 2017.) هامحرک نظیر هايیروش از استفاده، 
 دام به ،غشا پذيرسازینفوذ ،ماده شیپ با تغذيه

 و مايع محیط در شده آزاد هایمولكول انداختن
 که هستند هايیروش جمله از توأم کشت سیستم

 بكار مويین هایريشه کشت در تولید بهبود منظوربه
 (.Wu, 2007) اندشده گرفته

Granicher بار اولین برای (1995) همكاران و 
 Valerianaدر مويین هایريشه تولید به موفق

sumbucifolia .در را اسانس از مشتقاتی هاآن شدند 
 وجود طبیعی ريشه در که کردند مشاهده مويین ريشه

 هندی جینسنگ مختلف هایريزنمونه محققین نداشت.
(Withania somnifera) سويه با R1601  

 ظهور موجب که کردند تلقیح رايزوژنز آگروباکتريوم
 Murty et) شد برگ و کوتیلدون در مويین هایريشه

al., 2008). زکیبشاه گیاه در (Atropa komarovii) 
 سويه آگروباکتريوم از استفاده با زايیريشه القای

ATCC15834 روش به برگی ديسک نمونهريز در 
 نتیجه بهترين دقیقه 15-20 زمان مدت در وریغوطه

   (.Banihashemi et al., 2015) داد نشان را
 انتقال مويین یهاريشه رشد بالای سرعت

  قطعه به موسوم باکتری ناقل ژنوم از ایقطعه
T-DNA بودن دارا با که است گیاه ژنوم درون به 



 33 ...( Agrobacterium rhizogenes) زوژنزيرا وميمختلف آگروباکتر یهاهيسو تأثیراعظمی و همكاران:  

 

 هایژن و rolA، rolB ،rolC ژنی هایهجايگا
 باعث اکسین همچون يیهاهورمون سنتز به مربوط

 در مويین هایريشه علائم ايجاد و هاريشه تراريزش
 گردندمی آگروباکتريوم با گیاه آلودگی محل

.(Chabaud et al., 2006) هایژن rol  طريق زا 
 به میزبان گیاه هایسلول حساسیت میزان افزايش

 عملكرد اکسین هورمون ازجمله هاهورمونفیتو
 بسیار مقادير حضور در و بخشید بهبود را زايیريشه
 چه و ريشه هایسلول درون در )چه هورمون اين ناچیز

 زايیريشه القای در تأثیر بیشترين کشت( محیط در
 ,.Cardarelli et al., 1987, Mi et al) افتاد اتفاق

2020, Gutierrez- valdes et al., 2020.) میان از 
 و نيترمهم عنوانبه rolB ژن ،rol هایژن
 اين که چرا ،است شده شناخته زاريشه ژن نيتریقو

 برگ روی بر زايیريشه یالقا به قادر يیتنهابه هاژن
 ;Ho and Du, 2006) بود  توتون گیاهان ساقه و

Cardelli et al., 1987).  
 توسط الطیبسنبل گیاه در مويین ريشه القای

 AR15834  و LBA9402 هایسويه آگروباکتريوم

 ريشه و برگ هایريزنمونه از حاصل هایکالوس در
 باکتری سويه که کردند مطرح محققین بود. 25/81%
 نوع بلكه نبوده زايیريشه ظهور بر مؤثر عامل تنها

 مويین ريشه القای در ريزنمونه نوع و کشت محیط
 القای .(Zebarjadi et al., 2011) است گذارتأثیر
 آگروباکتريوم با الطیبسنبل گیاه در مويین ريشه

 اسانس محتوی افزايش باعث R1601 سويه رايزوژنز
 ,Filizadeh and Goodarzi) گرديد گیاه اين در

 افزايش در الیسیتورها از استفاده تحقیقی در .(2010
 آگروباکتريوم با الطیبسنبل گیاه مويین ريشه القای

 ماده راندمان افزايش باعث A13 سويه رايزوژنز
 Dini Torkamani) گرديد برابر شش تا آن همؤثر

et al., 2014). 
 بهترين انتخاب و بررسی اهداف با مطالعه اين

 اين در که هايیسويه از )بعضی آگروباکتريوم سويه
 کردن تراريخت جهت  بود( نشده مطالعه هنوز گیاه

 الطیب،سنبل گیاه برگ و ريشه هایريزنمونه
 نقش و آگروباکتريوم تلقیح هایروش سازیبهینه

 ريشه القای و تلقیح راندمان افزايش در الیسیتورها
 مختلف هایمحیط بررسی و گرفت صورت مويین
 مويین هایريشه تولید راندمان افزايش جهت کشت
 گرفت. انجام
 

 هاروش و مواد
  گیاهی ریزنمونه تهیه

 5 مدت به بذرها فیزيولوژيكی، خواب شكستن برای
 لیتر( در گرممیلی 500) جیبرلین محلول در ساعت

