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 چکیده
در  .است  نییمو یها شهیر یالقا یکارآمد برا یفن آور کی وم،یشده توسط آگروباکتر یگریانجیم یسازختیترار مقدمه:

  بررسی گردید. اثر سویه اگروباکتریوم رایزوژنز و نوع ریزنمونه بر القای ریشه مویین در گیاه یونجه پژوهش حاضر، 

 آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا  تصادفی با سه تکرار در دانشگاه آزاد اسلامی واحد سبزوار انجام شد. ها:روش

برگ در دو سطح  زنمونهیو نوع ر A4و A13 ،318 ،15834در چهار سطح  زوژنزیرا ومیاگروباکتر هیشامل سو آزمایشیفاکتورهای 

  بودند. لیپوکوتیه و یابرگچهسه

به دست آمد که به  A4 ییایباکتر هیبا سوشده  حیتلقهای برگ ، در ریزنمونهنییمو شهیر یدرصد القا نیشتریب نتایج و بحث:

، باعث کمترین القای ریشه 318. تلقیح با سویه باکتریایی بود زوژنزیرا ومیاگروباکتر هایهیسو ریاز سا شتریب دارییطور معن

بیشترین تعداد ریشه مویین در  به ترتیب 15834و  A13های باکتریایی سویههای برگ و هیپوکوتیل گردید. مویین در ریزنمونه

های برگ نیز در شرایط تلقیح با سویه ریشه مویین در ریزنمونههای برگ و هیپوکوتیل را تولید نمودند.  کمترین تعداد ریزنمونه

های باکتریایی های برگ، به ترتیب در شرایط تلقیح با سویهبیشترین و کمترین طول ریشه مویین در ریزنمونهتولید گردید.  318

A4  های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز در رابطه با داری بین سویهتفاوت معنی ل،یپوکوتیه یها زنمونهیدر ر مشاهده شد. 318و

 rolBباندها، حضور ژن  یو آشکارساز PCRمحصولات واکنش  کیاز تفک صلحا جینتاوجود نداشت.  نییمو شهیطول ر وتعداد 
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اگروباکتریوم  A4. با توجه به نتایج، استفاده از ریزنمونه برگ همراه با سویه نمود دییمویین را تأ هایشهیر هایدر ژنوم سلول

 باشد.های مویین در گیاه یونجه قابل توصیه میرایزوژنز جهت تولید ریشه

 

 سازی، ریزنمونه، سویه باکتریایی، هیپوکوتیلهای کلیدی: پلاسمید، تراریختواژه

 

 مقدمه
 درمانکه نه تنها در  قرار گرفته اند یمورد بررس ییغذا یاهیگ یهایو افزودن اهانیاز گ یادیتعداد ز ریاخ هایسال یط

 یها موارد به عنوان محافظ بافت یاند، بلکه در برخبکار رفته یقلب و عروق، روان و گوارش ،یعصب یهایماریاز ب یعیوس فیط

های در استفاده یطولان یاسابقه یدارا که اهانیگ نیاز ا یک. ی(Moloudi et al., 2014) اندمانند مغز و کبد مطرح شده بدن

 Medicago sativaی با نام علم یزراع ونجهی اهیگ است، انهیخاورم مناطق از یارهند و بسی ن،یچ یدر طب سنت ییو دارو ییغذا

L.  و نام عمومیAlfalfa هب ونجهی امیالامیقد از ران،یا در. مؤثر است هیتغذ هضم غذا و بهبود سوء اشتها، شیدر افزا که است 

 استفاده تورم کاهش و یبافت امیالت سرعت شیافزا ،C نیتامیمبتلا به کمبود و مارانیتوجه در درمان ب لو قاب عیعلت اثرات سر

 یریجلوگ منظور به ونجهی اهیگ از ن،یکردنش مناطق در. شودیم برده نام خون مکمل عنوان به ونجهی از یسنت طب در. است شده

مهم  یاعلوفه اهانیاز گ یکی ونجهی. (Servatyari et al., 2017) گرددیم استفاده انعقاد ندیفرآ عیتسر و یپوست یهایزیخونر از

 ،یانرژ تواندیم ییو به تنها کندیم دیانواع دام تول یتمام یبرا مناسب تیفیبا ک یاعلوفه ونجه،ی اهیاست. گ جهاندر سرتاسر 

 .(Monirifar et al., 2021)کند  نیها را تامدام ازیمورد ن یهانیتامیو و یمواد معدن ن،یپروتئ

تانن ها،  ،یفنل باتیترک ن،یگنیها، ل نیها، ساپون دراتیها، کربوه نیوجود پروتئ یونجه، اهیگ ییایمیتوشیف لیو تحل هیتجز

 ابت،یضد د ،یدانیاکس یاثرات آنت یدارا ونجهیکه  بیانگر آن است کیفارماکولوژ ی. بررسدهدیترپن را نشان م یتر یدهایآلکالوئ

و  دازیاکس نیگزانت ،یضد کم خون ،یمنیا ،یو عصب یقلب، محافظت کننده ضد اضطراب، محافظ کبد ،یکروبیضد التهاب، ضد م

