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 چکیده 
 یاست که در نقاط محدود رانیاای و معطر انحصاری یي، ادویهدارو اهانيگ از يکی (Kelussia odoratissima Mozaff)کلوس     

 .تقرار داده اسدر معرض انقراض رویه، کلوس را برداشت بي ئي آن در طب سنتي،دارو باتيترک تياهم به توجه با. دیرويمدر کشور 
 استفاده هینوثا یهاتيمتابولو  ديمف باتيترک ديدر جهت تول ياهيگ بافت کشت از توانيم ، برای جلوگيری از انقراض کلوس،رونیا از

منظور،  نيماست. به ه اهانيارزشمند در گ هیثانو تيمتابولو  يداروئ باتيترک ديتول یبرا کارآمد ستميس كی نئيمو شهی. کشت رنمود
 Agrobacterium rhizogenes یزایماريب هیسو دو ازدر گياه کلوس،  نئيمو شهیر ديتول و القاء یرو بر مختلف یفاکتورها اثر يبررس یبرا

(A4 و ATCC15834)، نونگیسه سطح استوسر ،(زیرلپه ولپه ) زنمونهیر دو (1=3a، 33=2a  3=133وa ميکرو مولار) گلوگز سطح سه و 
 هر که داد نشان جینتا. استفاده شد تکرار سهبا  بر پایه طرح کاملا تصادفي لیفاکتور شیآزماصورت  به b)3=%1و  1b، %3/3=2b=صفر)

کشت  طيدر مح ATCC15834 اگروباکتریوم هیسو نيشوند. همچنکلوس  اهيدر گ نيموئ شهیر القاءسبب  ندتوانست اگروباکتریوم هیسو دو
MS ی هازنمونهیر در نيموئ یهاشهیر ديرا در تول یيکارا نیگلوکز بالاتر درصد 3/3 در حضور نونگیاستوسرميکرومولار  133با  هیپا
در هر  گلوکز و نونگیاستوسربدون  هیپا MSکشت  طيدر مح A4 اگروباکتریوم هیسودر  نئيمو شهیر ديتول زانيم نیکمتر وداشت لپه 

نيز تایيد شد.  rolCن ژو آغازگرهای اختصاصي  PCRبه کمك  A. rizhogenesها توسط صحت القاء ریشه .شد مشاهده زنمونهیدو ر
 های کلوس امکان پذیر است.ریزنمونهنتایج این تحقيق برای اولين بار نشان داد که القاء ریشه موئين در 

 . های کلوس امکان پذیر استریزنمونه
 

 گلوکز کلوس، ،ریشه موئين ،ریزنمونه، استوسرینگون ، Agrobacterium rhizogenes های كلیدی:واژه

 
 

 مقدمه 
 از يکی (Kelussia adoratissima mozaff)کلوس  گياه

مراتع  ای بوميعلوفه ي ویدارو شدهکمتر شناخته هایگونه
ی اريچهارمحال و بخت ،لرستان یهااستان ژهیوهغرب ایران، ب

 جهان مناطق در سایر آن وجود تاکنون که استو اصفهان 

 از ياهيگکلوس  .(2010et al. Salimi ,) است نشده گزارش
 ارتفاع به یااستوانه یاهساله، معطر با ساق چتریان، چند تيره

-شانه دوبار و ای بزرگقاعده هایبرگ متر،سانتي 233-123

 بارور لاًکام انتهایي یچتر بزرگ آذینگل عمودی با شمای ای

 مناطق ارتفاعات و در گياه نیا .(2010et al. Salimi ,)است 
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 متر 2333ارتفاع  حداقل با و مرکزی زاگرس ناحيه گيربرف

 به بيشترميليمتر ) 233 حدود ساليانه بارش و دریا سطح از

 دليل به رویشي دوره اوایل در . این گياهدیرويبرف( م صورت

 شدتبه و است غنچه شکل به ای،های قاعدهبرگ فشردگي

با قيمت بالا  محلي هایبازار در و برداشت مردم محلي توسط
دليل پراکنش محدود و  رو، بهنیاز ا. رسدفروش مي به

 توليد و تجدید حيات فرصت گياه این آن، رویهيب برداشت

 از یکي اهيگ نیا در حال حاضر ،دليل همينبه ،را ندارد بذر

Ebrahimi ) شوديمحسوب م ایران انقراض حال در گياهان

, 2018et al.). های مختلف این گياه از قسمت سنتي، طب در
های شود. اندامها استفاده ميدرمان بسياری از بيماری برای

ضددرد، ضدالتهاب و تصفيه خون  مانندهوایي دارای خواصي 
جوشانده بذرها در درمان سرماخوردگي و هستند و از 

ی، آنتي ترومبوز، حفاظت از دستگاه گوارش، ضد ژضدآلر
 شودآوری عصاره این گياه استفاده مياثر خواب از دیابت و

, et al. Haj hashemi, 2007) et al. Ahmadi

2003.Dewick, 2002).  ترکيب  20 دارای حداقلکلوس گياه
et  Omidbaigi) اره خود استدر عصشناخته شده ایي يشيم