 اتانول در بذور ضدعفونی، منظوربه و شدند خیسانده
 هیپوکلريدسديم محلول و دقیقه 1 مدت به درصد 70
 سپس و شدند ورغوطه دقیقه 20 مدت به درصد 20
 با دقیقه 15 و 7 ،5 هایزمان مدت به مرحله سه در

 شده استريل بذور  .شدند آبكشی استريل مقطر آب
 ,MS (Murashige and Skoog تکش محیط در

 )بدون آگار لیتر در گرم 8 شامل جامد (1968
 سپس گرديدند کشت گیاهی( رشد هایکنندهتنظیم

 دوره و گرادسانتی درجه 25 دمای با رشد اتاق در
 تاريكی ساعت 8 و روشنايی ساعت 16 نوری

 هایريشه القای شدند. نگهداری زنیجوانه منظوربه
 20 ،10 سنین با برگ و ريشه ريزنمونه دو در مويین

  گرفت. قرار بررسی مورد الطیبسنبل گیاه روزه 30 و
 
 ریزنمونه کشتی هم و تلقیح باکتری، کشت

 رايزوژنز آگروباکتريوم باکتری از مختلف سويه شش
(R1000, LBA9402, C58, A4, GM, 

ATTCC15834) مويین هایريشه القای جهت 
 از هاباکتری کشت جهت گرفت. قرار استفاده مورد

 MYA (Manitol Yest exteract کشت محیط

Agar) جامد (Morton and Fuqua, 2012) و 
 از تلقیح منظوربه باکتری سوسپانسیون تهیه جهت
 با ريفامپسین کیوتیبیآنت حاوی مايع MYA محیط
 کلون تک گرديد. استفاده لیتر در گرممیلی 50 غلظت
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 250 هایارلن داخل در باکتری هایسويه از يک هر
 محیط از لیترمیلی 150 حاوی يک هر که لیتریمیلی

 تریل كرویم 150 حاوی و مايع MYA کشت
 در گرممیلی 500 غلظت با ريفامپسین بیوتیکآنتی
 شیكر داخل در باکتری رشد گرديد. کشت بودند، لیتر
 دور 180 و گرادسانتی درجه 28 دمای با باتوروانك

 انجام ساعت 48 مدت به تاريكی، شرايط در دقیقه
 600 موج طول در هاباکتری بهینه غلظت گرديد.
 بین اسپكتوفتومتر دستگاه توسط (600OD) نانومتر

 ريشه و برگ هایريزنمونه گرديد. قرائت 6/0- 7/0
 محیط در باکتری با تلقیح جهت روزه 30 و 20 ،10

1/2MS و میكرومولار 100 استوسرينگون حاوی 
 منظور بدين شدند. آماده استوسرينگون بدون

 در و شده جدا مادری هایگیاهچه از هاريزنمونه
 قرار جداگانهصورت به استريل ديشپتری داخل

 به باکتری بهتر نفوذ جهت بعد مرحله در گرفتند.
 لهیوسبه هاريزنمونه سطح در ها،ريزنمونه درون

 گرديد. ايجاد هايیزخم تصادفی،صورت به و اسكالپل
 به نیز سويه هر برای شده آماده باکتری سوسپانسیون

 و شده ريخته جداگانه هایديشپتری درون
 هایسويه از يک هر سوسپانسیون درون هاريزنمونه
 دقیقه 15 و 2 مدت به و جداگانه طوربه باکتری
 محیط به شده تلقیح هایريزنمونه شدند. ورغوطه
 با ريزنمونه کشتیهم )محیط جامد MS کشت

 انكوباتور به کشت هایمحیط شدند. منتقل باکتری(
 و تاريكی شرايط تحت گراد،سانتی درجه 25 دمای با
 هاینمونه عنوانبه شدند. منتقل ساعت 48 مدت به

 با تلقیح بدون شده، آماده ريزنمونه تعدادی نیز، شاهد
  شدند. کشت مشابه روش به باکتری
 

 مویین هایریشه ظهور سازی بهینه و زداییباکتری

 باکتری، حذف جهت ساعت 48 گذشت از بعد
 هاآن اضافی رطوبت حذف از پس هاريزنمونه

 کشت محیط به استريل، صافی کاغذ لهیوسبه
1/2MS لیتر در گرممیلی 500 حاوی جامد 

 شدند. منتقل گیاهی یهاهورمون فاقد سفوتاکسیم
 MS محیط به انتقال و هاريزنمونه واکشت عمل
 و نوبت چهار تا سفوتاکسیم بیوتیکآنتی حاوی جديد

