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که در درمان بيماری  دارویي است گياهي Perilla ferutescens (L.) Brittonپریلا با نام علمي 

با استفاده از هدف از این مطالعه، بررسي القای ریشه موئين در گياه دارویي پریلا کرونا موثر است. 

ای های ثانویه در شرایط درون شيشهسازی توليد متابوليتبه منظور بهينه آگروباکتریوم رایزوژنز

املاً تصادفي با سه تکرار صورت پذیرفت. این آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاست. 

فاکتورهای مورد بررسي شامل ریزنمونه با چهار سطح )هيپوکوتيل، کوتيلدون، برگ و ميان گره 

که اثر متقابل عوامل  نشان دادنتایج  بود. (A4و  ATCC-15834ساقه( و سویه باکتری با دو سطح )

، درصد القای ریشه مویين، وزن تر و خشک مورد بررسي بر روی صفات روز تا القای ریشه مویين

های مویين در ترکيب تيماری بوده است. ظهور ریشه دارمعنيهای موئين پس از دو ماه، ریشه

از سایر ترکيبات تيماری مورد مطالعه بود.  ترسریع ATCC18534ریزنمونه کوتيلدون تلقيح شده با 

سویه تيماری در ترکيب  خشک آنو وزن تر  درصد القا و ظهور ریشه مویين، بيشترین

ATCC15834 داری نسبت به سایر ترکيبات ریزنمونه کوتيلدون حاصل شده و به طور معني و

 ي از ژنقسمت ردیابي از استفاده با موئين هایریشه تراریختي اهيتم. تيماری بيشتر بوده است

rolB  بوسيله PCR مربوطه  محصول راریختهغيرت و طبيعي هایدر حالي که برای ریشه تایيد شد

های موئين در پریلا متاثر از تکثير نشد. بطور کلي نتایج این مطالعه نشان داد که القای ریشه

 شهیمربوط به کشت ر آزمایشات یبرا مهم ازين شيپ کنتایج ی نیاریزنمونه و سویه باکتری بوده و 

 است.ثانویه  یهاتيمتابول ديبا هدف تول یينمو

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Perilla (Perilla ferutescens L. Britton) is a medicinal plant that treats corona disease. The aim of the 

present study is to optimize the induction of hairy roots in the medicinal plant Perilla using 

Agrobacterium rhizogenes. The present experiment was conducted as a factorial in the form of a 

completely randomized design with three replications. The investigated factors included explant with four 

levels (hypocotyl, cotyledon, leaf, and stem internode) and bacterial strain with two levels (ATCC-15834 

and A4). The results indicated that the interaction effect of the studied factors on the traits of day to 

induction of hairy roots, percentage of hairy root induction, and fresh and dry weight of hairy roots after 

two months was significant. The emergence of hairy roots in the treatment combination of cotyledon 

explant inoculated with ATCC18534 was faster than in other studied treatment combinations. The highest 

percentage of hairy root induction and emergence, fresh and dry weight was obtained in the treatment 

combination of ATCC15834 strain and cotyledon explant and it was significantly higher than other 

treatment combinations. The transgenic nature of the hairy roots was confirmed by tracking a part of the 

rolB gene using the PCR reaction, while the corresponding band was not amplified for the natural and 

non-transgenic roots. In general, the results of the present study showed that the induction of hairy roots 

in Perilla was affected by explant and bacterial strain, and these results are an important prerequisite for 

hairy root culture experiments with the aim of producing secondary metabolites.  

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Transformed, Perilla, Hairy root. 

 

 