, 2008al.). 0-،1ليگوستيليد -سيس مشخص شده است که- 
ترکيب اصلي اسانس این گياه را  دو، 2فتاليد بوتيليدن-ترانس

امروزه  .(Rao & Ravishankar, 2002)دهند تشکيل مي
های ای متابوليتنویني برای توليد درون شيشه اًنسبترهيافت 
گياهاني که خاصيت  ویژهبهدر بسياری از گياهان ثانویه 

ي نتيکژ ورزیپدید آمده است که مستلزم دست ي دارندیدارو
های مولد ترکيبات هدف است که با استفاده از یك گونه

 Rhizobium rhizogenesنام  بهسيستم ناقل طبيعي 
rhizhogenesAgrobacterium  شودانجام مي (, et al. Nader

مولد بيماری ریشه  خاکزی منفي گرم باکتریاین  .(2006
در  باکتری که يزمان .استدر گياهان  (Hairy Rootموئين )
 یبر رو موجود یهاژن از تعدادی ،گيردقرار مي گياه تماس با
-يم وارد گياه ميزبان هایهسته ژنوم به را خود Riپلاسميد 

 .ندنک

                                                           
1 Z-ligustilide 

 القا سبب اهيدر ژنوم گ DNA-Tموسوم به  هيناح الحاق
. شوديم باکتری ورود نزدیکي جایگاه در نيموئ یهاشهیر

-آنزیم کدکننده انکوژن ،انکوژندو نوع  یدارا DNA -T هيناح

 سيتوکينين و اکسين یهاهورمونسنتز  در کننده شرکت های

 سنتزويب کدکننده هایژن انيها به همراه بژن نیا اني. باست

 آلوده ناحيه در زیاد نيموئ هایتشکيل ریشه ها، باعثاپُين

محيط  در و کننديم رشد سرعت به موئين های. ریشهدشومي
توليد  و شده تکثير خوبي به گياهي هاینهورمو بدون

. این (2009et al. Hasanloo ,)نمایند مي فرعي انشعابات
 Ri پلاسميد های جداشده از گياهان تراریزش شده باریشه

توانایي رشد درون شيشه در شرایط استریل را دارند، به 
هایي تيکي پایدارند و توانایي سنتز فراوان متابوليتژنصورت 

et  Li)شوند یافت مي های دیگررا دارند که در ریشه و اندام

Caldentey and Hiltunen, 1996-, 2000; Oksmanal.). 
له دارد که ازجمثير أتعوامل متعددی روی کارایي ریشه موئين 

 استوسرینگون یك .توان به استوسرینگون اشاره کردآن مي
اتصال  رایبترکيب فنوليکي است که منجر به ترغيب باکتری 

طور شود که بههای مختلف گياهي ميگونه به دیواره سلولي در
   .rhizhogenesAآميزی به تراریزش ژنتيکي با واسطه موفقيت

زای های بيماریژنعنوان عامل تحریك کننده و به کندکمك مي
rhizhogenesA.   استمطرح (Gelvin, 2000.(  با توجه به اینکه

ویه ثانهای تاکنون مطالعات کمي بر روی افزایش متابوليت
ها مطالعات متعددی گياه کلوس انجام شده ولي در سایر گونه

 .کردالطيب اشاره توان به سنبلازجمله مي ،استانجام شده 
( یکي از گياهان Valeriana officinalisالطيب )گياه سنبل

توجه طب  که از دیرباز بسيار مورداست دارویي ارزشمند 
ایش سازی و افزای بهينهبر. در این گياه نيز سنتي بوده است

فرایند القای ریشه موئين استفاده  از های مهم،متابوليتمقدار 
از  دیگریکي  .(2014et al. Dini torkamani ,) شده است

 Tanacetum) اسپرمي ارزشمند گياه شاهیگياهان دارو

balsamitaغني از باشد و ميکه از خانواده کاسني  ( است
ات فنيل مشتق، هاوئيدارزشي مانند فلاون با های ثانویهمتابوليت

2 E-butyldiene phthalide 

https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?pid=S0717-34582006000400002&script=sci_arttext#8
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به منظور . در این گياه هم ستهاها و اسانستاننها، پروپان
های در مقياس آنسازی و استفاده از خواص درماني بهينه

ه استفاد .rhizhogenesA وسيع از کشت ریشه موئين به کمك
با توجه به  روازاین. (Maroufi and Majdi, 2015) شد

-استفاده از روش ي و صنعتي گياه کلوس،یزیاد دارواهميت 

ازجمله  های کشت بافت، مهندسي ژنتيك و بيوتکنولوژی،
افزایش توليد  القای ریشه موئين با هدف اصلاح این گياه و

رسد. از آنجا که های ثانویه آن، ضروری به نظر ميمتابوليت
ی تمایز اهدر مقادیر اندک در بافت بيشترهای ثانویه متابوليت