 ظهور از پس يافت. ادامه باکتری کامل حذف تا
 رشد افزايش جهت ها،ريزنمونه در مويین هایريشه
 هایريزنمونه از يک هر جامد، محیط در هاريشه
 جامد MS کشت محیط به تكیصورت به دار،ريشه
 گرممیلی 500 حاوی و گیاهی یهاهورمون از عاری

 واکشت عمل شدند. منتقل سفوتاکسیم لیتر در
 باريک هفته دو هر جديد محیط در هاريزنمونه
 بافت از اندکی واکشت، بار هر در و گرفت صورت

 کامل حذف با نهايت در و گرديد حذف ريزنمونه
 بافت به نیاز بدون مويین هایريشه ريزنمونه،
 کشت محیط در زياد سرعت با و یراحتبه ريزنمونه،

 هایريشه واکشت عمل بار 4 حداقل يافتند. تكثیر
 و گرديد انجام جامد 1/2MS کشت محیط در مويین

  ت.ياف کاهش سفوتاکسیم کیوتیبیآنت غلظت بار هر
 
 آزمایش روش

 در رايزوژنز آگروباکتريوم مختلف هایسويهتأثیر  ابتدا
 گیاه مختلف هایريزنمونه در مويین هایريشه القای
 صفات و گرفت قرار بررسی مورد الطیبسنبل

 داده ريشه هایريزنمونه تعداد ريشه، طول میانگین
 درصد تلقیح، از بعد ريشه القای زمان پتری، هر در

 ريشه القای ريزنمونه، هر در ريشه تراکم ريشه، القای
 از استفاده بدون و استوسیرينگون از استفاده با

صورت به پژوهش  .شد بررسی استوسیرينگون
 شامل تصادفی کاملاا  طرح قالب در فاکتوريل آزمايش

 ,R1000, LBA9402, C58) باکتری هایسويه

A4, GM  ATTCC15834)، جهت ريزنمونه سن 
 گیاه مختلف هایريزنمونه و روز(30 و 20،10) تلقیح
 هر بود. تكرار سه در ريشه( و )برگ الطیبسنبل
 گرفته نظر در آزمايشی واحد يک عنوانبه ديشپتری

 تلقیح ريزنمونه عدد پانزده ديشپتری هر داخل و شد
 هاريزنمونه کشت مدت طول در گرديد. کشت شده
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 روش دو گرديد. ثبت هاريزنمونه در زايیريشه درصد
 زايیريشه درصد بر تزريق( و وریغوطه )روش تلقیح

 شدن مشخص از پس بعدی یمرحله در شد. بررسی
 جهت ،)برگ( ريزنمونه بهترين و(A4)  سويه بهترين

 کشت محیط در هانمونهريز مويین هایريشه القای
MS مويین هایريشه سپس .دنديکشت گرد جامد 

 کشت محیطتأثیر  جهت قبلی، مرحله  از حاصل
 در گرم 2/0 با همراهMS  و MS)، 1/2MS جامد
 میزان بر گرادسانتی درجه 25 دمای در (NAA لیتر

 نمونه ريز )هر کلون چهار با مويین هایريشه تولید
 نظر در کلون يک عنوانبه مويین ريشه حاوی برگی
 گرفت. قرار بررسی مورد شد( گرفته
 

 مویین هایریشه تراریختی ماهیت مولکولی اثبات

 مويین هایريشه بودن تراريخت اثبات جهت
 (PCR) مرازپلی ایزنجیره واکنش از دشدهیتول

 هر ژنومی DNA ابتدا منظور بدين گرديد. استفاده
 CTAB روش از استفاده با مويین هایريشه از يک

(Khan et al., 2007) گرديدند. استخراج 
 حضور تأيید منظوربه مرازپلی ایزنجیره واکنش

 مويین هایريشه در رايزوژنز آگروباکتريوم rolB ژن

 – '5 .بود زيرصورت به آغازگرها توالی گرديد. انجام

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCTTC.

CACGA-3' 5 و - (مستقیم )آغازگر'-

TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACT. 
GCAGC-3' معكوس( )آغازگر 

(www.ncbinlm.nih.gov). 780 قطعات تكثیرbp 
 اشاره مورد آغازگرهای توالی از استفاده با rolB ژن

 PCR mix ترکیب سازیآماده جهت گرفت. انجام
 1 از واکنش، هر برای میكرولیتر 25 حجم به

 و مستقیم )آغازگرهای آغازگر هر از میكرولیتر
 5/12 لیتر، در میكرومول 10 غلظت با معكوس(
 شرکت PCR master mix آماده کیت از میكرولیتر

Cinna Gen (10 بافر حاویxPCR، آنزيم Taq 

Polymerase DNA، 2MgCl (4 بر مولمیلی 

 1 ، لیتر( بر میكرومول 10) dNTPs و لیتر(
 5/9 و ژنومی DNA نانوگرم( 25) میكرولیتر
 گرديد. استفاده ديونیزه استريل مقطر آب میكرولیتر