  مقدمه

استفاده از داروهایی با منشأ  رب تأکید سازمان بهداشت جهانی

گیاهی به علت عوارض جانبی داروهای شیمیایی سبب شده تا 

و تولید انبوه  گذاریکشورهای مختلف جهان نسبت به سرمایه

 و غذایی ،در صنایع بهداشتی هااستفاده از آن جهتگیاهان دارویی 

داروآنجایی که  از .(Bahmankar et al., 2017) دارویی اقدام کنند

علاقه به مصرف  بوده،بدون اثرها جانبی  غالباً های گیاهی

- محصولات گیاهی در جهان به طور وسیعی افزایش یافته است

(Bahmankar et al., 2018.)  ویژگی دارویی بودن برخی از

های گیاهان به علّت وجود ترکیبات متنوعی است که متابولیت

 ,.Chaudhuri et al., 2005; Wu et al)شوندمی ثانویه نامیده

 Perilla ferutescens (L.) Brittonپریلا با نام علمی  .(2007

، خودگشن و روز کوتاه از خانواده علفی گیاهی دارویی یکساله

 Nitta) باشدمی 2n=40با تعداد کروموزوم  (Lamiaceae) نعناعیان

et al., 2003). ای ست و به طور گستردهبومی شرق آسیا این گیاه

شود و سازگار با آب و در چین، ژاپن، هند، و کره کشت می

پریلا دارای دو . (Brenner, 1993) باشدهوای گرم و مرطوب می

 با P. frutescens var. crispa :واریته اصلی است که عبارتند از

ها به خاطر مقدار و علت این رنگ بودههای قرمز و بنفش برگ

است و  malonyl shikoninهای آنتوسیانین از جمله گدانهزیاد رن

گیرد قرار می استفاده مورد گیاه دارویی به عنواناین واریته 

.(Meng et al., 2006; Nitta et al., 2003) دیگر واریته آن به نام  

P.frutescens var. frutescens های سبز رنگی بوده دارای برگکه

به عنوان یک  است که عمدتاًآنتوسیانین  حاوی مقادیر ناچیزیو 

های چرب و دارای درصد بالایی از روغن شدهگیاه روغنی کشت 

علاوه بر خواص دارویی، به دلیل پریلا  (Min et al., 1995). است

ها به عنوان یک گیاه زینتی کشت وجود تنوع رنگ و ظاهر برگ

ی هاکرم از جملهمحصولات آرایشی و بهداشتی  شده و در

 Meng et).  پوست، صابون و داروهای پوستی بسیار کاربرد دارد

al., 2009; Pandey, 2008) شیکونین یکی از مهمترین

های دارویی موجود در پریلا است. خصوصیات متعددی متابولیت

توان به خواص ضد برای پریلا ذکر شده که از جمله آنها می

ضد  ،قارچی های ویروسی، باکتریایی وضد عفونت سرطانی،

 Sut)اشاره نمود  برضد سرفه و تب ،آسم، ضد گرفتگی عضلات
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and Pavela, 2017; Yu et al., 2017; Yeh et al., 2015.) 

اند اند به این نتیجه رسیدهپژوهشگران در آزمایشاتی که انجام داده

های دارویی موجود در پریلا در که عصاره برگ و سایر متابولیت

 ,.Tang et alروس کرونا به شدت موثر است )درمان بیماری وی

2021; Ali et al., 2022 .)ای که در گیاهان های ثانویهمتابولیت

باشند شوند غالباً محدود میساخته می طبیعتو در  دارویی

(Verpoorte and Memelink, 2002; Roy, 2021 .) همچنین

و مدت  آهسته بوده در طبیعت های ثانویهتولید متابولیت سرعت

زمان طولانی برای تولید آن لازم است، بنابراین میزان آن اقتصادی 

های نبوده و ضروری است که برای تولید سریع و انبوه متابولیت

و مواد دارویی، از فنون کشت بافت گیاهی به طور بهینه ثانویه 

امروزه تولید . (Tripathi and Tripathi, 2005)استفاده شود 

کشت  ای از طریقهای ثانویه در شرایط درون شیشهمتابولیت

، مستلزم دست ورزی . این روشاستپذیر بافت گیاهی امکان

های مولد ترکیبات هدف با استفاده از سیستم ناقل ژنتیکی گونه

 Agrobacterium) آگروباکتریوم رایزوژنزطبیعی به نام 

rhizogenes) پلاسمیدهایاین سویه دارای . است Ri کننده)القا 

 انژنوم گیاه درون به آن T-DNA ورود بخشبوده که  ریشه(

های تراریخته از قسمت آلوده گیاه شده که باعث ایجاد ریشه

حاصل از های مویین شوند. ریشههای مویین نامیده میریشه

های ر از بافتتدارای رشد بسیار سریع آگروباکتریوم رایزوژنز

 های ثانویه دارندمجاور خود بوده و توان بالایی در تولید متابولیت

(Riker et al., 1930; Kim et al., 2013.) ها نشان داد که بررسی

 Riشده با پلاسمید  تراریختههای مویین جداشده از گیاهان ریشه

توانایی رشد درون شیشه در شرایط استریل را دارند و توانایی 

ها و هایی که به صورت نرمال در ریشهنتز فراوان متابولیتس

 ,.Tao et al) باشنددارا میشوند را های گیاهی یافت میاندام

های های مویین در یکی از گونهپژوهشگران القای ریشه (.2006

را با  (Ocimum tenuiflorum)جنس ریحان به نام ریحان مقدس 

مورد مطالعه قرار  ATCC-15834سویه  آگروباکتریوم ریزوژنز

دادند و گزارش نمودند که بیشترین میزان القای ریشه مویین در 

های سبز رنگ ریحان مقدس نسبت برگ بوده و در فرم ریزنمونه

قرمز آن، القای بهتری صورت گرفته است. حضور ژن  به فرم

rolB  ای پلیمرازاین مطالعه به کمک واکنش زنجیره در( PCR  )

. در (Vyas and Mukhopadhyay, 2014)یص داده شد نیز تشخ

یی ریحان شیرین گزارش ی القای ریشه مویین در گیاه دارومطالعه

در  رایزوژنز گروباکتریومآهای مویین به کمک شد که القای ریشه

 به منظور تولید رزمارینیک (Ocimum basilicum)ریحان شیرین 

ها با موفقیت صورت پذیرفته است اکسیداناسید و آنتی

(Srivastava et al., 2016) . در مطالعه القای ریشه موئین در گیاه

ریحان، گزارش دیگری نشان داد که ریشه موئین در ریزنمونه گره 

ها از جمله برگ و ساقه هیچگونه ریشه تولید و در سایر ریزنمونه

(. Zare Hasan Abadi et al., 2020موئینی مشاهده نگردید )