نها سازی آشوند، استخراج، جداسازی و خالصیافته توليد مي
Kim به عنوان یك مشکل اساسي توليد مطرح است اًعموم

2) 200, al. et)های ثانویه در درون . امروزه توليد متابوليت
به  اما ،استپذیر های گياهي امکانشيشه از طریق کشت بافت

اهي های گيهای کشت سلولمنظور غلبه بر مشکلات سيستم
ای در زمينه کشت ریشه موئين در گياه کلوس تاکنون مطالعه

در این مطالعه به بررسي اثر سویه  رو،ازایناست.  نشدهانجام 
های مختلف استوسرینگون و درصد گلوکز اگروباکتری، غلظت

های موئين تراریخته در گياه سازی القاء ریشهبرای بهينه
 د. کلوس پرداخته ش

 

 ها مواد و روش
از  1099ماه سال گياه کلوس در بهمن بذرهای
 22°و 29°های اليگودرز لرستان به مختصات ارتفاعات کوه
آوری و تا زمان جمع عرض شمالي 22°و  00°طول شرقي و 

های پلاستيکي در دمای چهار درجه انجام آزمایش در پاکت
در  1099 . آزمایش در اسفندماهشدگراد نگهداری سانتي

آزمایشگاه بيوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه لرستان 
-حذف مواد بازدارنده احتمالي از جوانهبه منظور  اجرا گردید.

ساعت در یك ظرف در مسير جریان  22به مدت  بذرهازني، 
و رفع  بذرهاعفوني آب جاری قرار گرفتند. به منظور ضد

ای شامل قرار از یك روش سه مرحله ،های احتماليآلودگي
درصد به مدت یك دقيقه، سپس  03در اتانول  بذرهادادن 

دقيقه همراه با  13به مدت  %3انتقال آنها به هيپوکلریت سدیم 
تکان دادن شدید و در نهایت پنج بار شستشو با آب مقطر 

ا هاستریل و هر بار به مدت پنج دقيقه استفاده شد. سپس بذر
 22های استریل، به مدت زني و توليد گياهچهجوانه به منظور

قرار  mg/l333ساعت در هورمون اسيد جيبرليك با غلظت 
 MSها روی محيط کشت پایه گرفتند. در مرحله بعد، بذر

به مدت شش تا  mg/l3/1به غلظت  BAحاوی هورمون 
گراد تيمار شدند دمای چهار درجه سانتي هشت هفته در

به منظور القای  ،های استریلتهيه گياهچه(. پس از a1)شکل 
و  rhizhogenesA.  A4 ریشه موئين از دو سویه باکتری

ATCC15834 محيط کشت  ها دراستفاده شد. باکتریLB 
(bertani-Lauria مایع حاوی )mg/l33 بيوتيك از آنتي

گراد بر روی شيکر با درجه سانتي 22ریفامپسين در دمای 
ساعت کشت شدند.  22دور در دقيقه به مدت  123 سرعت

در دمای چهار درجه  2/3برابر با  ODسوسپانسيون باکتری با 
دور در دقيقه به مدت ده دقيقه رسوب  2333گراد و با سانتي

 MSها در محيط مایع از باکتری یكداده شد و دوباره هر 
به مدت  b)3=%1و  1b ،3/3%=2b=%3-شاهد) حاوی گلوکز

اعت سوسپانسيون شدند. از این سوسپانسيون برای تلقيح دو س
 های لپه و زیرلپه سترونهای گياهي استفاده شد. از نمونهنمونه

ای به عنوان ریزنمونه استفاده شد هفته شده از گياهان دو
تر مهای لپه و زیرلپه به طول یك سانتي(. ریزنمونهb1)شکل 

اسکالپل به صورت  وسيلهها به ریزنمونه بعدبرش داده شدند و 
شدند. سپس  با پراکنش و تعداد یکسان زخم تصادفي و

منتقل  .rhizhogenesAها به درون مایع تلقيح حاوی ریزنمونه
-ریزنمونه پایاندر  ،دقيقه تکان داده شدند 13 تا 13مدت و به

های صافي استریل قرار داده شدند تا های آلوده بر روی کاغذ
روی محيط کشت  هامرحله بعد، ریزنمونهآبگيری شوند. در 

MS های مختلف بدون هورمون حاوی غلظت
به مدت سه  a)3=133و  µM3=1a ،33=2a (استوسرینگون

گراد قرار داده درجه سانتي 22روز در شرایط تاریکي و دمای 
-های اضافي، ریزمنظور حذف باکتری( و بهc1شدند )شکل 

 mg/l333حاوی  MSبار با محيط  0-2ها به مدت نمونه
شستشو داده شدند و آنگاه این (  (Cefotaximeسفوتاکسيم

 ابها به محيط کشت انتخابي حاوی سفوتاکسيم ریزنمونه
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-هزنمونیر کشت از نيهمچن .ندگردید منتقل mg/l233 غلظت
 هاهنمون سپس. شد استفاده شاهد عنوان به حيتلق بدون یها
 مدت به گراديسانت درجه 22±2 یدما با رشدی هااتاقك به