 .(Al-Snafi et al., 2021) است گرید ییدارو یهااز مهارکننده یاریبس

که سنتز  ییاز آنجا ها لازم است.آنهای ثانویه کند بوده و مدت زمان زیادی برای تولید در طبیعت سرعت تولید متابولیت

های بیوتکنولوژی برای تولید سریع و انبوه استفاده از روش ست،ین پذیرامکان یبه آسانگیاهی  یعیطب هایفرآورده ییایمیش

 یا لهیبه عنوان وس یینمو شهیبر کشت ر دیرابطه، معمولا  تأک نیدر ا رسد.های ثانویه و مواد دارویی ضروری به نظر میمتابولیت

 یهانسبت به کشت یبالاتر تیکشت ها معمولا  ظرف نی. ااست یتجار یکاربردها یبرا هیثانو یهاتیمتابول دیتول شیافزا یبرا

 Ebrahimi et al., 2017; Raei) دارند هیثانو یها تیسنتز متابول یدست نخورده برا اهانیگ شهیر یحت ای یسلول ونیسوسپانس

et al., 2017). 
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ی یشهری نابجا و یشهر صورتبهتوان شوند. کشت ریشه را میی کشت ریشه تولید میمرحلهها فقط در برخی از متابولیت

سرعت رشد کمتری را نشان داده و نیاز به منبع فیتوهورمونی  معمولا تراریخته ایجاد نمود. سیستم کشت ریشه در گیاهان عالی 

های جایگزینی برای تولید مواد بیوتکنولوژی روش .شودهای ثانویه میبه سنتز بسیار کم متابولیت خارجی دارد که این امر منجر

نام اگروباکتریوم رایزوژنز استفاده از یک ناقل طبیعی به راهکارهاکند. یکی از این دارویی با منشاء ریشه معرفی می

(Agrobacterium rhizogenes)  استهای ثانویه برای افزایش تولید متابولیتیشه مویین رو طراحی سیستم کشت (Soleimani 

et al., 2012). 

 T-DNAطریق انتقال  از که است رایزوژنز اگروباکتریوم باکتری ترانسفورماسیون ژنتیکی نتیجه مویین هایریشه القای

 rolBژن  که رسدنظر می به بنابراین .(Sharifi et al., 2014) شود انجام میگیاه به aux و  rolهای  ژن حاوی باکتری Riپلاسمید 

 پاسخ القای سبب ،شده تراریخت های در سلول اکسین بیوسنتز طریق از aux2و  aux1 هایو ژن اکسین به حساسیت افزایش با

 .(Majumdar et al., 2011) شودمی مویین هایتشکیل ریشه و اکسین

 انتقال پذیری و بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی پایداری سریع، رشد دارای رایزوژنز آگروباکتریوم تلقیح از حاصل مویین هایریشه

 نویدبخش منبعی تراریخت، مویین هایریشه سیستم ست. البتها گیاهی هایسلول کشت از سریعتر آنها رشد میزان اغلب و بوده

  .(Nourozi et al., 2014) باشندمی بالا دارویی ارزش با گیاهان در ثانویه های متابولیت تولید در

 نییمو یهاشهیر یالقا یکارآمد، برا یستیز یآورفن کیبه عنوان  وم،یگروباکتراشده توسط  یگریانجیم یسازختیترار

مورد استفاده،  یباکتر هیمطالعه، هر سه سو نیا جیبر اساس نتاشده است.  گزارش (Perovskia abrotanoides) برازمبل اهیگدر 

پس  نییمو شهیر دیتول زانیم نیشتریشدند. ب لیاستر یها اهچهیشده در گ حیتلق یگره ها یبر رو نییمو شهیر یموفق به القا

 ترمؤثر TR105نسبت به  نییمو ی شهیر دیدر تول R1000 ی هیبدست آمد و پس از آن سو ATCC15834 ی هیبا سو یاز آلودگ

انجام شد،  ونجهی اهیدر گ نییمو شهیر یسازختیترار ستمیس یریبکارگ منظور به که یپژوهش در .(Ebrahimi et al., 2017) بود

 دیگرد ونجهی اهیگ WL-525HQ تهیدر وار نییمو یهاشهیر زیآمتیموفق دیمنجر به تول LBA9402 ییایباکتر هیاز سو استفاده

(Zhao et al., 2022) .هیبا سو حیتلق طیدر شرا ونجهیساقه سه رقم  یهازنمونهیر در نییمو یهاشهیر یالقا یبررس A4T 

 .(Golds et al., 1991)بود  ریدرصد متغ 94تا  4در ارقام مختلف از  نییمو شهیر ینشان داد که درصد القا زوژنزیرا ومیاگروباکتر

 یاریهستند. بس یینمو شهیر یالقادر  مؤثرکشت از عوامل  طیمح بیو ترک زنمونهی، نوع رزوژنزیرا ومیاگروباکتر و سن هیسو

 ومیاگروباکتر مختلف یهاهیبا سو سازیتراریختبه  یمتفاوت یپاسخ ها یاهیمختلف گ یهااز مطالعات نشان داده اند که بافت

. در پژوهشی، سه سویه اگروباکتریوم رایزوژنز (Pirian et al., 2012; Sharafi et al., 2013; Samadi et al., 2012) دارند زوژنزیرا