 PCR mix تهیه مراحل تمامی که است ذکر به لازم
 يخ روی بر و لامینار هود زير استريل شرايط تحت
  گرديد. انجام

 مدت به اولیه سازیواسرشت شامل PCR برنامه
 35 سپس گراد،سانتی درجه 94 حرارت در دقیقه 5

 دمای در سازیواسرشت مرحله شامل حرارتی سیكل
 در اتصال دقیقه، 1 مدت به گرادسانتی درجه 94

 20 و دقیقه 1 مدت به گرادسانتی درجه 60 دمای
 1 مدت به گرادسانتی درجه 72 دمای در بسط ثانیه،
 72 حرارتی سیكل يک نهايت در و ثانیه 30 و دقیقه
 دستگاه با که بود دقیقه 10 مدت به گرادسانتی درجه

Bio-RAD Mj-mini مشخص منظوربه شد. انجام 
 1kb مارکر DNA از حاصل، قطعات اندازه شدن

 گرديد. استفاده Cinna Gen شرکت
 DNA از میكرولیتر 6 کیفیت، تعیین جهت
 ديونیزه آب میكرولیتر 3 داخل در شده استخراج

-متیلن آمیزیرنگ بافر میكرولیتر 3 حدود و شدهحل

 درون حاصل، مخلوط سپس گرديد. اضافه آن به بلو
 درصد 1 آگارز ژل روی بر ايجادشده هایچاهک
 با دقیقه 45 مدت به و اضافه برومايد اتیديوم حاوی
 قرار افقی الكتروفورز دستگاه در ولت 80 ثابت ولتاژ

 دستگاه از استفاده با UV نور توسط آگارز ژل گرفت.
 (KiAGEN, Model: CCD-5) داکژل

 گرديد. آشكارسازی
 
 آماری آنالیز

 تصادفی کاملاا  پايه بر فاکتوريل طرح بر اساس آزمايش
 استفاده با هاداده آنالیز گرديد. انجام تكرار سه حداقل با
 مقايسه و گرفت انجام  SAS (v 9.1) افزارنرم از

 در دانكن یادامنه چند آزمون از استفاده با میانگین
 استفاده با هانمودار گرديد. انجام درصد 1 احتمال سطح

 شدند. ترسیم Excel (2016) افزارنرم از
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 بحث و نتایج
 مختلف هایسويه تأثیر بررسی منظوربه حاضر پژوهش

 همچنین و مويین ريشه یالقا در رايزوژنز آگروباکتريوم
 با الطیبسنبل گیاه در هاريشه یالقا شرايط سازیبهینه
 ,R1000, LBA9402, C58) متفاوت سويه شش

A4, GM , ATTCC15834) بر مختلف، سن سه در 
 (.1 )شكل شد ارزيابی و بررسی ريزنمونه نوع دو روی

 مدت در شده تلقیح هایريزنمونه تراريختگی درصد
 صفر تزريق و یورغوطه روش دو هر با دقیقه 2 زمان
 ريشه القای باعث نیز دقیقه 15 در تزريق روش و شد

 نگرديد. هاريزنمونه در مويین
( اثر 1با توجه به نتايج تجزيه واريانس )جدول 

متقابل سويه بر نوع ريزنمونه در اندازه ريشه در سطح 
بود. در بررسی تعداد ريز  داریمعندرصد  1احتمال 

القای ريشه صورت گرفته بود، اثر متقابل هايی که نمونه
سويه بر نوع ريز نمونه و سن ريزنمونه هر دو در سطح 

درصد و اثر متقابل نوع ريز نمونه و سن  1احتمال 
دار شد. در درصد معنی 5ريزنمونه در سطح احتمال 

صفت درصد القای ريشه اثر متقابل نوع سويه باکتری 
درصد و نوع  1تمال در نوع و سن ريزنمونه در سطح اح

درصد  5ريزنمونه در سن ريزنمونه در سطح احتمال 
دار شد. اثر متقابل نوع سويه در نوع ريزنمونه در معنی

درصد و نوع سويه در سن ريزنمونه در  1سطح احتمال 
درصد در صفت تراکم ريشه در هر  5سطح احتمال 

 داری را نشان داد. ريزنمونه حالت معنی
 ريزنمونه نوع و سن فاکتورهای از مستقل سويه نوع

 چشمگیری طوربه تلقیح از بعد زايیريشه زمان مدت بر
 باکتريايی سويه کهینحوبه(، 1واقع شد )جدول  مؤثر

ATCC15834 های مويین عملكرددر القای ريشه 
 سويه دو ولی داد، نشان هاسويه ساير به نسبت بهتری