از  پس. شدند منتقل نيموئی هاشهیر کامل ظهور تا هفته سه

 تعداد و طولهای مورد مطالعه شامل گذشت سه هفته صفت
صورت فاکتوریل بر پایه آزمایش به .گيری شداندازه هاشهیر

اده با استفها و داده شدانجام تکرار  سهبا تصادفي  لاًکامطرح 
 .شدند ليوتحلهیتجز MSTATCبرنامه 

 

 
 مأتو: محیط كشت  c،ای گیاه كلوسگیاهچه درون شیشه :b ،جوانه زده بذرهای:  a-1 شکل

cultivation medium-kelus seedlings c: Germination in a co In vitroFigure 1: a: Germinated seeds b:   

 
 
ی اهای موئین از طریق واكنش زنجیرهتراریختی ریشهیید أت

 (PCRپلیمراز )
، های موئين احتماليیيد تراریختي ریشهأبه منظور ت

DNA به روش  موئين هایژنومي از ریشهCTAB 
به منظور بعد و  (Gawel & Jarret, 1991)استخراج شد 

با  Crolهای اختصاصي ژن آغازگرتراریختي از تأیيد 
- CTCCTGACATCAAAACTCGTC-/3توالي رفت 

/5-های برگشتيو آغازگر /5

3/-TGCTTCGAGTTATGGGTACA آغازگر  و
/5-با توالي رفت  virG اختصاصي ژن

3/-CCGCGGTCAGCCGCAATTCT  و آغازگرهای
اختصاصي برگشتي 

-5/ 3/-CCTGCACGTCCGCGTCAAAGAAATA 
. (Khademi et al., 2019)استفاده شد  RPCبرای انجام 

با یك چرخه واسرشت Crolشرایط دمایي برای تکثير ژن 
دقيقه،  0گراد به مدت درجه سانتي 93سازی اوليه یکبار در 

گراد درجه سانتي 93چرخه شامل واسرشت در دمای  03
درجه  33دقيقه؛ مرحله اتصال آغازگر در دمای  1برای 

درجه  02الگو  DNAثانيه؛ تکثير  03گراد برای سانتي
دقيقه و یك چرخه تکثير نهایي در دمای  1گراد برای سانتي

دقيقه در دستگاه ترموسایکلر  0گراد برای درجه سانتي 02
اینگونه  PCRشرایط دمایي  virGانجام شد. برای تکثير ژن 

درجه  93سازی اوليه یکبار در بود: یك چرخه واسرشت
واسرشت در  چرخه شامل 03دقيقه،  3دت گراد به مسانتي
دقيقه؛ مرحله اتصال  1گراد برای درجه سانتي 93دمای 

ثانيه؛ تکثير  03گراد برای درجه سانتي 39آغازگر در دمای 
DNA  گراد برای یك دقيقه و یك درجه سانتي 02الگو

 3گراد برای درجه سانتي 02چرخه تکثير نهایي در دمای 
زیر نور  %1در یك ژل آگارز  PCRدقيقه. سپس محصول 

UV شدبرداری با استفاده از دستگاه ژل داک عکس . 
 

 نتایج 
روز از تلقيح با باکتری  2ها بعد از گذشت اولين ریشه

روز در ریزنمونه  12( و بعد از a2در ریزنمونه لپه )شکل 
ل ها در مح( ظاهر شدند. بيشترین تراکم ریشهb2زیرلپه )شکل 

 (.2 نزدیکي آن ظاهر شد )شکلزخم یا در 
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روز  12های تولید شده بعد از : ریشهb، روز 8های تولید شده بعد از : ریشهa های گیاه كلوستوسعه ریشه موئین در ریزنمونه -2 شکل

  كردهریشه موئین رشد  :d روز، 11های تولید شده بعد از ریشه c: ریزنمونه زیرلپه، در

Figure 2: Hairy root development in kelus explants a: roots produced after 8 days: b: roots produced after 12 
days from hypocotyls, c: roots produced after 14 days, d: Fully developed hairy roots 

 

  PCRهای موئین با تراریختی ریشهیید أتبررسی 

های ای پليمراز با استفاده از آغازگرواکنش زنجيره
 bp 222ای به طول منجر به تکثير قطعه Crolاختصاصي ژن 

 ،مطابقت داشت Crolگردید که با طول مورد انتظار از ژن 
همچنين برای اطمينان از عدم وجود آلودگي باکتریایي و 

 های تراریخت، انجامباکتری بر روی لاینهای بقایای ژن

PCR استفاده از آغازگرهای اختصاصي ژن  باGvir  انجام
توان نتيجه مي ،توليد نشد PCRای با انجام . هيچ قطعهشد

دليلي بر  های موئين،ریشه در Gvirگرفت که عدم حضور ژن 
 هاینبود هرگونه آلودگي باکتریایي ریشه

  .(0 موئين بود )شکل

 