گران در تنها مطالعه انجام شده بر روی القای ریشه مویین پژوهش

آگروباکتریوم از  ATCC-15834در گیاه دارویی پریلا با سویه 

گزارش کردند که ریزنمونه برگ بیشترین درصد تولید  رایزوژنز

با (. Phuong et al., 2021های مویین را ایجاد نموده است )ریشه

مطالعات القای  اکنون در ایرانهای صورت گرفته تسیرتوجه به بر

گزارش نشده و در جوامع بر روی گیاه دارویی پریلا  ریشه مویین

. بنابراین است بین المللی نیز مطالعات محدودی صورت پذیرفته

هدف از این مطالعه، بررسی القای ریشه موئین در گیاه دارویی 

جهت  های مختلف آگروباکتریوم ریزوژنزبا استفاده از سویهپریلا 

های استفاده در مطالعات آینده از جمله کاربرد در تولید متابولیت

 ای است. ثانویه تحت شرایط درون شیشه

 

  هاروش و مواد

در آزمایش حاضر واریته : ضد عفونی بذور و تهیه ریزنمونه

عفونی بذور از بنفش پریلا مورد مطالعه قرار گرفت. به منظور ضد

درصد  ۵/2مدت یک دقیقه و محلول  به درصد ۷۰محلول اتانول 

دقیقه همراه با تکان دادن، در زیر  1۰هیپوکلریت سدیم به مدت 

هود لامینار ایر فلو و تحت شرایط استریل استفاده شد. پس از 

های سترون ضدعفونی، بذور استریل به منظور تولید گیاهچه

از عناصر میکرو و  MS/2ی ریزنمونه، در محیط کشت جهت تهیه

و  (pH=5.8)درصد آگار  ۷/۰کرو به همراه سه درصد ساکارز و ما

عاری از هورمون کشت شدند. ظروف کشت در اتاق رشد با 

با  LUX 3۰۰۰گراد و شدت نور ی سانتیدرجه 24  ± 2 دمای 

ساعت روشنایی و هشت ساعت تاریکی  1۶ی نوری دوره
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به  پس از دستیابی .(Bahmankar et al., 2017)نگهداری شدند 

( از حدود یک ماههی مناسب )های سترون قوی با بنیهگیاهچه

هیپوکوتیل،  از جملهها انواع ریز نمونه آنهای مختلف قسمت

 .تهیه شد ، برگ و میان گره ساقهکوتیلدون

                  ها:سازی سوسپانسیون باکتری و تلقیح ریزنمونهآماده
 (A4و  ATCC-15834) ژنزآگروباکتریوم رایزوی باکتری دو سویه

کشت باکتری در  مورد استفاده قرار گرفت.آزمایش در این 

نجام گرم بر لیتر ریفامپیسین امیلی ۷۵مایع حاوی  LBهای محیط

به مدت در دقیقه داخل شیکر  1۸۰درجه و دور  2۸و در دمای 

سط محلول باکتری تو 600ODانکوباتور قرار گرفتند. ساعت در  24

 ۸/۰تا  ۶/۰گیری و این پارامتر بین توفتومتری اندازهدستگاه اسپک

های ها تلقیح شدند. ریزنمونهتنظیم و با این محلول ریزنمونه

یک  ریبیبا اندازه تق ، برگ و میان گره ساقههیپوکوتیل ،کوتیلدون

دقیقه داخل  1۰متر پس از زخم سطحی به مدت سانتی

ه ده بهای تلقیح شنهسوسپانسیون باکتری قرار داده شدند. ریزنمو

ده منظور دفع رطوبت اضافی بر روی کاغذ صافی استریل قرار دا

هورمون( منتقل  فاقد MS محیط)شده و سپس به محیط همکشتی 

، ساعت 4۸گذشت از و در محیط تاریک نگهداری شدند. پس 

فوتاکسیم با سبیوتیک دارای آنتی MSهای ها به محیطریزنمونه

ر ته یک بابر لیتر انتقال داده شدند. هر دو هف گرممیلی 2۰۰میزان 

های شاهد ها صورت گرفت. برای تهیه نمونهواکشت ریزنمونه

 آب مقطر استریل ونمدت زمان مشابه در درتعدادی ریزنمونه 

و سپس در شرایط به طور کامل مشابه کشت و  منتقل شد

 ریزنمونه کشت گردید و سه ۸در هر پتریدیش  نگهداری شدند.

 .کرار )پتری دیش( برای هر ترکیب تیماری در نظر گرفته شدت

 و گرادسانتی درجه 24  ± 2ظروف کشت در اتاق رشد با دمای 

ساعت روشنایی و  1۶ی نوری با دوره LUX 3۰۰۰ نور شدت

های . پس از ظهور ریشههشت ساعت تاریکی نگهداری شدند

ر د روز تا ظهوهای موئین بر مبنای تعداموئین، سرعت القای ریشه

ای ریشه موئین در هر ترکیب تیماری یادداشت گردید. درصد الق

 های مولد ریشه موئینریشه موئین نیز به صورت تعداد ریزنمونه

نسبت به تعداد کل ریزنمونه کشت شده در هر پتری محاسبه 

 گردید.

 های موئین درون شیکر انکورباتور:استقرار و نگهداری ریشه

متری رسید، در هر سانتی 2-3ها به حدود ریشههنگامی که طول 

برتر که رشد بیشتری  کلون ۵ترکیب تیماری و در هر تکرار، 

 ۵۰۰های نشان داشته جدا شدند. قطعات جداشده به درون ارلن

مایع منتقل و  MS/2 محیط کشت میلی لیتر 1۰۰لیتری حاوی میلی

روی شیکر بر گراد سانتی یدرجه 24  ± 2دمای  در تاریکی و

قرار گرفته و هر دو هفته یکبار واکشت  rpm ۹۰چرخشی با دور 

ها تر و خشک ریشه، وزندو ماهشدند. پس از گذشت حدود 

گیری شدند. بازدهی تولید ریشه به اندازه ترازوی دیجیتال توسط

صورت میزان تولید ماده خشک بر حسب گرم در هر تیمار 

  محاسبه گردید.