مورد استفاده قرار گرفت.  (Agastache foeniculum)جهت القای ریشه مویین در چهار ریزنمونه مختلف گیاه گل مکزیکی 
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 های برگ یک ماهه به دست آمد. وضعیت تراریختیو در ریزنمونه A4سازی با استفاده از سویه بیشترین فراوانی تراریخت

 .(Nourozi et al., 2014)مورد تأیید قرار گرفت  PCRهای مویین با روش ریشه

های ثانویه، های مویین در تولید متابولیتبا توجه به اهمیت گیاه یونجه به عنوان یک گیاه دارویی و همچنین نقش ریشه

های مختلف گیاه یونجه مورد ارزیابی در ریزنمونهمویین  ریشه القای در رایزوژنز اگروباکتریوم هایسویه تواناییدر پژوهش حاضر 

 .قرار گرفت

 

 هاروش و مواد 

  .شد انجام سبزوار واحد یاسلام آزاد دانشگاه وتکنولوژییب قاتیتحق شگاهیآزمادر  1399 سال در پژوهش نیا

 یشیطرح آزما

 سویه بررسی شامل مورد گردید. فاکتورهایاجراء  تکرار سه با تصادفی کاملا  طرح در قالب فاکتوریل آزمایش به صورت

 یابرگچهسه برگ زنمونهیرو نوع ریزنمونه در دو سطح  A4و  A13 ،318 ،15834چهار سطح  اگروباکتریوم رایزوژنز در  باکتری

 هیپوکوتیل بودند.  و

 

 ریزنمونه تهیه و گیاهی مواد

 یبا آب معمول یونجهبذور، ابتدا بذور  یبه منظور ضدعفونهمدانی از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه شد.  یونجهبذرهای گیاه 

درصد و پس از  70در الکل اتانل  دقیقه 1تا حد امکان زدوده شود. سپس بذور به مدت  یسطح یهایشستشو داده شد تا آلودگ

بذور سه مرحله و در  نار،یهود لام ریشدند. سپس در ز یضدعفون درصد 5/1هیپوکلریت سدیم در محلول  قهیدق 10آن به مدت 

 .شستشو شدند لیبا آب مقطر استر قهیدق 5هر مرحله به مدت 

کننده رشد کشت شدند. ظروف کشت به اتاق رشد فاقد هر گونه تنظیم جامد MSپس از ضدعفونی، بذور در محیط کشت 

زنی بذرها و رشد لوکس منتقل گردیدند. پس از جوانه 3000ساعته با شدت نور  16گراد و فتوپریود درجه سانتی 25با دمای 

 استفاده شدند. زنمونهیر عنوان به یابرگچهسه برگ نیاولو  لیپوکوتیهگیاهچه، قطعات 

 

  هاریزنمونه تلقیح و زوژنزیرا اگروباکتریوم هایسویه سازی آماده

ز ا. دیگرد هیمشهد ته یدانشگاه فردوس یاهیگ ینژادبه و یوتکنولوژیب گروهاز  زوژنزیرا ومیمختلف اگروباکتر یهاهیسو

ها از محیط کشت مدت و واکشت باکتری برای کشت باکتری استفاده شد. برای نگهداری کوتاه LBمحیط کشت مایع و جامد 
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LB کلونی گرفته شد و در محیط کشت های جامد تکجامد استفاده شد. برای کشت سوسپانسیون باکتری، از کشتLB  مایع

سدیم کلراید  گرم 10گرم عصاره مخمر،  LB ،5بیوتیک ریفامپیسین کشت گردید. برای تهیه یک لیتر محیط کشت  حاوی آنتی

درجه  121دقیقه در دمای  15د. محیط کشت تهیه شده، به مدت گرم پپتون به ترکیبات اصلی محیط کشت اضافه ش 10و 

 .(Bertani, 1952) گراد اتوکلاو گردیدسانتی

کشت شده در  های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنزبرای تهیه کشت سوسپانسیون، در شرایط استریل، یک کلونی از سویه

بیوتیک ریفامپیسین گرم در لیتر آنتییلیم 50حاوی  LBلیتر محیط کشت مایع یلیم 10در  جامد برداشته و LBکشت  طیمح

گراد منتقل شد و در دستگاه شیکر درجه سانتی 28مایع آغشته به باکتری به انکوباتور با دمای  LBمحیط کشت  .دیگرد کشت

ها به ساعت در شرایط تاریکی قرار گرفت تا باکتری رشد کرده و فعال شود. باکتری 24دور در دقیقه به مدت  180با سرعت 

مایع برای تلقیح  MS 2/1 یطمحلیتر یلیم 10تری همراه با سانتریفیوژ گردیدند و رسوب باک rpm  3800دقیقه با سرعت 5مدت 

 .(Khatodia & Biswas, 2014)استفاده قرار گرفت  مورد یورغوطه روش بههای گیاهی ریزنمونه

دقیقه در سوسپانسیون باکتریایی قرار گرفتند. بعد از حذف سوسپانسیون اضافی باکتریایی  5های گیاهی به مدت ریزنمونه

ساعت در اتاقک  48جامد منتقل شدند و به مدت  MSها به محیط کشت ها با استفاده از کاغذ صافی، ریزنمونهزنمونهاطراف ری

گراد در تاریکی نگهداری گردیدند. تعدادی ریزنمونه نیز به عنوان شاهد به همین روش آماده درجه سانتی 25±2رشد، در دمای 