 Crol ژن اختصاصی هایآغازگر استفاده با موئین هایریشه آلودگی عدم و تراریختی تأیید برای ترتیب به PCR واكنش نتایج -3 شکل
 ،Crol-01 تراریخت،-غیر شاهد: Ut الگو، DNA بدون شاهد: C ،(Fermentas شركت) 1kb اندازه نشانگر: M. كلوس گیاه در virG و

17-Crol 21 و-Crol تراریخت های¬كلون های¬ریشه Crol-P :ژن حاوی اگروباكتریوم Crol، virG-P :،01اگروباكتریوم -virG،  
17-virG، 21-virG پرایمر با تراریخت گیاهان  virG 

Figure 3: Results of PCR analysis to confirm transgenic and non-contaminated hairy roots using specific primers 
of rolC and virG genes in kelus, respectively. M: 1 Kb DNA Lader (Fermentas), C: DNA-free control template, 

Ut: non-transgenic control, rolC-01, rolC-17 and rolC-21 roots of transgenic clones P-rolC: Agrobacterium 
containing rolC gene , P-virG: Agrobacterium, virG-01, virG-17, virG-21 transgenic plants with virG primer 
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 یهاداده انسیوار هیتجز جدول در که یطورهمان

 غلظت ،یباکتر هیسواثر  شوديم مشاهده شیآزما
 نیيوم شهیر یو القا یيکارا یروبر  زکگلو و نونگیاستوسر

. نتایج حاصل از مقایسه ميانگين اثر ( P≥0.01)بود  داريمعن

سویه  ×درصد گلوکز ×گانه غلظت استوسرینگونمتقابل سه
ای دانکن در سطح باکتری با استفاده از آزمون چند دامنه

 درصد بر روی صفت تعداد و طول ریشه انجام شد 1احتمال 
 (.2 جدول)

 

ی در القاء بررس مورد صفاتو استوسرینگون بر  سویه باكتری، ریزنمونه، غلظت گلوكزثیر أتخلاصه نتایج تجزیه واریانس  -1 جدول
 كلوسی یداروریشه موئین در گیاه 

 and , glucoseexplant typeSummary of the results of analysis of variance of the effect of bacterial strain,  -Table 1 
induction  sroot hairy associated with some klus traitson the  sestrosringon concentration 

 MS میانگین مربعات درجه  منبع تغییرات

Source of variation آزادی 

DF 

  وزن تر ریشه موئین

Wet weight of hairy 

roots(g) 

وزن خشک ریشه 

 موئین 
Dry weight of  hairy 

roots(g) 

 غلظت استوسرینگان

Concentration of acetosyringone 

2 10.95** 6.65** 

 میزان گلوكز

Glucose concentration 

2 16.73** 9.53** 

 غلظت استوسرینگان×میزان گلوكز

Concentration of acetosyringone× Glucose concentration 

4 3.02** 1.22** 

 سویه باكتری

Bacterial strain 

1 17.12** 8.44** 

 غلظت استوسرینگان×سویه باكتری

Concentration of acetosyringone× Bacterial strain  

2 0.67* 0.98** 

 میزان گلوكز×سویه باكتری

Glucose concentration× Bacterial strain 

2 0.56* 0.94** 

 غلظت استوسرینگان×میزان گلوكز×سویه باكتری

Concentration of acetosyringone× Glucose concentration× Bacterial 

strain 

4 0.66** 0.46** 

 نوع ریزنمونه
Type of explant 

1 *0.75 0.31** 

 غلظت استوسرینگان×نوع ریزنمونه

Concentration of acetosyringone× Type of explant 

2 0.36 ns 0.009 ns 

 میزان گلوكز×نوع ریزنمونه

Glucose concentration ×Type of explant 

2 0.25 ns 0.088 ns 

 غلظت استوسرینگان×میزان گلوكز×نوع ریزنمونه

Concentration of acetosyringone× Glucose concentration ×Type of 

explant 

4 0.15 ns 0.104* 
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 MS میانگین مربعات درجه  منبع تغییرات

Source of variation آزادی 

DF 

  وزن تر ریشه موئین

Wet weight of hairy 

roots(g) 

وزن خشک ریشه 

 موئین 
Dry weight of  hairy 

roots(g) 

 سویه باكتری×نوع ریزنمونه

Bacterial strain×Type of explant 

1 0.75* 0.02 ns 

 غلظت استوسرینگان×سویه باكتری×نوع ریزنمونه

Concentrationacetosyringone× Bacterial strain×Type of explant 

2 0.08 ns  0.22 ns 

 میزان گلوكز×سویه باكتری×نوع ریزنمونه

Level Glucose × Bacterial strain×Type of explant 

2 0.19 ns 0.07** 

 غلظت استوسرینگان×میزان گلوكز×سویه باكتری×ریزنمونه

Concentration of acetosyringone× Glucose concentration × Bacterial 

strain×Type of explant 

4 0.23 ns  0.036 ns 

  خطا

error 

72 0.15 0.042 

 درصد ضریب تغییرات

Coefficient of variation CV%  

 28.38 20.26 

ns،*درصد 1و  3در سطح  داريو معن داريرمعنيغ بيبه ترت: **و 
levels, respectivelyprobability and 1%  %5 at at ignificansand ignificant snon  ns, * and **  