آزمایش حاضر به صورت فاکتوریل بر  ها:هتجزیه و تحلیل داد

ریزنمونه در هر تکرار(  ۸مبنای طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار )

صورت پذیرفت. فاکتورهای مورد بررسی شامل ریزنمونه با چهار 

سطح )هیپوکوتیل، کوتیلدون، برگ و میان گره ساقه( و سویه 

ر تجزیه به منظوبود.  (A4و  ATCC-15834باکتری با دو سطح )

و  شداستفاده  4.2.1ی نسخه Rو تحلیل آماری از نرم افزار 

 .صورت پذیرفت LSDها با روش بندی میانگینگروه

یختی به منظور تایید ترار :PCRتایید تراریختی  با استفاده از 

. در در آنها بررسی گردد rolهای نهای موئین باید حضور ژریشه

زایی و یاتی در بیمارینقش ح rolB، ژن rolهای میان ژن

های ریشه در القای  rolهای تراریختی دارد، در حالی که سایر ژن

های مویین از ریشه. (Bose et al., 2022)موئین نقش دارند

به  پریلا های غیرمویین )طبیعی(ریشه همچنین )تراریخته( و

 استخراج شد CTABبه روش  ژنومی DNAعنوان کنترل منفی، 

(Yousefian et al., 2020; Cheng et al., 2021)پلاسمید باکتری . 

بت استخراج و به عنوان کنترل مث نیز آگروباکتریوم رایزوژنز

به  rolBبا آغازگرهای اختصاصی ژن   PCR. آزمون دگردی استفاده

ن انجام شد. آغازگرهای اختصاصی ژ منظور تایید حضور این ژن

rolB   :به صورت زیر بود 

Forward -5ʹATGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCCACGA-3ʹ 

Reverse -5ʹTTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC-3ʹ 
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مل واسرشت های مورد نظر شابرای تکثیر ژن PCRی چرخه

 ۵گراد ) یک چرخه و مدت درجه سانتی ۹4سازی اولیه در 

چرخه به  3۵گراد )درجه سانتی ۹4دقیقه(، واسرشت سازی در 

دقیقه(،  1گراد )به مدت درجه سانتی ۵۶دقیقه(، اتصال در  1مدت 

دقیقه( و تکثیر  1گراد ) به مدت درجه سانتی ۷2گسترش در 

جهت  دقیقه( بود. ۷)به مدت  گراددرجه سانتی ۷2نهایی در 

، ژل آگارز یک و نیم درصد مورد PCRمشاهده محصولات 

داک در دستگاه ژل UVاستفاده و ژل حاصل با استفاده از نور 

 (.Alizadeh et al., 2016) مورد بررسی قرار گرفت

 

  و بحث نتایج

 

توانایی بیشتری در  آگروباکتریوم رایزوژنزهای آگروپینی سویه

ها دارند، ازین رو در مطالعه حاضر دو سویه ختی سلولتراری

جهت القای ریشه موئین در گیاه  A4و  ATCC-15834آگروپینی 

 مشاهدات حاکی از آن بود که دارویی پریلا استفاده گردید.

بر روی آن  هـب کـیدنزو  مـخز محلبر روی مویین های یشهر

این باورند که پژوهشگران بر  .(1ها ظاهر شدند )شکل ریزنمونه

آن به  یفنل باتیترک شود،یم یزخم یاهیسلول گ کی که یزمان

 آگروباکتریوم رایزوژنزتوسط  باتیترک نیا منتشر واطراف  طیمح

 دنشومیجذب  یبه طرف محل زخمدریافت شده و بنابراین 

(Potrykus et al., 1990; Oksman-Caldentey and Hiltunen, 

در را  زایماریب هایژن انیبت (. همچنین این ترکیبا1996

نموده که این موضوع در فرآیند تراریختی و  کیتحرها باکتری

انتقال ژن به سلول هدف خیلی موثر است. البته این پژوهشگران 

های مختلف، اذعان کردند که قابلیت تراریختی در بین ریزنمونه

دهند متفاوت بوده و آنها به زخم پاسخ متفاوتی نشان می

(Potrykus et al., 1990; Oksman-Caldentey and Hiltunen, 

های القا شده توسط هر دو سویه در مطالعه حاضر، ریشه (.1996

باکتری، انشعابات زیاد و رشد سریع داشتند و تفاوت 

در نتایج نشان داد که مورفولوژیکی اندکی بین آنها مشاهده شد. 

 ،اـهآن هـب کـیدنزو  مـخز محلدر  ،اهدـش یاـههـنمون

در مطالعه حاضر به منظور مقایسه نشد.  ظاهر اییشهر هیچگونه

اثر متقابل ریزنمونه و سویه باکتری بر روی القای ریشه موئین در 

گیاه دارویی پریلا، برخی خصوصیات از قبیل درصد القای ریشه 

موئین، روز تا القا ریشه موئین، وزن تر و خشک آنها مورد 

 ارزیابی قرار گرفت.

