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و در فهرست  رانيا یچندساله، بوم يیدارو اهي(، گDracocephalum kotschyi Boiss). اهيگنيزر

 تيحائز اهم اريبسهای ثانويه ارزشمند متابوليتداشتن  ليدلاست که به قراضدرحال ان هانايگ

 کياست  ازين آن، هيرویو برداشت ب عتيدر طب اهيگاين  یوحشگونه بودن  ابيکم دليلهاست. ب

 تي. با توجه به اهمشود گرفته کاربه اهيگ نيا باارزش باتيترک ديتول یبرا جايگزين کرديرو

با  های مويين )تغييريافته ژنتيکی(دستيابی به ريشه ، پژوهش حاضر با هدفاهيگنيزر يیدارو

( و MSU440و  ATCC 15834 ،A4)شامل  Rhizobium rhizogenesيه باکتری گری بهترين سوغربال

با استفاده از  اهيگ القای ريشه تغييريافته ژنتيکی اين سازینهيبهميانگره(،  ريزنمونه )برگ، گره و

، آرژنين-الگيری از مقادير بهينه از چهار عاملِ غلظت با بهرهسطح پاسخ  شناسیروش

کشت و در نهايت انتخاب بهترين لاين ريشه تغييريافته ژنتيکی با و نوع محيط زساکاراستوسيرينگون، 

Ri- سويه ما  جينتا براساسانجام شد. پلاسميدMSU440  و ريزنمونه برگ بالاترين ميانگين ميزان

ترتيب، به القای ريشه سازی فراوانی. نتايج بهينه%( 52و  % 62ترتيب القای ريشه را نشان دادند )به

 و mM 1 – 5/0 ،µM 110 -85در حدود را استوسيرينگون و ساکارز ، آرژنين-اليزان اسيدآمينه م

g/L 15-20 مربوط به های ريشه با ماهيت تراريخته نشان داد. همچنين با بررسی سرعت رشد لاين

 جامد انتخاب شد.  MSرشد يافته در محيط  440MSUدست آمده از سويه بهلاين 

 

 های کلیدیواژه
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چندساله  ياهیگ ،(.Dracocephalum kotschyi Boiss) گیاهزرين

فهرست در  و رانيا ، بومي(Lamiaceae) انیاز خانواده نعناع

 ;Jalili and Jamzad 1999)است  حال انقراضگیاهان در

Maskani Sereshkeh et al. 2019).  کروموزومي  20اين گیاه

(20=x2=n2 ،)و متر دارديسانت 20تا  10 نیبه طول ب هاييساقه 

 و دیفلاونوئ، انسمختلف اس باتیاز ترکبودن  يغنخاطر هب

 کینيرزمار دیو اس ، آپیژنینکرولیزانتومارزشمند ازجمله  باتیترک

 راًیاخ. (Heydari et al. 2019) است حائز اهمیت اریبس

در مبارزه با سرطان توجه محققان را به  ی اين گیاهدهایفلاونوئ

 ازمهمي بخشي  .(Zamani et al. 2016) ستا خود جلب کرده

 یکه اثر ضدتومور( Spinal-Zزد )-اسپینال ضدسرطان یدارو

 دستبهاين گیاه خود را بر سرطان معده به اثبات رسانده است، از 

  .(Jahaniani et al. 2005) آيدمي

در  گیاهي یداروها یبازار برا یسلامت، تقاضاافزايش سطح با 

 ييدارو اهانیاست. گ شيبه سرعت در حال افزا ریاخ یهاسال

 باتیترکو  هيثانو یهاتیمتابول مختلفي از انواع ي سرشار ازمنبع

ها یماریاز ب یاریدرمان بس یهستند که برا يعیفعال طبستيز

ها در تیمتابول نيا پايین ريمقادبا اين حال، شوند. ياستفاده م

 عتیطبهای گیاهان وحشي در کمیاب بودن برخي از گونه ،اناهیگ

 جادياي طیمحستيمهم ز یهاچالش دتوانيم رويهبي برداشت و

مهم  ترکیبات دیتول یموثر برا کرديرو کي نیاز است ن،يبنابرا ؛کند

با استفاده از  اتبیترک نيا دیتولتازگي، . بهشود کار گرفتهبه يعیطب

. است رفتهمورد توجه قرار گ اریبس های زيست فناوریروش

 رويکرد ،بافت گیاهيکشت  یهاروش ژهيوبه ،زيست فناوری

 ييایمیش باتیدر خطر انقراض و ترک اهانیاز تجارت گ یديجد

 ;Khan et al. 2018) فراهم کرده است را هاشده توسط آن دیتول

Li and Wang 2021; Nourozi et al. 2019) . 