دقیقه در آب مقطر استریل قرار گرفتند و سپس در شرایط یکسان  5شد، با این تفاوت که به جای سوسپانسیون باکتری، به مدت 

 های تلقیحی کشت و نگهداری شدند. با نمونه

شستشو شدند و جهت  لیبا آب مقطر استر مرتبه سه تا دو هازنمونهیرکشتی، برای حذف باکتری، عت بعد از همسا 48

 تریدر ل گرمیلیم 500 یحاو  MSکشت طیبه مح هازنمونهیقرار گرفتند. ر لیاستر یکاغذ صاف یبر رو یحذف آب اضاف

 .شدند ینگهدار ییروشنا در گرادیسانت درجه 25±2 یدما در رشد، اتاقک در و منتقل (Cefotaxime) میسفوتاکس کیوتیبیآنت

تر سفوتاکسیم های پایینهای بعدی از غلظتحذف کامل باکتری، در واکشت یبراقرار گرفت.  زنمونهیر عددهر ظرف کشت، سه  در

های مویین در روز انجام شد. تولید ریشه 10ها هر ریزنمونه واکشتگرم در لیتر( استفاده گردید. یلیم 100 -200 -300 -400)

 این مرحله مشاهده گردید.

های های مویین در ریزنمونهها به محیط دارای سفوتاکسیم، مشاهدات روزانه برای بررسی ظهور ریشهپس از انتقال ریزنمونه

 ،(کشت طیمح به هازنمونهیر انتقال از پس روز 45حدود ) هاشهیرتلقیح شده با باکتری انجام شد. بعد از رشد کافی و مطلوب 

گیری شد های مویین اندازههایی نظیر درصد القای ریشه مویین، تعداد ریشه مویین در ریزنمونه، طول و وزن خشک ریشهویژگی

 یدارا یهازنمونهیر تعداد ن،ییمو شهیر یالقا درصد نییتع منظور به. های ایجاد شده مورد بررسی قرار گرفتو تراریختی ریشه

 از زنمونه،یر در نییمو شهیر تعداد. دیگرد ضرب 100 در حاصل و میتقس کشت ظرف هر داخل یهازنمونهیر کل تعداد بر شهیر
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ظرف  هرموجود در  یهازنمونهیر در آنتعداد  متوسط نییتع و زنمونهیالقاء شده در هر ر نییمو یهاشهیر تعداد شمارش قیطر

هر  یهازنمونهیر در آن نیانگیم و یریگاندازه کشخط از استفاده با زنمونهیر هر در نییمو یهاشهیر طول. شد محاسبهکشت 

 هر در شده دیتول یهاشهیر ن،ییمو یهاشهیوزن خشک ر نییجهت تع .دیگردگزارش  نییمو شهیبه عنوان طول ر کشت ظرف

 یشگاهیآزما قیدق یو سپس با استفاده از ترازو افتیساعت انتقال  گرادیسانت درجه 70 یدما در آون به 24 مدت به کشت ظرف

  .شد نیتوز

 

 PCRهای مویین یونجه از طریق تأیید تراریختی ریشه

و همکاران  Edwardsهای مویین و طبیعی گیاه بر پایه روش یشهراز  DNAاستخراج های مویین، برای تأیید تراریختی ریشه

باشند. های گیاهی میاگروباکتریوم رایزوژنز به سلول Riپلاسمید  T-DNAهای مویین، حاصل از انتقال ریشه( انجام گرفت. 1991)

های ها ژنترین آناین باکتری انجام داد که مهم T-DNAهای موجود در توان با ردیابی ژنهای مویین را میتایید تراریختی ریشه

rolA ،rolB  وrolC های مویین تراریخت، از تکنیک . در این پژوهش، برای تایید مولکولی ریشههستندPCR های بر روی ریشه

های استخراج شده با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن  DNAاستفاده شد.  rolBمویین با آغازگرهای اختصاصی تکثیر ژن 

rolB (Error! Reference source not found. 1) ندتکثیر شد (Kabirnetaj et al., 2012). 

 rolB  ژن یاختصاص یآغازگرها یتوال -1 جدول

Table 1. Sequence of specific primers of rolB gene 

 توالی آغازگر اتصال دمای طول قطعه تکثیری
5´………... 3´ 

 آغازگر

bp 430 55 
GCTCTTGCAGTGCTAGATTT آغازگر پیشرو 

GAAGGTGCAAGCTACCTCTC آغازگر برگشتی 

 
                  Master mix PCRمیکرولیتر 5/12یک میکرولیتر از هر آغازگر،  ،PCRمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش 

)Taq DNA polymerase, buffer, 2dNTPs, MgCl(  و یک میکرولیترDNA  25بود که با آب مقطر استریل به حجم نهایی 

پلاسمید  DNAاستخراج شده از نمونه شاهد اضافه شد و کنترل مثبت هم  DNAمیکرولیتر رسانده شد. به نمونه کنترل منفی، 

گراد، واسرشته سازی درجه سانتی 94یقه در دق 5به مدت  DNAشامل واسرشته سازی اولیه  PCRباکتری بود. شرایط دمایی 