LBA9402 و R1000  .عملكرد يكسانی داشتند
مويین  هایظهور ريشه مدت زمان A4 سويه باکتری

 GM و C58(. در دو سويه 2داد )شكل  را کاهش
 نتايج به توجه مويین صورت نگرفت. باالقای ريشه 

 A4 باکتريايی سويه توانمی حاضر تحقیق از حاصل
 در تسريع سبب تواندیم که ایسويه عنوانبه را

 در کرد. اين معرفی گردد، مويین هایريشه ظهور
 سويه وحشی نمونه R1000 سويه که است حالی

 همانند رفت کهمی انتظار و بوده A4 باکتريايی
 را امر اين خلاف حاصل، نتايج که کنند عمل يكديگر

 بالاتر توانايی لیبه دل احتمالاا و دهدیم نشان
R1000 انتقال و میزبان ترسريع شناسايی در 
 هایيافته با که باشد گیاهی سلول داخل به پلاسمید
Thwe بود ( منطبق2016) همكاران و. 

 

    

   
های مويین از محل زخم های مويین از ريز نمونه برگ، ج( تعدد ريشهنمونه برگ تلقیح يافته با باکتری، ب( ظهور ريشه. الف( کشت ريز1شكل 

 ATTCC15834 های مويین حاصل از ريزنمونه ريشه القاشده با آگروباکتريوم، د( خروج ريشهA4يافته با آگروباکتريوم تلقیح
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 القای بر ريزنمونه سن و نوع( Agrobacterium rizhogenes) رايزوژنز آگروباکتريوم مختلف هایسويه واريانس تجزيه .1 جدول
 (.Valeriane officinalis L) الطیبسنبل گیاه در مويین هایريشه

 (MS) مربعات میانگین
df رییتغ منابع 

6X 5X 4X 3X 2X 1X 
*1731.426 **2.722 **1454.312 ns0.500 **296.055 ns0.998 1 A 

ns389.301 **3.041 **1768.503 ns0.180 **354.597 ns1.017 2 B 
**876.848 **21.222 **3076.410 **4.166 **468.333 **5.961 3 C 

ns8.827 ns0.097 *283.855 ns0.041 42.097* ns0.055 2 AB 
ns338.066 **1.648 **336.365 ns0.018 **64.018 **3.860 3 AC 
ns305.729 *0.986 **375.044 ns0.236 **64.708 ns0.117 6 BC 
**642.110 ns0.189 ns41.881 ns0.060 ns8.171 ns0.459 6 ABC 

 خطا 48 0.413 9.152 0.402 56.215 0.361 175.129

20.502 20.030 30.802 9.976 29.921 26.70  CV (%) 

ns، ،* :** 1 درصد. 1 و درصد 5 سطح در دارمعنی دار،معنی غیر ترتیب، بهX: 2 ريشه. طول میانگینX: 3 پتری. هر در داده ريشه هایريزنمونه تعدادX: زمان 
 سن :B ريزنمونه. نوع :A  استوسیرينگون. از استفاده با ريشه القای :6X ريزنمونه. هر در ريشه تراکم :5X ريشه. القای درصد :4X تلقیح. از بعد ريشه القای

 رايزوژنز. آگروباکتريوم سويه نوع :C ريزنمونه.

 

 
 الطیب.سنبل گیاه در تلقیح از بعد دهیريشه زمان مدت بر رايزوژنز آگروباکتريوم سويهتأثیر  .2 شكل

 .است دانكن آزمون مبنای بر درصد 1 احتمال سطح در دارمعنی اختلاف وجود عدم دهندهنشان مشابه حروف

 
 حائز بسیار ريشه ظهور جهت لازم زمان مدت

 کمتر زمان اين چه هر کهیطوربه ،است اهمیت
 متابولیت استخراج و تولید ريشه، رشد روند باشد،
 Dehghan et) بود خواهد صرفهبه مقرون و ترکوتاه

al., 2012; Weber and Bodanese, 2011) 
 ظهور ،(.Arctium lappa L) باباآدم گیاه در .است
 حسن در کهیدرحال کشیده، طول روز 10 الی 7 ريشه

 تلقیح از پس روز 4  تا 1  (coleus blumei)يوسف
 .(Soleimani et al., 2012) شدند ظاهر هاريشه

 سن افزايش با که داد نشان حاضر مطالعه
 پذيرش برای هاسلول توانايی گیاهی، هایريزنمونه

 محدوده با ريشه ريزنمونه است. يافته افزايش بیگانه ژن
 را مويین ريشه ظهور میزان بیشترين روزه 30 سنی

 برای سنی ريزنمونه نيترمناسب عنوانبه و داد نشان
 (.3 )شكل شد شناخته مويین ريشه ظهور افزايش
 توانايی بر مهمی بسیار تأثیر گیاهی نمونه ريز سن