 روز تا القای ریشه موئین

نتایج حاکی از آن بود که صفت روز تا القای ریشه موئین بطور 

داری متاثر از اثر متقابل ریزنمونه گیاهی و سویه باکتری بوده معنی

 )سرعت القای ریشه( القای ریشه مویین خصوصیت روز تا است.

های مورد مطالعه نسبت به در ریزنمونه  ATCC15834سویه 

دهی اثر متقابل (. نتایج برش1بیشتر بوده است )جدول A4سویه 

( نشان 2سطوح مختلف ریزنمونه در هر سطح از باکتری )جدول 

های مورد مطالعه از نظر سرعت القای ریشه داد که بین ریزنمونه

سریعترین به طوری که  دارد،داری وجود مویین تفاوت معنی

و  ATCC15834 ترکیب تیماری در های مویینریشهتظاهر 

. قابل (3مشاهده شد )جدول روز( ۷)تقریباً  ریزنمونه کوتیلدون 

نیز سرعت   A4ها با سویه ذکر است که در تراریختی ریزنمونه

 دیگرهای مویین در ریزنمونه کوتیلدون نسبت به تولید ریشه

  DNAها سریعتر بوده که دال بر پذیرش سریعتر ریزنمونه

کوتیلدون نسبت  ریزنمونه هایسلولسط تو آگروباکتریوم ریزوژنز

علاوه بر سایر عوامل موثر های این مطالعه است. به سایر ریزنمونه

های درگیر در این رخداد، ممکن است بتوان و میزان بیان ژن

ی موجود در کوتیلدون که با زخمی کردن بافت فنل باتیترکگفت 

 ATCC15834 پذیری آن را با باکتریآن ترشح شده میزان واکنش

های تر ریشهتحت تاثیر قرار داده و بنابراین منجر به ظهور سریع

موئین در آن شده است. پژوهشگران معتقدند که مدت زمان لازم 

جهت ظهور ریشه موئین حایز اهمیت است، به طوری که هر چه 

این زمان کمتر باشد، روند رشد ریشه، تولید و استخراج 

 Dehghan et)ن به صرفه خواهد بود تر و مقروها کوتاهمتابولیت

al., 2012).   

 درصد القای ریشه موئین 

نتایج حاکی از آن بود که اثر متقابل ریزنمونه گیاهی و سویه 

دار بوده است. باکتری بر روی درصد القای ریشه موئین معنی

این بین  نگاه اول نشان داد کهدر  مقایسه میانگین ترکیبات تیماری
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داری از نظر درصد القای ریشه مویین تفاوت معنی ترکیبات

دهی اثر در حالی که در برش (.1مشاهده نشده است )جدول

دهی اثر متقابل نتایج برش متقابل نتایج متفاوتی حاصل شد.

( 2سطوح مختلف ریزنمونه در هر سطح از سویه باکتری )جدول 

های مورد ، بین ریزنمونهATCC15834سویه  نشان داد که در

داری وجود مطالعه از نظر درصد القا ریشه مویین تفاوت معنی

، به طوری که بیشترین درصد القای ریشه مویین در شتدا

. (3د )جدولمشاهده ش درصد ۶۶با میانگین  ریزنمونه کوتیلدون

های بین ریز نمونه  A4این در حالی است که در سطح سویه 

داری مشاهده نگردید. باید اشاره نمود رد مطالعه اختلاف معنیمو

داری از نظر صفت درصد از آنجایی که هیچگونه تفاوت معنی

 1القای ریشه مویین در بین ترکیبات تیماری درج شده در جدول 

لذا ، نتایج متفاوتی مشاهده شددهی پس از برش امامشاهده نشد، 

 تفسیر نتایج دهی اثر متقابل دربرش ضرورت و اهمیتتوان به می

گیری درست نتایج از آن در راستای تصمیمتا آزمایش پی برد  این

بر روی القای ریشه  پژوهشگران دیگری در مطالعه .جستبهره 

در پریلا   ATCC-15834سویه  آگروباکتریوم ریزوژنزمویین با 

 هایگزارش نمودند که ریزنمونه برگ بیشترین درصد تولید ریشه

 تیماه (.Phuong et al, 2021مویین را ایجاد کرده است )

هنوز به طور ی اهیگ هایو سلول ومیآگروباکتر انیبرهمکنش م

 هیمطلوب سو بیترک افتنیبه منظور  ، بنابراینکامل درک نشده

 یستیبا یباکترهای هیاز سو ایمجموعه ،یاهیگ پیو ژنوت یباکتر

 ،گیاهی پیوه بر ژنوتآزمون گردد. علا هدف پیژنوت یبر رو

 زنمونهیر یولوژیزیف تیوضعسن، نوع و  از جمله یگریعوامل د

 یتحائز اهم یباکتر هیو سو پیژنوت یسازگار نییدر تع توانندیم

دیگر  .(Tiwari et al., 2007; Srivastava et al., 2016) باشند

پژوهشگران نیز بر تاثیر عوامل مختلف از جمله سویه باکتری و 

 Azizاند )نوع ریزنمونه بر روی القای ریشه مویین تاکید نموده

Khajeh et al., 2018.) 