DNA  گراد، اتصال آغازگر به درجه سانتی 94ثانیه در  30الگو به مدتDNA درجه  55ثانیه در  45ای به مدت تک رشته

تفاده از گراد بود که با اسدرجه سانتی 72دقیقه در  7گراد و بسط نهایی درجه سانتی 72ثانیه  در  45گراد و بسط آغازگر سانتی

 دستگاه ترموسایکلر انجام شد. 
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 هاژنومی استخراج شده از ریشه DNAالکتروفورز 

میکرولیتر  2همراه با  DNAمیکرولیتر از محصول استخراج  DNA ،5از نظر شکستگی رشته  DNAبرای بررسی کیفیت 

ولت متصل گردید. پس  70کننده جریان الکتریکی با ولتاژ ینتأمها جداگانه تزریق شد. تانک به دستگاه بافر بارگذاری در چاهک

 قرار داده شد و تصویر آن مشاهده گردید. (Gel Documentation System)از یک ساعت، ژل در دستگاه عکسبرداری از ژل 

 

 تجزیه تحلیل آماری

 خشک وزن و طول زنمونه،یر در نییمو شهیر تعداد ن،ییمو شهیر یالقا درصد صفات یرو بر هاداده آماری لیتحل و هیتجز

 استفاده با هاداده نیانگیم سهیمقا .دیگرد انجام  Excel افزارنرم توسط نمودارها رسم و SAS افزار نرم از استفاده با نییمو شهیر

 درصد انجام شد. 5در سطح  (LSD) داریحداقل تفاوت معن آزمون از

 

 نتایج

های آزمایش نشان داد که اثر نوع ریزنمونه، سویه باکتری و همچنین اثر متقابل نوع نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده

در سطح  نییمو شهیر خشک وزن و طول ،ریزنمونه و سویه باکتری بر درصد القای ریشه مویین، تعداد ریشه مویین در ریزنمونه

 (.2دار شد )جدول درصد معنی 1آماری 

 و اثر متقابل آنها زوژنزیرا ومیاگروباکتر هیسو زنمونه،ینوع ر انسیوار هیتجز -2 جدول

Table 2. Analysis of variance for explant type, A. rhizogenes strain and their interaction 

جه تغییرات منبع
در

 
ی

زاد
آ

 

 میانگین مربعات

ریشه  یدرصد القا

 مویین

تعداد ریشه مویین 

 در ریزنمونه

 طول 

 ریشه مویین

 خشک وزن

 نییمو شهیر

 0138/0** 22/529** 37/30** 25/3750** 1 نوع ریزنمونه

 0109/0** 71/80** 82/2** 06/787** 3 سویه باکتری

 0119/0** 61/82** 26/3** 79/169** 3 یباکتر هیسو × زنمونهینوع ر

 00004/0 31/1 11/0 58/10 16 خطای آزمایشی

 30/13 22/17 32/13 67/8 - )%( ضریب تغییرات
 درصد 1و  5دار در سطح احتمال به ترتیب معنی **،*دار. بدون علامت، غیرمعنی

 

 درصد القای ریشه مویین

ای بیشتر از درصد القای ریشه مویین در ملاحظهدرصد(، به طور قابل 50های برگ )درصد القای ریشه مویین در ریزنمونه

در  نییمو شهیر استفاده، مورد زوژنزیرا ومیاگروباکتر هیسو چهار هر(. 3)جدول درصد( بود  99/24های هیپوکوتیل )ریزنمونه
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درصد  7/66تا  1/11های مختلف گیاه یونجه، از های مویین در ریزنمونهدرصد القای ریشه .نمودند القا را ونجهی اهیگ یهازنمونهیر

به  A4درصد(، در شرایط تلقیح با سویه باکتریایی  7/66های برگ، بیشترین درصد القای ریشه مویین )در ریزنمونهمتغیر بود. 

های های اگروباکتریوم رایزوژنز بود. این در حالی است که در رابطه با ریزنمونهداری بیشتر از سایر سویهدست آمد که به طور معنی

درصد( را به خود اختصاص دادند.  3/33الاترین درصد القای ریشه مویین )به طور مشترک ب A13و  A4های هیپوکوتیل، سویه

مشاهده گردید  318در هر دو ریزنمونه برگ و هیپوکوتیل، کمترین درصد القای ریشه مویین در شرایط تلقیح با سویه باکتریایی 

 (.1)شکل 

 ونجهی در نییمو یهاشهیر دیبر تول زنمونهیاثر نوع ر -3 جدول

Table 2. Effect of explant type on hairy root production in Alfalfa 

 نوع ریزنمونه

 استاندارد یخطا ± نیانگیم

ریشه  یدرصد القا

 مویین

 در نییمو شهیر تعداد

 زنمونهیر

 نییمو شهیر طول

 (متری)سانت

 نییمو شهیر خشک وزن

 )گرم(

 b 86/2±99/24 b 08/0±42/1 b 21/0±94/1 b 002/0±022/0 هیپوکوتیل

 a 85/3±00/50 a 38/0±67/3 a 96/1±33/11 a 023/0±070/0 برگ

 ندارند. یداری( تفاوت معن05/0≥P) LSDباشند، مطابق آزمون حرف مشترک  کی یکه در هر ستون حداقل دارا ییهانیانگیم

 