 گیاهی سلول سن زيرا دارد، مويین ريشه تولید
 و است آن فیزيولوژيكی هایکننده ويژگیتعیین

 تقسیمات و DNA سنتز فیزيولوژيكی، وضعیت
 است دلیل ممكن مختلف، هایبافت در سلولی
 مويین ريشه تولید جهت هاريزنمونه متفاوت توانايی

نتايج حاضر با  (.Murthy et al., 2010) باشد
 ( در2016) همكاران و Kabirnatajهای يافته

 مويین هایريشه ظهور در ريزنمونه سن تأثیر بررسی
 (.Chichorium intybus Lکاسنی ) دارويی گیاه

 .بود مطابق
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 الطیب.سنبل گیاه در مويین ريشه ظهور میزان بر ريزنمونه سن و ريزنمونه نوع متقابل اثر .3 شكل

 .است دانكن آزمون مبنای بر درصد 1 احتمال سطح در دارمعنی اختلاف وجود عدم دهندهنشان مشابه حروف

 
 متقابل تأثیر و مويین هایريشه ظهور میزان
 و برگ ريزنمونه در که داد نشان سويه و ريزنمونه

 به نسبت تریمناسب عملكرد دارای A4 سويه ريشه،
 سويه سه کهدرحالی ،بود هاسويه ساير

ATCC15834، R1000 و LBA9402  يک به 
 صورت مطالعات طبق (.4 )شكل بودند مؤثر میزان
 tms یهاژن شامل ها T-DNA اوقات گاهی گرفته
 ريشه القای و اکسین بیوسنتز سبب مستقیماا که است
 Tamakawa et al., 1998; Bonhomme) شوندمی

et al., 2000; Ahlawat et al., 2012.) 
 ،ATCC15834) آگروپینی هایسويه معمولاا

LBA9402 و A4) تلقیح در بیشتری توانايی 
 ريشه ظهور میزان بیشترين .دارند گیاهی هایبافت

 با شده تلقیح  برگ و ريشه روزه 30 نمونه در مويین
 در اين شد. مشاهده  ATCC15834 و A4  سويه
 R1000 و  LBA9402 یهاهيسو که است حالی

 به سنی محدوده هر در و کرده عمل سن از مستقل
 هایريزنمونه در تراريختگی ايجاد موجب میزان يک

 مويین ريشه تولید در که اگر بنابراين شدند. موردنظر
 وسیع مقیاس يک به رسیدن هدف الطیبسنبل گیاه

 است، ريزنمونه سن گرفتن نظر در با هاريشه تولید از
 ترينمناسب روزه 30 هایريزنمونه با A4 باکتری
  پلاسمید از افتهيانتقال ژنتیكی اطلاعات .است گزينه

Ri هایاوپین بیوسنتز سبب که است هایژن شامل 
 کوکوموپین و مانووپین آگروپین، قبیل از ایويژه
 برای نیتروژن و کربن منبع منزلهبه که شودمی

 مطالعات با هايافته اين کنندمی عمل باکتری
Petersen  و (1986) همكاران و Sivanandhan و 

 نشان مطالعات برخی دارد. مطابقت (2014) همكاران
 رايزوژنز آگروباکتريوم مختلف هایسويه که دهدمی
 شدهتراريخت بافت در شدهساخته اوپین نوع اساس بر

 تلقیح برای متفاوتی هایتوانايی هاآن توسط
 .(Mehrotra et al., 2008) دارند گیاهی هایبافت

 سويه و ريزنمونه متقابل تأثیر تحت ريشه طول
 برگی ريزنمونه تراريختگی. گرفت قرار باکتری
 هایريشه طول افزايش موجب A4 سويه توسط
 از استفاده اصلی دلايل از يكی گرديد. مويین
 محیط در هاريشه اين سريع رشد مويین هایريشه
 مطلوب مقدار به تودهستيز به حصول و کشت
 در A4 سويه حاضر تحقیق به توجه با .است

 همچنین است. بوده کارآمد بسیار برگی ريزنمونه
 فعال صورتبه نیز ريشه ريزنمونه بر سويه اين

 هایسويه کهدرحالی ،است کرده عمل
LBA9402، ATCC15834 و R1000 هر در 

 ريشه طول در اندازه زانیمکي به ريزنمونه نوع دو
 (.4 )شكل بودند مؤثر
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 الطیب.سنبل گیاه در ريشه طول میانگین بر رايزوژنز آگروباکتريوم سويه و ريزنمونه نوع متقابل اثر .4 شكل
 .است دانكن آزمون مبنای بر درصد 1 احتمال سطح در دارمعنی اختلاف وجود عدم دهندهنشان مشابه حروف

 