 
 
 

 طول ریشه موئین در ریزنمونه 
شود سویه باکتری طور که مشاهده ميهمان

ATCC15834  در محيط کشتMS  پایه باMµ133 
بالاترین کارایي را با  گلوکزدرصد  3/3استوسرینگون و 
دو ریزنمونه لپه و زیرلپه  موئين در هر هایافزایش طول ریشه

روز پدیدار  2موئين بعد از گذشت  هایریشهداشت. نخستين 
ها دارای رشد روز این ریشه 12تا  12شدند و پس از مدت 

ای هبسيار سریعي بودند. کمترین طول ریشه در محيط کشت
های استوسرینگون و گلوگز در سویه با ميزان کمتری از غلظت

A4  (. 2مشاهده شد )جدول 
 

 تعداد ریشه موئین در ریزنمونه 
مویين در ریزنمونه لپه برای سویه باکتری شترین تعداد ریشهبي

ATCC15834  در محيط کشتMS  پایه باµM133 
عدد بدست  3/2گلوکز به ميزان  درصد 3/3استوسرینگون و 

آمده است، این در حالي بود که برای همين سویه در شرایط 
 3/0ذکر شده برای ریزنمونه زیرلپه تعداد متوسط ریشه موئين 

 (. 2بود )جدول 
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 زنمونهدر ری نئیمو شهیر و تعداد طول یبر روی شیمختلف آزما هایاثر فاكتور -2جدول 

The effect of different experimental factors on the length and number of hairy roots from different  -Table 2 
explant 

 غلظت استوسرینگون

Concentration of 

acetosyringone 

 ميزان گلوکز
Glucose 

concentration 

 سویه اگروباکتریوم  

Agrobacterium 

strain 

 طول ریشه موئين
Hairy root length 

(cm) 

 تعداد ریشه موئين
Number of hairy 

roots 

 A4 0.00 g 0.00 l 0 شاهد 0

  ATCC15834 1.00e 0.40 jk 

 0.5 A4 0.66 ef 0.23 kl 

  ATCC15834 1.00 e 0.65 ij 

 1 A4 1.16 de 0.93 fghi 

  ATCC15834 1.66 cd 1.00 fgh 

     

 0 A4 0.33 fg 0.23 kl 

50 µM  ATCC15834 1.00 e 0.78 hi 

 0.5 A4 1.16 de 1.13 efg 

  ATCC15834 2.16 c 1.65 bc 

 1 A4 1.33 de 1.25 def 

  ATCC15834 1.66 cd 1.5 cd 

     

 0 A4 0.33 fg 0.26 kl 

100 µM  ATCC15834 1.00 e 0.80 ghi 

 0.5 A4 2.00 c 1.10 efgh 

  ATCC15834 3.83 a 2.90 a 

 1 A4 2.00 c 1.40 cde 

  ATCC15834 2.83 b 1.86 b 

 .درصد ندارند 1در سطح احتمال  یداريدانکن تفاوت معن یاحروف مشابه هستند بر اساس آزمون چند دامنه یکه دارا فیاعداد در هر رد نيانگيم

on The average numbers in each row that have the same letters are not significantly different at the 1% probability level based 
Duncan's multiple range test  

 
 بحث

rhizhogenesA.   دارای پلاسميدRi های است و ژنArol 
،Crol وB rol  در قسمتDNA-T  پلاسميد باکتری قرار دارند

های موئين ها به گياه در محل زخم ریشهکه با انتقال این ژن
پژوهش، امکان القای ریشه این  در وند.شيمتراریخت پدیدار 

 Kelussia)در گياه کلوس   .rhizhogenesAموئين با استفاده از 

Mozaff adoratissimaهایاثرتوجه به  ( بررسي شد. با 
پاتوژن، نوع سویه باکتری نقش اساسي در فرایند -متقابل گياه

خوبي کند و بسياری از مطالعات بهالقای ریشه موئين ایفا مي
مطالعه با توجه به هدف این اند. در کردهیيد أترا  موضوعاین 

ي کلوس به بررسي یداورالقاء و توليد ریشه موئين در گياه 
نوع ریزنمونه، سویه  مانندو مهمي  های کليدیفاکتور

های مختلف استوسرینگون و گلوکز اگروباکتریوم، غلظت
 زای باکتریبيماری پرداخته شد. در همين راستا از دو سویه

ATCC15834 و A4  استفاده شد که بيشترین کارایي
تراریختي را بر اساس مطالعات قبلي بر روی خانواده چتریان 