 
 نییمو شهیر یالقابر درصد  زوژنزیرا ومیاگروباکتر هیو سو زنمونهیاثر متقابل نوع ر -1 شکل

Figure 1. Interaction effect between explant type and A. rhizogenes strain on hairy roots induction 

percentage 

 

 در ریزنمونه نییمو شهیر تعداد

 یهاهیسو(. 3های هیپوکوتیل بود )جدول داری بیشتر از ریزنمونههای برگ به طور معنیتعداد ریشه مویین در ریزنمونه

 یهازنمونهیر در نییمو شهیر تعداد نیکمتر. نمودند دیتول را برگ یهازنمونهیر در شهیر تعداد نیشتریب A4 و A13 ییایباکتر
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 تعداد با رابطه در زوژنزیرا ومیاگروباکتر مختلف یهاهیسو نیب یداریمعن تفاوت. دیگرد دیتول 318 هیسو با حیتلق طیدر شرا برگ،

به طور  A13و  A4، 318 یهاهیسو و نیشتریب 15834 ییایباکتر هیسووجود نداشت.  لیپوکوتیه یهازنمونهیر در نییمو شهیر

 (.2)شکل را دارا بودند  زنمونهیدر ر نییمو شهیتعداد ر نیمشترک کمتر

 

 نییمو شهیر طول

به طور قابل توجهی بیشتر از  های برگهای مویین تشکیل شده در ریزنمونهبر اساس نتایج مقایسات میانگین، طول ریشه

های برگ و هیپوکوتیل به ترتیب های هیپوکوتیل بود. میانگین طول ریشه مویین در ریزنمونههای مویین در ریزنمونهطول ریشه

های برگ، در شرایط تلقیح با (. بیشترین طول ریشه مویین در ریزنمونه3متر ثبت گردید )جدول سانتی 94/1و  33/11برابر با 

های اگروباکتریوم رایزوژنز بود. کمترین طول ریشه داری بیشتر از سایر سویهبه دست آمد که به طور معنی A4سویه باکتریایی 

های باکتریایی مورد استفاده اختلاف که با سایر سویه مشاهده شد 318های برگ نیز در شرایط تلقیح با سویه مویین در ریزنمونه

های های مختلف اگروباکتریوم رایزوژنز در رابطه با طول ریشه مویین در ریزنمونهداری بین سویهیدار داشت. تفاوت معنمعنی

به ترتیب بیشترین و کمترین میانگین طول ریشه مویین را دارا بودند  318و  A13های باکتریایی هیپوکوتیل وجود نداشت. سویه

 (.3)شکل 

 
 زنمونهیدر ر نییمو شهیبر تعداد ر زوژنزیرا ومیاگروباکتر هیو سو زنمونهیاثر متقابل نوع ر -2 شکل

Figure 2. Interaction effect between explant type and A. rhizogenes strain on number of hairy roots per 

explant 
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 نییمو شهیبر طول ر زوژنزیرا ومیاگروباکتر هیو سو زنمونهیاثر متقابل نوع ر -3 شکل

Figure 3. Interaction effect between explant type and A. rhizogenes strain on hairy roots length 

 

 نییمو شهیر خشک وزن

 در نییمو یهاشهیر خشک وزن از شتریب یداریمعن طور به برگ، یهازنمونهیر در شده دیتول نییمو یهاشهیر خشک وزن

 A4 هیبا سو حیتلق طیبرگ، در شرا یهازنمونهیر در نییمو شهیر خشک وزن نیشتریب(. 3)جدول  بود لیپوکوتیه یهازنمونهیر

 یهازنمونهیر در نییمو شهیر خشک وزن نیکمتر. بود ییایباکتر یهاهیسو ریسا از شتریب یتوجهبه دست آمد که به طور قابل

وزن خشک  نیشتریب ل،یپوکوتیه یهازنمونهی. در ردیگرد دیتول 318و  A13 ییایباکتر یهاهیسو با حیتلق طیشرا در زین برگ

 یهاهیسو نیب یداریبه دست آمد. تفاوت معن 318 هیبا سو حیتلق طیآن در شرا نیو کمتر A13 هیبا سو حیتلق طیدر شرا شهیر

 (4)شکل  نداشت وجود لیپوکوتیه یهازنمونهیر در نییمو یهاشهیدر رابطه با وزن خشک ر 15434و  A4، 318 ییایباکتر

 

 نییمو شهیر خشک وزن بر زوژنزیرا ومیاگروباکتر هیسو و زنمونهیر نوع متقابل اثر -4 شکل

Figure 4. Interaction effect between explant type and A. rhizogenes strain on hairy roots dry weight 
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 ونجهی اهیمویین گ یهاشهیاستخراج شده از ر DNA تیفیک

شده در هر  قینمونه تزر یبرا ونجهی اهیگ غیرتراریخت یهاشهیمویین و ر یهاشهیاستخراج شده از ر DNAژل آگارز  جینتا

ژن  یاختصاص یبا استفاده از آغازگرها ونجهی اهیمویین گ یهاشهیر یختیترار دییتأ نیتک باند را نشان داد. همچن کیچاهک، 

rolB کیاز تکن و PCR محصولات واکنش  کیاز تفک صلحا جیصورت گرفت. نتاPCR باندها، حضور ژن  یو آشکارسازrolB 