 ( در2015) همكاران و Pakdin-Parizi هایيافته
های ريزنمونه در افتهيظهور  مويین هایريشه بررسی
سويه  رايزوژنز آگروباکتريوم با شدهتراريخت الطیبسنبل

ATCC15834، و ريشه طول بیشترين که نشان داد 
 کوتیلدون هایريزنمونه در را زايیمیزان ريشه

 کردند. مشاهده شدهتراريخت
 بیشترين A4 سويه با يافتهتلقیح برگی ريزنمونه

 تعداد کهیطوربه .داد نشان را مويین هایريشه تعداد
 ريشه ريزنمونه به نسبت برگی ريزنمونه در ريشه

 و هاسويه ساير متقابل اثر و داشت داریمعنی تفاوت
 توجه با نداشتند. باهم داریمعنی تفاوت هاريزنمونه

 در A4 سويه ريزنمونه، سن و سويه متقابل تأثیر به
 را ريشه تعداد بیشترين ريزنمونه روزه 30 و 10 سنین
 10 سنین در ATCC15834 سويه  دادند. نشان
 سويه .است داشته يكسانی عملكرد روزه 30 و روزه

R1000   سويه و داشته عملكرد سن از مستقل تقريباا 
LBA9402 را عملكرد بهترين روزه 30 سن در 

 یداریمعن تفاوت روزه 20 و 10 سنین در و داشته
 Dini مطالعات در  (.5 )شكل نشد مشاهده

Torkamani تأثیر بررسی در (2014) همكاران و 
 گیاه یاهفتهشش و ایهفته 5 ای،هفته 3 سن سه

 مستعدترين عنوانبه را ایهفته 3 سن الطیب،سنبل
 .کردند معرفی سن

 درصد افزايش باعث استوسیرينگون از استفاده
 میزان بر سويه نوعتأثیر  کهیطوربه شد تراريختگی

 افزايش یداریمعن صورتبه  را مويین ريشه القای
 از استفاده در R1000 باکتريايی سويه تأثیر .داد

 درصد 20 میزان به روزه 10 سن در استوسیرينگون
 افزايش استوسیرينگون از استفاده عدم به نسبت
 از استفاده در استوسیرينگان تأثیر همچنین. داد نشان
 افزايش باعث که چرا ،است محسوس هاسويه ساير

 نتايج (.6 )شكل است شده سويه و نمونه بین تعامل
 همكاران و Ramirez-Estrada مطالعات با حاضر

 درون شرايط در الیسیتورها کاربرد بر (2016)
 تورنیا گیاه مويین ريشه القای دارد. تطابق  ایشیشه

 استوسرينگان میكرومولار 30 پايین هایغلظت با
 یتوجهقابل طوربه را ظهور میزان ولی شد تحريک
 ،(Pitta–Alvarez et al., 2000) دهدنمی افزايش
 همكاران و Bensaddek هایيافته در کهدرحالی

  تنباکو مويین یهاشهير ظهور محیط در (،2008)
 ظهور میزان در استوسیرينگان میكرومولار 150-50
 .بود مؤثر مويین هایريشه
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 الطیب.. اثر متقابل سن ريزنمونه و سويه آگروباکتريوم رايزوژنز بر تراکم ريشه در ريزنمونه در گیاه سنبل5شكل 

 .استدرصد بر مبنای آزمون دانكن  1دار در سطح احتمال وجود اختلاف معنی دهنده عدمحروف مشابه نشان
 

 
 الطیب.سنبل هگیا در تراريختگی درصد بر رايزوژنز آگروباکتريوم سويه در ريزنمونه سن و ريزنمونه نوع متقابل اثر .6 شكل

 .است دانكن آزمون مبنای بر درصد 1 احتمال سطح در دارمعنی اختلاف وجود عدم دهندهنشان مشابه حروف
 

 مویین هایریشه پرآوری

 الطیبسنبل گیاه مويین هایريشه حاضر پژوهش در
 کشت ماه يک مدت به متفاوت محیط نوع سه در

 نوع سه میانگین مقايسه از آمدهدستبه نتايج شدند.
 تأثیر   MSکشت محیط که داد نشان کشت، محیط
 حالی در اين داشت ريشه طول میانگین بر مثبت
 محیط و کلون متقابل اثر و کلون فاکتور که است

 نوع سه بررسی به توجه با بود دارمعنی غیر کشت
 MS + 0.2 و   MS ،1/2 MS جامد تکش محیط

𝑚𝑔/𝐿 NAA درجه 25 دمای در محیط سه هر که 
 هایريشه که شد مشاهده شدند، داده قرار گرادیسانت
 را طول بیشترين MS کشت محیط در شدهداده قرار