 

 گیری شدهمقایسه میانگین ترکیبات تیماری حاصل از اثر متقابل سویه باکتری و نوع ریزنمونه بر روی صفات اندازه -1جدول 

Table 1. Mean Comparison of the treatment combinations resulting from the interaction of bacterial strain and explant type on 

the measured traits 

Dry weight of 

hairy roots (gr) 
Fresh weight of 

hairy roots (gr)   
Percentage of 

hairy root 

induction 

Day to 

induction of 

hairy roots 

Treatment Combinations 

(Bacteria Strains * Explants) 

2.2 ± 0.66 a 3.38 ± 0.82 a 0.66 ± 0.07 a 7.33 ± 0.57 d ATCC15834 * Cotyledon 

0.7 ± 0.13 cd 1.12 ± 0.18 e 0.2 ± 0.07   a 14 ± 1 b ATCC15834 * Hypocotyl 

1.5 ± 0.34 b 2.52 ± 0.47 b 0.41 ± 0.07 a 8.66 ± 0.57 cd ATCC15834 * Leaf 

0.65 ± 0.07 d 1.11 ± 0.13 e 0.29 ± 0.14 a 9.33 ± 0.57 cd ATCC15834 * Stem Internode 

0.75 ± 0.11 cd 1.27 ± 0.16 de 0.29 ± 0.07 a 12.33 ± 1.52 b A4 * Cotyledon 

1.1 ± 0.2 bc 1.88 ± 0.32 c 0.37 ± 0.12 a 16.33 ± 2.08 a A4 * Hypocotyl 

0.66 ± 0.13 d 1.11 ± 0.19 e 0.25 ± 0.12 a 10 ± 1.01 c A4 * Leaf 

0.96 ± 0.17 cd 1.67 ± 0.35 cd 0.33 ± 0.14 a 14.33 ± 1.15 ab A4 * Stem Internode 

 باشد.درصد می 5در سطح  LSDدار با آزمون حداقل یک حرف مشترک در هر ستون، نشان دهنده عدم وجود تفاوت معنی

Columns with at least one common letter are not significant at 0.05 probability levels by LSD test. 

 

 طالعهثر ریزنمونه در سطوح مختلف سویه باکتری برای صفات مورد مدهی امیانگین مربعات حاصل از تجزیه واریانس برش -2جدول

Table 2. The mean square obtained from the variance analysis of the sliced explant effect at different levels of the bacterial 

strain for the measured traits. 
Dry weight of 

hairy roots 
Fresh weight of 

hairy roots 
Percentage of 

hairy root 

induction 

Day to 

induction of 

hairy roots 

Degree of 

Freedom 
Source of 

Variance 

1.61** 3.72** 0.11** 25.22 ** 3 ATCC15834 
0.12* 0.37* 0.008ns 22.08** 3 A4 

ns ،* درصد. 1و  ۵دار درسطح احتمال دار، معنیبه ترتیب غیرمعنی ** و 

ns, * and ** non-significant, significant at 0.05 and 0.01 probability levels, respectively. 
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 و a) جامد MSدر محیط  های موئین: ریشهه دارویی پریلادر گیا Cotyledon * ATCC15834های موئین در ترکیب تیماری رشد و توسعه ریشه مراحل -1شکل

b) ، حاوی محیط  ها به ارلناز انتقال آن یک ماهپس از گذشت  های موئینریشهتوسعهMS/2 مایع درون شیکر انکوباتور (c) پس از  های موئینریشه، رشد و توسعه

 .(dمایع درون شیکر انکوباتور) MS/2حاوی محیط  ها به ارلناز انتقال آن ماه 2گذشت 

Fig 1. Stages of growth and development of hairy roots in the treatment combination of Cotyledon*ATCC15834 in Perilla. 

Hairy roots in solid MS medium (a and b), The development of hairy roots after one month of transferring them to Erlenmeyer 

flask containing liquid MS/2 medium in the incubator shaker (c), Growth and development of hairy roots after 2 months of 

transferring them to Erlenmeyer flask containing liquid MS/2 medium inside the incubator shaker (d). 
 

 وزن تر ریشه موئین

های موئین پس از دو ماه، نتایج حاکی از آن بود که وزن تر ریشه

متاثر از اثر متقابل ریزنمونه گیاهی و سویه داری به طور معنی

نشان داد که بین ترکیبات  نیز میانگین اتمقایسباکتری بوده است. 

ی دارتر ریشه مویین تفاوت معنیتیماری مورد مطالعه از نظر وزن

 وجود داشته به طوری که بیشترین میزان وزن تر ریشه موئین

و ریزنمونه   ATCC15834در ترکیب سویه  گرم( 3۸/3)

داری نسبت به سایر کوتیلدون حاصل شده و به طور معنی

(. نتایج 1جدول، 1)شکل  ترکیبات تیماری بیشتر بوده است

 دهی اثر متقابل سطوح مختلف ریزنمونه در هر سطح ازبرش

( نشان داد که در هر دو سویه باکتری، بین 2سویه باکتری )جدول 

های مورد مطالعه از نظر وزن تر ریشه مویین تفاوت ریزنمونه

و  ATCC15834به طوری که سویه  ،داری وجود داردمعنی

ها بیشترین میزان وزن ریزنمونه کوتیلدون نسبت به دیگر ریزنمونه

که بیشترین  در حالی. (3دولنمود )جرا تولید  گرم( 3۸/3)تر 

های تلقیح شده با در بین ریزنمونه میزان وزن تر ریشه مویین

a b 

c d 
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میانگره ساقه و  گرم( ۸۸/1) دو ریزنمونه هیپوکوتیلدر  A4سویه 

که دال بر اثر متقابل ریزنمونه و سویه  مشاهده گردید گرم( ۶۷/1)

پژوهشگران معتقدند که اختلاف در میزان رشد باکتری است. 