 Ri) شهيالقاگر ر دیاز پلاسم T-DNAانتقال  توسط ینيمو شهير

)نام جديد  Rhizobium rhizogenesباکتری  از (دیپلاسم

Agrobacterium rhizogenes )شود. مي ايجاد اهیگ ژنوم به درون

و طوقه گیاهان زخم ايجاد  که در ناحیه ريشهدر طبیعت، زماني

شود که باعث شود، ترکیباتي مانند استوسیرينگون ترشح ميمي

شوند )به اين حالت به میزبان مي R. rhizogenesجذب باکتری 

ناهنجاری ريشه مويین دنبال آن هو ب شود(کموتاکسي گفته مي

شود. امروزه دانشمندان با حذف اين باکتری از محیط ايجاد مي

گیری از کشت ريشه مويین در محیط فاقد هورمون، بهره کشت با

که در  ایهيثانو یهاتیمتابول دیتول یموثر برا یابزارآن را به 

تبديل  شونديم سنتزبالغ  اهانیگ ييهوا یهااندام يحت اي شهير

 يبزرگ تيمز نيیمو شهيکشت ر .(Li and Wang 2021)اند نموده

 اديز ريدر مقاد فعالستيز باتیترکو  هاتیمتابول نيا دیتول یبرا

 یدارا رايز ،دارد يسلول ونیسوسپانس یهابا کشت سهيدر مقا

توده بالا و ستيز دیتول ،يکیژنت یداريپاتمايز، مانند  ييهايژگيو

. (Gutierrez-Valdes et al. 2020)است  کارآمد یوسنتزیب تیظرف

 یسازنهیبا به ،وسیع اسیدر مق هيثانو یهاتیمتابول دیتول نیازپیش

در  .است ريپذامکان شیشهشرايط دروندر  ياضير یسازمدلو 

 نیروابط ب ،يتجرب یهابرازش داده ،ياضير سازیمدل واقع،

توده و عملکرد ستير زها بآن ریو تأث شيدر آزما لیعوامل دخ

 1شناسي سطح پاسخروش. کنديم فیرا توص هيثانو تیمتابول

(RSMروشي ) ييفرآيندها یسازتوسعه، بهبود و بهینه ینوين برا 

متغیر را در يک زمان بررسي و پاسخ  چندين تواناست که مي

را کاهش دهد  اديز شيبه تعداد آزما ازیو ن ها را بهینه نمايدآن

(Amdoun et al. 2021). 

های با توجه به اهمیت دارويي و ارزش بسیار بالای متابولیت

گیاه و قرار داشتن آن در فهرست گیاهان در معرض ثانويه زرين

 یهاشهير یالقا یسازنهیبهمنظور هانقراض، پژوهش حاضر ب

 ني. اصورت گرفت دیپلاسم-Riبا استفاده از  يکیژنت افتهيرییتغ

( و طرح RSMطح پاسخ )س يشناساز روش یریگبهره باهدف 

 ،آرژنین-الهای مختلف غلظتاستفاده از  با، Dنوع  نهیبه

 . شدکشت دنبال ط همیدر محساکارز و  نگونيریاستوس

 

 گیاهيماده 

 هایبذر سترون،های دست آوردن گیاهچههبرای ب

Dracocephalum kotschyi Boiss.  خريداری شده از شرکت(

شرايط  .کشت شدند in vitroستان اصفهان( در شرايط پاکان بذر، ا

                                                           
1 Response Surface Methodology  

  مقدمه

  هاواد و روشم
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دقیقه تیمار  5ضدعفوني بذرها به اين ترتیب بود که ابتدا به مدت 