 .Aزای های بيماریاز بررسي سویهداشتند. نتایج حاصل 

rhizhogenes  نشان داد که سویهATCC15834  از
ه القای ریشه موئين بود ک برایهای باکتری کارآمدترین سویه
ي زایدهنده حساسيت بالا و قدرت ریشهنتایج مشابه نشان
در این مطالعه، هر دو سویه باکتری است. بالای این سویه 

های گياهي های موئين را در ریزنمونهتوانایي القای ریشه
در  ATCC15834زایي در سویه داشتند، اما درصد ریشه

 برایاز فراواني بيشتری برخوردار بود.  A4مقایسه با سویه 
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( به 2015) و همکاران Montazeriدر همين راستا،  نمونه
، rhizhogenesA. (13202 ،1022های مختلف بررسي سویه

) Ferulaی ریشه موئين در گياه باریجه( بر القاA4و  2239

)Boiss.gummosa   از خانواده چتریان پرداختند. نتایج
تفاوت در قدرت توليد ریشه موئين  دهندهنشان نانآمطالعه 

که در طوریهبود، ب  .rhizhogenesAهای مختلف در بين سویه
، A4 ،13202شامل   .rhizhogenesAمقایسه بين چهار سویه 

زایي، درصد ریشه 23با  13202سویه  2239و  1022
تحقيق ن ایبيشترین مقدار را به خود اختصاص داد که با نتایج 

 در مطالعه .(2015et al. Montazeri ,) داردي خوانهم
موئين در بين  هایمنظور بررسي تحریك ریشهدیگری، به

سویه باکتری  3 از )Hyoscyamuدانه )های مختلف بنگگونه
13202، A4 ،1022، 2239  2وLBA950  استفاد شد که در

موئين  بالاترین درصد تحریك ریشه H.archnoideusگونه 
آزمایش این مشاهده شد که با نتایج  ATCC15834با سویه 

در مطالعه  نيهمچن .(2008et al. Akramian ,)مطابقت دارد 
 GMI9534 و ATCC15834،A4دیگر، از سه سویه باکتری 

ي شقایق یبه منظور تحریك ریشه موئين در گياه دارو
Papaver somniferumL.)(  استفاده شد که سویه

ATCC15834  دارای بالاترین و بهترین کارایي توليد ریشه
از دلایل مهم تفاوت  .(Jalilian, 2017)موئين در این گياه بود 

ها در مطالعات های مختلف باکتریسویه يزایقدرت بيماری
های یك به ریزنمونه DNA-Tتوان به توانایي انتقال تدد ميمع

پلاسميد القاکننده  DNA-Tطول ناحيه گونه خاص، توالي و 
 DNA-Tدر برخي موارد همچنين حتي  ،دکرریشه اشاره 

)Jafari Hajati ژنوم ميزبان ندارد  ناحيه توانایي الحاق را در

, 2016)et al. .ميزان  در ،وجود تفاوت در نوع ریزنمونه
خوبي پژوهش بهاین های موئين در توانایي توليد ریشه

 دو نوع ریزنمونه مورد استفاده، ریزنمونه ميانمشخص شد. از 
لپه بيشترین توليد ریشه موئين را نسبت به زیرلپه داشت، 

ها مکان مناسبي برای ایجاد القای توان گفت لپهکه ميطوریبه
يد سبت به زیرلپه، از توان تولن وژنتيکي در این گياه هستند 

های موئين بيشتری برخوردارند. در گياه شاه اسپرم ریشه
(Tanacetum balsamitaa( ها درلپهرسد که به نظر مي 

ژن ل ها قابليت بيشتری نسبت به انتقامقایسه با سایر ریزنمونه
 خوبي مشهود مذکور به در تحقيق که دندهمي از خود نشان

تحقيق این  . همچنين در(& Majdi, 2015 Maroufi) است
-های القای ریشه برایاستوسرینگون و گلوکز  تيمار دو از

استوسرینگون به عنوان عامل تحریك کننده  شد.موئين استفاده
مطرح است و باعث   .rhizhogenesAزای بيماریهای ژنبرای 

 ویبر ر انجام شدهشود. مطالعات افزایش کارآیي تراریزش مي
 ناستوسرینگو )در محيط تلقيح( با  .rhizhogenesA پيش القای

قابل دهنده افزایش نشان کشتيهم محيط در آن از استفاده یا
بود. این مطالعات   .rhizhogenesAتوجه انتقال ژن به کمك 

-دهند که اضافه کردن استوسرینگون در محيط کشتنشان مي

دهد. بر افزایش ميبرا 2-2کارآیي انتقال ژن را  های باکتری
تنها تعداد متوسط وقایع انتقال ژن ثابت در استوسرینگون نه 

 سبب افزایش درصدبلکه  ،دهدهر ریزنمونه را افزایش مي
ایج . این نتایج با نتشودميانتقال ژن پایدار با هایي ریزنمونه

et  (Shen های مختلف ازجمله ذرتدر گونه انمحقق سایر

, 1993)al.،  1991 ,سویا)et al. Godwin) و صنوبر ( Levee

, 1999et al.) همچنين کاربرد استوسرینگون برمطابقت دارد . 
کشتي نيز باعث افزایش چهار برابری روی توتون در محيط هم