های موئین و بیوماس آنها مربوط به تنوع پلاسمیدهای وارد ریشه

های مختلف باکتری است که به چگونگی تاثیر شده توسط سویه

های ها سطح هورمونشود. بیان این ژنمربوط می rolهای ژن

های اکسین و سیتوکینین گیاه میزبان و نیز میزان حساسیت سلول

 Tiwari et)دهند تغییر می های رشد راگیاهی به سطح هورمون

al., 2007).  

 وزن خشک ریشه موئین

داری به طور معنیهای موئین پس از دو ماه، نیز وزن خشک ریشه

 اثر متقابل ریزنمونه گیاهی و سویه باکتری بوده است.متاثر از 

خشک نیز تفاوت  مشابه وزن تر ریشه مویین، از نظر وزن

به  مشاهده گردید،داری بین ترکیبات تیماری مورد مطالعه معنی

در ترکیب تیماری سویه گرم(  2/2) آنطوری که بیشترین میزان 

ATCC15834  به طور و ریزنمونه کوتیلدون حاصل شده و

داری نسبت به سایر ترکیبات تیماری بیشتر بوده است معنی

دهی اثر متقابل ریزنمونه در هر سطح از (. نتایج برش1)جدول

، بین آن( نشان داد که در هر دو سطح 2سویه باکتری )جدول 

های مورد مطالعه از نظر وزن خشک ریشه مویین تفاوت ریزنمونه

  ATCC15834ه در سویه داری وجود دارد به طوری کمعنی

ها بیشترین میزان وزن ریزنمونه کوتیلدون نسبت به دیگر ریزنمونه

. (3)جدول است هرا تولید کرد گرم( 2/2) های مویینخشک ریشه

همچنین نتایج نشان داد که بیشترین میزان وزن خشک ریشه 

دو در  A4های تلقیح شده با سویه در بین ریزنمونه مویین

تولید ، گرم( ۹۶/۰میانگره ساقه )و گرم(  1/1) کوتیلریزنمونه هیپو

که این رخداد دال بر تایید اثر متقابل بین سویه باکتری و  شده

های موئین به های معمولی، ریشهبر خلاف ریشهریزنمونه است. 

دلیل فقدان پلاستیدهای مختلف از جمله آمیلوپلاست، پاسخ 

ن داده و در قیاس با گرایی( نشارشدی پلاژیوتروپیک )عدم زمین

های معمولی انشعابات بیشتر، رشد سریعتر و بیوماس ریشه

های رشد گیاهی کنندهبیشتری داشته و در محیط  فاقد تنظیم

پژوهشگران در  (.Georgiev et al., 2007) توانند کشت شوندمی

مطالعه خود در القای ریشه مویین در گیاه دارویی شاه اسپرم نیز 

ها نسبت های القا شده در کوتیلدونکه وزن ریشه گزارش نمودند

 Maroufi andهای ارزیابی شده بیشتر بود )به سایر ریزنمونه

Majdi, 2015.) 

 گیری شدهبر روی صفات اندازهاثر ریزنمونه در سطوح مختلف سویه باکتری دهی مقایسه میانگین حاصل از برش -3جدول 

Table 3. The mean comparison obtained from the sliced explant effect at different levels of the bacterial strain for the 

measured traits. 
Dry weight of 

hairy 
Fresh weight of 

hairy 
Percentage of 

hairy root 

induction 

Day to induction 

of hairy roots 
Explants Bacterial Strain 

2.2 ± 0.59 a 3.38 ± 0.73 a 0.66 ± 0.064 a 7.33 ± 0.51 c Cotyledon  
 

ATCC15384 

 

0.7 ± 0.12 c 1.12 ± 0.16c 0.20 ± 0.208 c 14.0 ± 0.89 a  Hypocotyl 

1.5 ± 0.3 b 2.52 ± 0.42 b 0.41 ± 0.064 b 8.66 ± 0.51 b Leaf 

0.65 ± 0.07 c 1.11 ± 0.12 c 0.29 ± 0.13 bc 9.33 ± 0.51 b Stem Internode 

0.75 ± 0.1 bc 1.27 ± 0.14 b 0.29 ± 0.06 a 12.33 ± 1.36 c Cotyledon  

 

A4 
1.1 ± 0.18 a 1.88 ± 0.29 a 0.37 ± 0.11 a 16.33 ± 1.86 a Hypocotyl 

 

0.66 ± 0.11 c 1.11 ± 0.17 b 0.25 ± 0.11 a 10.0 ± 0.89 d Leaf 

 

0.96 ± 0.16 ab 1.67 ± 0.31 a 0.33 ± 0.12 a 14.33 ± 1.03 b Stem Internode 

 

 باشد.درصد می ۵در سطح  LSDدار با آزمون حداقل یک حرف مشترک در ستون، نشان دهنده عدم وجود تفاوت معنی

Columns with at least one common letter are not significant at 0.05 probability levels by LSD test. 
 های موئینتایید تراریختی ریشه