% و  70% صورت گرفت، سپس با الکل  80با اسید سولفوريک 

% کلر فعال( به مدت  2ثانیه و هیپوکلريت سديم ) 60مدت زمان 

بین کلیه  نار انجام شد.دقیقه فرآيند ضدعفوني در زير هود لامی 10

مراحل ذکر شده، بذرها دو الي سه مرتبه با آب مقطر اتوکلاو شده 

 آبکشي و در نهايت بر روی کاغذ صافي سترون، خشک و در

 C°اتاقک رشد:  ييشرايط دماکشت شدند ) پايه MS محیط کشت

 ساعت(. 8-16دوره نوری ، 25

 Rhizobium rhizogenesآماده نمودن باکتری 

)اهدايي از  Rhizobium rhizogenesباکتری های مختلف سويه

 ATCC 15834 ،A4دکتر هوشنگ علیزاده، دانشگاه تهران( شامل 

بیوتیک آنتي یحاومايع  LBمحیط کشت  در MSU440و 

 rpmسرعت چرخش با  C 28°( در انکوباتور mg/L 50) فامپینير

  .کشت شد 6/0برابر با  ODجهت رسیدن به  120

 یشه مویینالقای ر

 گری بهترین سویه و ریزنمونهغربال

مرحله اول آزمايش در قالب طرح ، های مويینالقای ريشه جهت

صورت فاکتوريل جهت تعیین بهترين نوع کاملا تصادفي به

 Rhizobiumباکتریسويه  و میانگره( و ريزنمونه )برگ، گره

rhizogenes (ATCC 15834 ،A4 ،MSU440 با سه تکرار انجام )

توسط زخمي کردن با سرنگ انسولین آغشته به ها ريزنمونهشد. 

دقیقه، دما  5، زمان rpm 4000 :)شرايط سانتريفیوژ باکتریرسوب 

C° 4تلقیح و روی محیط کشت ) MS  صورت )عناصر ماکرو به

 C 25° و دمای در شرايط تاريکي ساعت 48به مدت غلظت( نیمه

های شاهد با سرنگ آعشته به يزنمونهکشت شدند. همچنین رهم

گذشت . بعد از زخمي شدندمايع فاقد باکتری  LBمحیط 

 mg/Lبیوتیک سفوتاکسیم )حاوی آنتيانتقال به محیط  ساعت،48

ها تا لحظه گرفت )واکشتصورت جهت حذف باکتری  (500

و  mg/L 400 ،mg/L 300حذف باکتری در محیط کشت حاوی 

mg/L 200 روز،  21رار شد(. بعد از گذشت سفوتاکسیم تک

 .گیری شدعنوان پاسخ اندازهصفت درصد القای ريشه به

 ی ریشه مویینسازی محیط القابهینه

، آرژنین-السازی اثر چهار عامل اسیدآمینه جهت بهینه

( جامد  MSو   MSکشت )استوسیرينگون، ساکارز و نوع محیط

-D (Dیتر آگار، آزمايش طرح بهینه نوع گرم در ل 8حاوی 

optimal Design از روش سطح پاسخ با استفاده از نسخه )

 طراحي و اجرا شد Expert-Design® 13.0افزار آزمايشي نرم

همچنین مطابق با نتايج مرحله قبلي آزمايش، از برگ  .(1)جدول 

عنوان بهترين سويه به MSU440عنوان بهترين ريزنمونه و از به

باکتری با بالاترين درصد القای ريشه استفاده شد. بعد از گذشت 

گیری اندازه( Yپاسخ )متغیر عنوان بهروز، درصد القای ريشه  21

 شد. 
 Dهای مورد مطالعه در طرح بهینه نوع عامل -1جدول 

 سطح واحد متغیر

1+ 1- 

L- ( آرژنینA) mM 2 0 

 µM 200 0 (Bگون )استوسیرين

 g/L 30 10 (Cساکارز )

  MS  MS - (Dمحیط کشت )

 

 اهشهیر یختیترار تیماه یاثبات مولکول

ظاهرشده با آزمون واکنش  هایشهير يختيتراراثبات ماهیت 

از  يژنوم DNAاستخراج انجام شد.  (،PCRای پلیمراز )زنجیره

و  CTAB (Khan et al. 2007) ه روشب ی ظاهر شدههاشهير

انجام  %1بر روی ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصولات نهايي 

 شد.