 (.5)شکل  نمود دییمویین را تأ هایشهیر هایدر ژنوم سلول (bp 430 قطعه مورد انتظار ری)تکث

 

 

 
 زوژنزیرا ومیاگروباکتر rolBژن  از( bp 43۰به اندازه  DNA)قطعه  PCRالکتروفورز محصولات  یالگو -5 شکل

Figure 5. Electrophoresis pattern of PCR products (430 bp DNA fragment) of Agrobacterium rhizogenes 

rolB gene 

 M 1: نشانگرKb DNA Ladderیباکتر نییمو شهیر یهاکلون تکرار: 3 و 2، 1 یهاچاهک ؛A4 یباکتر دی: پلاسم4 چاهک ؛ A. rhizogenes هیسو A4  به

 نییمو شهیاستخراج شده از ر ژنوم : DNA2؛ ونجهی اهیگ یعیطب شهیر DNA1 :DNA(؛ اهیگ ختیرتراریغ شهیر) ی: کنترل منفCعنوان کنترل مثبت؛ 

M: 1Kb DNA Ladder; 1, 2, 3: A4 strain hairy root clones; 4: A. rhizogenes plasmid A4 strain as positive control; C: Adventitious 

roots raised from non-transformed explant as negative control; DNA1: The natural root of the alfalfa plant; DNA2: Genome 

extracted from hairy roots 

 بحث

 های مویینالقای ریشه

 یبستگی اهیگونه، جنس و سن بافت گ رینظ یبه عوامل مختلف A. rhizogenes قیاز طر نییمو شهیدر القای ر تیموفق

 نشان دادند. نییمو شهیر تولیداز نظر  یمختلف پاسخ متفاوت هایزنمونهیر پژوهش، نی. در ا(Bernousi et al., 2016)دارد 



 های مختلف گیاه یونجهبر القای ریشه مویین در ریزنمونه زوژنزیرا ومیاگروباکتر هایهیسواثر  /138

 

در ریزنمونه و میانگین طول ریشه مویین نسبت به  های برگ در رابطه با درصد القای ریشه مویین، تعداد ریشه مویینریزنمونه

 نییمو یهاشهیر یدر القا زنمونهینوع ر ،یاهیگ یبسته به گونه که داشت اظهار توانیم. بودند های هیپوکوتیل برترریزنمونه

 طناز، برگ و گره ساقه به نخودی میمر اهیدر گهای مویین در بررسی تولید ریشه .(Kabirnetaj et al., 2012)است  رگذاریتأث

تولید ریشه های  یابیارز. (Bernousi et al., 2016) ندبود بالا یبا فراوان نییمو شهیمنظور القای ر به هازنمونهیر نیبهتر بیترت

 ومیاگروباکتر 15834و  A4، A7 یهاهیتوسط سو ییهای تاتوره تماشاهای برگ و کوتیلدون گیاهچهمویین با تلقیح ریزنمونه

 زنمونهیر نیبهتر. بود 15834 و A4  هیسو به مربوط بیترت به ختهیترار نییمو شهیر نیترکم و نیشتریب که داد نشان زوژنز،یرا

 یوابستگ. (Ghadermazi et al., 2016)گزارش شد  A7 هیدر سو لدونیو کوت A4 هیبرگ در سو حیبا تلق ن،ییمو شهیر دیتول جهت

 ;Gupta et al., 2011; Samadi et al., 2012) است گزارش شده زین یاهیگ دیگرهای گونه در زنمونهیبه نوع ر نییمو شهیالقای ر

Md Setamam et al., 2014).  هیبا سو حیتلق طیدر شرا ونجهیساقه سه رقم  یهازنمونهیر در نییمو یهاشهیر یالقا یبررس 

A4T بود  ریدرصد متغ 94تا  4در ارقام مختلف از  نییمو شهیر ینشان داد که درصد القا زوژنزیرا ومیاگروباکتر(Golds et al., 

1991). 

 استی ختیترار ندیعوامل مؤثر در فرا گریاز د حیبرای تلق باکتری ونیغلظت سوسپانس و باکتری مورد استفاده هیسو

(Bernousi et al., 2016) .باکتریایی  ر پژوهش حاضر، سویهدA4 های برگ و بالاترین درصد القای ریشه مویین در ریزنمونه

در رابطه با  A13و  A4های داری بین سویههای هیپوکوتیل، تفاوت معنیهیپوکوتیل را به خود اختصاص داد. البته در ریزنمونه

 در مورد توانایی انتقالوژنز، مختلف باکتری اگروباکتریوم رایز هایوجود تفاوت در سویهدرصد القای ریشه مویین وجود نداشت. 