های مویین القا شده توسط ریشهاگرچه مورفولوژی خاص و رشد 

در محیط کشت فاقد هورمون، تا حدی  ریزوژنز آگروباکتریوم

های گیاهی و به ژنوم سلول T-DNAی نفوذ نشان دهنده

باشد، با این وجود بررسی ماهیت تراریختی تراریختی آنها می

  لازم است. PCRها با روش ریشه
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های موئین در ریشه rolB ژن bp۷۸۰قطعه   PCRزیه و تحلیل تج -2شکل

( به مربوط به دو نمونه از 3و  2نوارهای )  مربوط به آب، 1نوار  .پریلا

مربوط به ریشه معمولی )کنترل منفی(،  ۵و  4، نوار القا شده های موئینریشه

 .bp1۰۰ ر مربوط به لد L)کنترل مثبت(، نوار  مربوط به پلاسمید باکتری ۶نوار 
Fig 2. PCR analysis of rolB gene (780 bp) of hairy roots in 

Perilla. Band 1 is related to water, bands (2 and 3) are related to 

two samples of induced hairy roots, bands 4 and 5 are related to 

normal roots (negative control), band 6 is related to bacterial 

plasmid (positive control), band L is related to Ladder 100 bp. 
 

موجود در  rolهای پژوهشگران بر این باورند که در میان ژن

نقش ضروری در القای ریشه مویین  rolB، ریزوژنز آگروباکتریوم

های در القای ریشه rolDو  rolC ،rolAهای دارد در حالی که ژن

. در این مطالعه، (Sujatha et al., 2013)جانبی دارند  مویین نقش

 با قطعاتی تکثیر بهای پلیمراز منجر واکنش زنجیرهنتایج حاصل از 

که تقریباً با نوار کنترل مثبت  شده بود( bp۷۸۰حدود ) لطو

 غیرتراریخته و طبیعی های)باکتری( هم اندازه بود، اما برای ریشه

 هایریشه تراریختی اهیتم(. بنابراین 2نواری تکثیر نشد )شکل

 ی از ژنقسمت ردیابی از استفاده با در گیاه دارویی پریلا موئین

rolB ریحان  های موئینریشه ریختی. تایید تراتایید شد

(O. basilicum )استفاده از آغازگرهای با rolB  انجام شد

(Srivastava et al., 2016) همچنین پژوهشگران در دیگر .

مطالعات با مشاهده باند مربوط به آغازگرهای اختصاصی ژن 

rolB های موئین گیاهان دارویی باباآدم )در ریشهArctium lappa 

L. و )Gmelina arborea Roxb.  تراریختی آن را تایید کردند

(Soleimani et al., 2012; Dhakulkar et al., 2005) ژن .rolB 

برای القای ریشه موئین به طور کامل ضروری بوده و حتی زمانی 

تواند تولید ریشه موئین قابل می ،که این ژن به تنهایی بیان شود

پژوهشگران بر این . (Georgiev et al., 2007)توجهی داشته باشد 

های های دارویی در ریشهمتابولیت وسنتزیب ییتوانا باورند که

 دارد یهمبستگ rolBاز  mRNA هاینسخه یبا فراوان موئین

(Kiselev et al., 2007).  

  ه گیری کلینتیج

 

در این مطالعه اثر متقابل ریزنمونه و سویه باکتری بر روی القای 

ریشه موئین در گیاه دارویی پریلا مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج 

، درصد القای دال بر آن بود که صفات روز تا القای ریشه مویین

به های موئین پس از دو ماه، ریشه مویین، وزن تر و خشک ریشه

متاثر از اثر متقابل عوامل مورد بررسی بوده است. داری طور معنی

های مویین در ترکیب تیماری ریزنمونه کوتیلدون و القا ریشه

ATCC18534 از سایر ترکیبات تیماری مورد مطالعه بود.  ترسریع

تیماری ریشه موئین در ترکیب و خشک ن وزن تر بیشترین میزا

و ریزنمونه کوتیلدون حاصل شده و به طور   ATCC15834سویه 

نتایج . داری نسبت به سایر ترکیبات تیماری بیشتر بوده استمعنی

دهی اثر متقابل سطوح مختلف ریزنمونه در هر سطح از برش

تیلدون ریزنمونه کو ATCC15834در سویه که باکتری نشان داد 

 و خشک ها بیشترین میزان وزن ترنسبت به دیگر ریزنمونه

که در بین  در حالیاست.  ههای مویین را تولید کردریشه

دو ریزنمونه هیپوکوتیل و  A4های تلقیح شده با سویه ریزنمونه

ریشه مویین را و خشک بیشترین میزان وزن تر  میانگره ساقه

یزنمونه و سویه باکتری است. که دال بر اثر متقابل ر هتولید کرد

ی از قسمت ردیابی از استفاده با موئین هایریشه تراریختی اهیتم

در حالی که برای  تایید شد PCR واکنش کارگیری بهبا  rolB ژن

نوار مربوطه تکثیر نشد. بطور  غیرتراریخته و طبیعی هایریشه

های کلی نتایج این مطالعه نشان داد که رشد و عملکرد ریشه

 در مطالعات آینده موئین متاثر از ریزنمونه و سویه باکتری است و

 یبرامناسب  نیگزیجا کتواند یهای موئین پریلا میکشت ریشه

تحت شرایط درون یی در آن دارو یهاتیمتابولسریع  دیتول

 ای محسوب گردد. شیشه

L     1    2      3     4     5      6    

1000bp 

500bp 
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