 
 استفاده شده یآغازگرها يتوال -2جدول 

 محصولاندازه  گرتوالی آغاز نام آغازگر نام ژن

rolC 
RolC F 5-CTCCTGACATCAAACTCGTC-3 

bp 626 
RolC R 5-TGCTTCGAGTTATGGGTACA-3 

virD 
VirD F 5-ATGTCGCAAGGACGTAAGCCGA-3 bp 438 

VirD R 5-GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA-3 
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 های موييناستقرار ريشه

های ريشه، سه نمونه از هاشهير ختييعد از اثبات ماهیت ترارب

  MSکشت )( در دو نوع محیط3Lو  1L ،2Lمويین تايید شده )

های رشد کشت شدند. در اين کننده( جامد فاقد تنظیم MSو 

عنوان متغیر وابسته مورد مرحله، شمارش تعداد نوک ريشه به

يکدست  دست آوردن کلونهب یبرادر نهايت  ارزيابي قرار گرفت.

 صورت گرفت.  MS عيمادر محیط کشت ، کشت لاين نيبهتر زا

 غربالگری بهترین سویه و ریزنمونه

حدود  .Dracocephalum kotschyi Boiss اهگینيزر هایاهچهیگ

(. 9 )شکل جامد جوانه زدند MS طیدو هفته بعد از کشت در مح

 حدود يک ماهه یهااهچهیگاز  گرهو  میانگرهبرگ،  هایزنمونهير

 R. rhizogenes (ATCC ه از باکتریيسو سهبا  حیجهت تلق

15834 ،A4  وMSU440 الي  دو حدودقرار گرفتند.  مطالعه( مورد

های متوالي جهت تلقیح و بعد از انجام واکشتهفته پس از  سه

در نهايت از محل  و متورم هاحذف باکتری، برخي از ريزنمونه

 جينتا (.9شد )شکل  ی کرکي سفید رنگ ظاهرهاشهيرزخم 

 هيسه سو نیب یداريتفاوت معن( 3)جدول  انسيوار هيتجز

نمونه  زي( و سه نوع رMSU440و  A4 ،ATCC 15834) یباکتر

نشان  شهير یالقا صفت یبرا %1در سطح ( گرهو  میانگره)برگ، 

( اما اثر متقابل سويه در ريزنمونه تفاوت 2و  1داد )شکل 

 (. 3داری نشان نداد )شکل معني

 
 گیاهيشه در زرينر یبر القا يزنمونهو رباکتری  يهاثر سوتجزيه و تحلیل واريانس  -3جدول 

 میانگین مربعات منبع تغییر

 درصد القای ريشه درجه آزادی 

 ** 890/154 2 ريزنمونه

 ** 452/256 3 سويه باکتری

  ns7/82 6 ريزنمونه * سويه باکتری

آزمايشخطای   24 87/9  

% 4/22 - ضريب تغییرات )%(  

ns ** 1و  %5داری در سطح دار و معنيترتیب غیرمعنيبه، * و% 

 

 .Rمختلف  یهايهسو یاندر مگیاه زرين در يشهر یالقا ييتوانا

rhizogenes يهسو .ت بودمتفاو %66-0محدوده  با فراواني بین 

MSU440 و( % 62) يشهر یالقافراواني میانگین  ينبالاتر 

را  %( 52) يشهر یالقا میانگین درصد نبالاترينیز  برگ نمونهريز

 يشهر ینرخ القا ترينيینپا گرهريزنمونه  يگر،د یاز سو نشان داد.