T-DNA مطالعات زیادی  نشان داده شد، در پژوهشهای مویین، که در این ریشهی القا های یک گونه خاص و متعاقبا به ریزنمونه

 نییمو یهاشهیر زیآمتیموفق دیتول به منجر LBA9402 ییایباکتر هیسواز  استفاده ،یپژوهش در. به خوبی به اثبات رسیده است

های مختلف گیاه باریجه القای ریشه مویین در ریزنمونه یبررس. (Zhao et al., 2022) شد ونجهی اهیگ WL-525HQ تهیدر وار

حتی بعد  1724و  A4 ،2659های منجر به القای ریشه مویین گردید و تلقیح با سویه 15834نشان داد که تنها سویه باکتریایی 

موفق به  GMI9534گزارش شده است که سویه  .(Montazeri et al., 2014) نداد نشاناز گذشت دو تا سه ماه پاسخ مناسبی 

منجر به القای  A13نشده است، در حالی که سویه  نخودی طناز میمر اهیگهای ریزنمونه از کی چیدر هالقای ریشه مویین 

 T-DNA (T-DNAهای القاء کننده تکرار از توالی 12های برگ و گره ساقه گردیده است. وجود ریزنمونههای مویین در ریشه

transfer stimulator sequences, TSS)  در پلاسمیدRi  سویهA13سازی بالای این سویه بیان شده است ، دلیل قدرت تراریخت

(Bernousi et al., 2016). 
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 نییمو یهاشهیر یمولکول دییتأ

نخواهد  دیتول نییمو شهیآن، ر فعال شدن ریصورت غ دارد و در نییمو یهاشهیر پیبروز فنوتدر  مهمی نقش rolBهای ژن

مورد تأیید قرار  rolBردیابی ژن  با استفاده از نییمو یهاشهیر یختیترار تیماه. در این پژوهش، (El-Esawi et al., 2017) شد

نوار حاصل از شاهد  را نشان داد که با rolB ژن ریمربوط به تکث bp 430و الکتروفورز حضور نوار  PCRگرفت. نتایج حاصل از 

با نتایج پژوهش حاضر، تراریختی  مشابه (.5نشد )شکل  ریتکث ینوار غیرتراریخت یهاشهیری اما برا ،اندازه بودهم ی(باکتر)مثبت 

تأیید گردید. نتایج حاصل از الکتروفورز محصولات  rolBاز طریق ردیابی ژن  های مختلف گیاه کاسنیهای مویین در ریزنمونهریشه

PCR  حضور نوار مربوط به ژنrolB  اگروباکتریوم رایزوژنز را آشکار کرد که با نوار حاصل از پلاسمید باکتری یکسان بود(Fathi 

et al., 2019). 

 

 نتیجه گیری کلی

های مویین در گیاه یونجه های اگروباکتریوم رایزوژنز تولید ریشهریزنمونه و سویهنتایج پژوهش حاضر نشان داد که نوع 

های برگ و هیپوکوتیل سویه باکتریایی مورد استفاده منجر به القای ریشه مویین در ریزنمونه چهار هر. دهندیم قرار ریتأثرا تحت 

های مویین به ویژه در ریزنمونه برگ بیشتری در القای ریشهاز کارآیی  A4گیاه یونجه گردید. با این وجود، سویه باکتریایی 

درصد القای  در رابطه با A4و  A13های داری بین سویههای هیپوکوتیل، تفاوت معنیبرخوردار بود. در شرایط استفاده از ریزنمونه

های اگروباکتریوم رایزوژنز مورد کمترین کارآیی تراریختی را در بین سویه 318وجود نداشت. سویه باکتریایی  نییمو شهیر

های مویین، برگ نسبت به ریزنمونه هیپوکوتیل در رابطه با تولید ریشه استفاده دارا بود. با توجه به برتری قابل توجه ریزنمونه

 .استل توصیه های مویین در گیاه یونجه قاباگروباکتریوم رایزوژنز جهت تولید ریشه A4استفاده از ریزنمونه برگ همراه با سویه 

 

 سپاسگزاری

دانند مراتب قدردانی و سپاس خود را از استاد ارجمند جناب آقای دکتر محمد در پایان نویسندگان بر خود لازم می

 های باکتریایی مورد استفاده اعلام دارند.ایشان در تأمین سویه صمیمانه یهمکارفارسی بابت 
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Abstract 

Introduction: Agrobacterium-mediated transformation is an efficient technology for induction of hairy roots in plants. 

In the present study, the effect of Agrobacterium rhizogenes strains and explant type on hairy root induction in alfalfa 

was investigated.  

Methods: A factorial experiment was conducted in a completely randomized design with three replications in Islamic 

Azad University, Sabzevar Branch. The studied factors were Agrobacterium rhizogenes strains at four levels (A13, 

318, 15834 and A4) and explant type at two levels (trifoliate leaf and hypocotyl).  

Results and discussion: The highest percentage of hairy root induction was obtained in leaf explants inoculated with 

bacterial strain A4, which was significantly higher than other strains of Agrobacterium rhizogenes. Inoculation with 

bacterial strain 318 caused the least induction of hairy roots in leaf explants and hypocotyl. Bacterial strains A13 and 

15834 produced the highest number of hairy roots per leaf and hypocotyl explants, respectively. The lowest number of 

hairy roots in leaf explants was produced under inoculation with 318 strain. The highest and lowest hairy root length 

in leaf explants, were observed under inoculation with bacterial strains A4 and 318, respectively. In hypocotyl 

explants, there was no significant difference between strains of Agrobacterium rhizogenes in terms of number and 

length of hairy roots. The results of separation of PCR products using gel electrophoresis, confirmed the presence of 

rolB gene in the genome of hairy root cells. According to the results, inoculation of leaf explants with A4 strain of 

Agrobacterium rhizogenes is recommended to produce hairy roots in alfalfa. 
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