(. در Kumar et al., 2006) در فراواني القای ریشه موئين شد
( که گياهي در Berberis aristataگياه زرشك هندی )

 .Aمعرض انقراض است افزایش القای ریشه موئين با 

rhizhogenes انجام شد (Brijwal and Tamta, 2015).  در
-این مطالعه از سه غلظت مختلف گلوکز برای القای و بهينه

سازی ریشه موئين استفاده شد که بهترین کارایي تراریزش در 
گلوکز بدست درصد  3/3با  Mµ 133ترکيب استوسرینگون 
ی ژانرعنوان منبع های ساده است که بهآمد. گلوکز ازجمله قند
ا هدر متابوليسم ميکروارگانيسمثر ؤمبرای رشد مطلوب و 

ه سيگنالي ب تواند به عنوان مولکولمي ضروریست. این قند
ژن در رشد و نمو گياهان دخالت  بيان هایکننده تنظيم عنوان

-بسياری از مطالعات نشان داده .(et al. landRol ,2006)کند 

طور قابل توجهي بر رشد ریشه موئين های مختلف بهاند که قند
که در گياهان  (2015et al. Petrova ,)گذارد ميثير أت

) (Saponins Tri pterpenoidمختلفي ازجمله جينسينگ 
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(, 2005et al. Sivakumar) ( و تنباکوی کوهيArnica 

montana) (, 2015et al. Petrova) در  .استفاده شده است
ای هسازی و القا ریشهمطالعه بهترین تيمارها برای بهينهاین 

 3/3و گلوکز  Mµ 133مویين، استوسرینگون در غلظت 
ز ریشه موئين ا درصد بودند که بالاترین کارایي را در القای

مطالعات بيشتری در این زمينه نياز است تا  .خود نشان دادند
های متفاوت دیدگاههای موئين کلوس از ط رشدی ریشهشرای

 .مورد بررسي کامل قرار گيرد
 

 گیرینتیجه

گياه کلوس، یکي از معدود گياهان مهم دارویي در 
 کردنمعرض انقراض ایران است. بنابراین به منظور پيدا 

ی هاای و توليد متابوليتراهکاری برای کشت درون شيشه
های مولکولي و آزمایشگاهي از روشارزشمند آن، لازم است 

 خوب تفرص كی نيموئ شهیر کشتکشت بافت استفاده شود. 
-یهاتيمتابول یسازانبوه و ديتول برای يعال اندازچشم كی و

 .است یاشهيدرون ش طیشرا در بينوترک یهانيو پروتئ هیثانو
 یمناسب برا سان وآ ینگهدار ليبه دل نيموئی هاشهیر

ظر ثبات ن از يستیز فعال باتيها و ترکرکتوآربيودر  یسازگار
 مطالعه نیا جینتا .است اريبس کاربرد یدارا يکينتو ژ یيايميش

 rhizhogenes .A هیسو ازجمله يمختلف عوامل که نشان داد
 رد گلوکز و نونگیاستوسر غلظت مقدار و زنمونهیر نوع و

-يم نهاديشپهستند.  ثرؤمکلوس  اهيگ در نيموئ شهیر كیتحر
 يتسیزريغ و يستیزی هافاکتور از آینده قاتيتحقدر  شود

  .دوش استفاده اهيگ نیا یسازنهيبه و ديتول برای یشتريب
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Abstract 

Kelus (Kelussia odoratissima Mozaff.) is one of the medicinal, spicy, aromatic and endemic 

herbs that grows in restricted regions of Iran. Due to the importance of its pharmaceutical 

compounds in traditional medicine, the excessive harvesting has led to a nearly risk of extinction. 

To protect kelus from extinction, plant tissue culture can be used to produce useful compounds 

and secondary metabolites. The hairy root culture is an efficient system for the production of 

medicinal compounds and valuable secondary metabolites in plants. For this purpose, two 

pathogenic strains of Agrobacterium rhizogenes (A4 and ATCC15834), two types of explants 

(cotyledon and hypocotyl), three levels of acetosringon (a1= 0 µM, a2=50 µM, and a3= 100 µM), 

and three levels of glucose (b1=0, b2=0.5%, b3=1%) were applied using a factorial experiment 

based on a completely randomized design with three replications. The results of this study showed 

that both Agrobacterium strains were able to induce hairy roots production in kelus. Also, 

ATCC15834 strain in MS medium with 100 µM of acetosringon in the presence of 0.5% glucose 

had the highest effect in producing hairy roots from cotyledon explants. The lowest amount of 

hairy roots was observed for A4 strain in MS medium with no acetosringon and glucose added. 

PCR analysis was performed with rolC specific primers to ensure hairy root induction by A. 
rizhogenes. The results of this part of the study, for the first time in Iran, showed that it was 

possible to induce hairy roots in kelus explants, paving the way to propagate kelus in vitro.   
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