 و Dini Torkamani نتايج با که (،7 )شكل داشتند
 هایريشه مقابل در  بود سو هم  (2014) همكاران
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 استیک اسید نینفتال حاوی محیط در کرده رشد
(NAA) که بودند. رشد میزان کمترين دارای 

 مبنی Nilsson and Olsson (1997) یهاگزارش
 و قند هایمحرک که داد، نشان NAA از استفاده بر

 .شدند مويین هایريشه رشد افزايش موجب اکسین
 هایکشت محیط در استفاده مورد معدنی عناصر

 نيترمهم عنوانبه کشت محیط نوع اساساا و مختلف
 میزان تجمع و مويین هایريشه رشد در مؤثر عامل

 با مطالعات اين که است. شدهشناخته تودهزيست
 و (2001) همكاران و Bensaddek هایبررسی

Sivakumar دارد. مطابقت  (2005) همكاران و 
 

 مویین ریشه مولکولی تأیید

 پلاژيوتروپیک رشد و خاص مورفولوژی اگرچه
 در رايزوژنز آگروباکتريوم توسط القايی هایريشه

 به T-DNA نفوذ مؤيد هورمون، فاقد کشت محیط
 هاريشه اين تراريختگی و گیاهی هایسلول ژنوم
 با هاريشه تراريختگی ماهیت بررسی وجودنيباا ،است
 تكثیر منظور اين به است. الزامی  PCR روش
 آغازگرهای از استفاده با  rolB  ژن از هایقطعه

 از شدهاستخراج DNA روی بر آن اختصاصی
 با آلوده الطیبسنبل گیاه القايی هایريشه

 (.8 )شكل  پذيرفت انجام A4  سويه آگروباکتريوم

 
 الطیب.های مويین در گیاه سنبلهای پرآوری بر میانگین طول ريشه. اثر محیط کشت7شكل 

 .استدرصد بر مبنای آزمون دانكن  1دار در سطح احتمال دهنده عدم وجود اختلاف معنیحروف مشابه نشان

 

 
 الطیبسنبل گیاه تراريخت هایريشه در rolB ژن حضور تأيید جهت مرازپلی ایزنجیره واکنش .8 شكل

M: DNA نشانگر bp 00100 (Gen cinna،) -C: منفی، کنترل عنوانبه غیرتراريخت شاهد هایريشه+C: 4 سويه آگروباکتريومA 
 رايزوژنز آگروباکتريوم توسط الطیبسنبل گیاه هیپوکوتیل هایريزنمونه در القاشده مويین هایريشه :4 تا 1لاين مثبت، کنترل عنوانبه
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 رانهمكا و Banihashemi هایيافته با نتايج اين
 گیاه مويین هایريشه از کومارين استخراج در (2015)

 هایيافته نیچنهم دارد. مطابقت زکیبشاه دارويی
 و Pakdin-Parizi مطالعات با منطبق حاضر پژوهش
 با شدهتراريخت الطیبسنبل گیاه در (2014) همكاران
 (2014) همكاران و ATCC15834، Panday باکتری

 در (2011) همكاران و Zebarjadi  و يوسف حسن در
 باکتريايی هایسويه توسط الطیبسنبل گیاه

LBA9402 و AR15834  .است 
 هایسويه آگروباکتريوم سويه نوع 6 بررسی در
GM و C58 عمل ناموفق تراريختگی ايجاد در 

 سويه نوع 4 که است حالی در اين  کردند.
ATCC15834، LBA9402، R1000 و A4 قادر 

 درصد .بودند الطیبسنبل گیاه در ريشه القای به
 2 زمان مدت در شدهتلقیح هایريزنمونه تراريختگی

 و شد صفر تزريق و یورغوطه روش دو هر با دقیقه

 ريشه القای باعث نیز دقیقه 15 در تزريق روش
 در دقیقه 15 زمان نگرديد. هاريزنمونه در مويین
 در تراريختگی ايجاد باعث ها،سويه وریغوطه روش

 کاربردنبه کهیطوربه شدند متفاوت درصدهای
 بهترين روزه 30 برگی ريزنمونه روی بر A4 سويه

 به مويین ريشه تولید فراوانی بیشترين و عملكرد
 در طولی لحاظ از رشد میزان بیشترين .آمد دست
 که بود ساکارز درصد 3 حاوی MS کشت محیط

 موجود مغذی مواد بودن کامل دلیل به دارد احتمال
 هایريشه سیستم بالای پتانسیل باشد. محیط در

 توجهجلب باعث هامتابولیت تولید برای مويین
 موضوع اين است. شده خصوصی هایشرکت
 محققان نزديک آينده در تا است مهمی شاخص

 ابزاری عنوانبه مويین یهاشهير از یفناورستيز
 گیاهی نهفته منابع به دستیابی برای قدرتمند
 .نمايند استفاده
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