های شاهد به طور میانگین ريزنمونه ین،همچن را نشان داد. %( 35)

هفته علائم نکروز  يکپس از  کهداشتند  یعيطب يشهر % القای 37

فرض بر اين است که وجود جوانه  .مشاهده شد نوک آنر د

ها زاد در ريزنمونههای گیاهي درونجانبي و همچنین هورمون

 (2020) در مطالعهها شده است. باعث ظاهر شدن اين ريشه

Castellanos-Arevalo et al.  یهاهريزنمونمشاهده شده است که 

القای ، درصد ختغیرتراري شاهد یهادر گروه شهير دکنندهیتول

 دکنندهیتول یهاهريزنموناز درصد  شتریب يحت اي ريشه معادل

ممکن  نيا. بوده است R. rhizogenesآلوده به  تیمارهایدر  شهير

و بدون دخالت  شدهکنترل طيمعنا باشد که در شرا نياست به ا

طور به برخي گیاهاندر  شهير دیتول توانايي ،يعوامل خارج

پاسخ . (Castellanos-Arévalo et al. 2020) بالا است يعیطب

 R. rhizogenes نوع سويهبه  یاهيمختلف گ یهامتنوع از بافت

و  شرفي ،اهیگنيزر نیيمو شهير نهیدر زم. گزارش شده است

 %A4 (52 ،)يعني  ، R. rhizogenes هيسو پنج (2014همکاران )

A13 (6 )% ،LBA9402 (48 )% ،MSU440 (89 )%  وATCC 

 یرا برا نهیبه طيقرار دادند و شرا شيرا مورد آزما%(  80) 15834

 هيمیان سواين مشخص نمودند که در  يینمو شهير یالقا

MSU440  است که با  ريشه داشته القایدر  را اثربیشترين

. (Sharafi et al. 2014)های پژوهش حاضر مطابقت دارد يافته

 .Ahmadi Pozveh et alمطالعه جينتا با نتايج پژوهش حاضر

  نتایج و بحث
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و سن  MSU440 هيسو دادکه نشان  نیز تطابق داشت (2023)

 ييزاشهيبر درصد ر یداريطور معنبه زین یابرگ چهار هفته

  .(Ahmadi Pozveh et al. 2023) ندهست رگذاریتأث

 يدانیاکسيو آنت یمواد بافر ریتأثکه با هدف بررسي  شيدر پژوه

 نيیمو یهاشهير ييایمیوشیب اتیبر شاخص رشد و خصوص

انجام گرفت نشان ( .Dracocephalum kotschyi Boiss) گیاهزرين

 یادو هفته یهالدونیکوت یحاو یهازنمونهير داده شد که

با  نيیمو یهاشهيد ریتول یبرا ريزنمونه بهترين نوععنوان به

 .Naseri et al) استفاده شدند ATCC 15834استفاده از سويه 

همچنین در مطالعات ديگری با استفاده از سويه  .(2020

LBA9402 (Fattahi et al. 2013)  و سويهATCC15834 

(Nourozi et al. 2019)  مورد  گیاهزرين نيیمو یهاشهيرتولید

،  .Fattahi et al(2013) است. براساس گزارشبررسي قرار گرفته

ايندول بوتیريک  mg/L 2بالاترين درصد القای ريشه با کمک 

%( است که با نتايج  85( مربوط به ريزنمونه ساقه )IBAاسید )

کشت القای ريشه پژوهش حاضر مغايرت داشت. همچنین محیط

در مرحله حذف باکتری،   .Nourozi et al(2019)در مطالعه 

ايندول بوتیريک اسید گزارش شده  mg/L 2شامل   MSمحیط 

 است. 

 

 
محیط کشت اثر نوع ريزنمونه بر میزان القای ريشه در  مقايسه میانگین -1شکل 

MS  

 

 
بر میزان القای  R. rhizogenesباکتری اثر نوع سويه  مقايسه میانگین -2شکل 

  MSريشه در محیط کشت 

 
  MSبر میزان القای ريشه در محیط کشت  R. rhizogenesباکتری اثر متقابل نوع ريزنمونه و سويه  مقايسه میانگین -3شکل 

 

، با استفاده Dracocephalum forrestii يینمو یهاشهيکشت ر

را  زنمونهينوع و سن ر تیاهم ،R. rhizogenes باکتری A4 هيسو

برجسته کرد. های مويین اين گیاه به ريشه زیآمتیموفق يابیدر دست

فراواني القای  نيشتریب یاچهار هفته ريزنمونه گره، در اين مطالعه

گره و برگ  یهازنمونهيداشتند. در مقابل، را %( ر 82) ريشه

که اين  را نشان دادند یکمتر یالقا زانیدرصد م 29و  63ب یترتبه
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که  دهدينشان م ني. انتايج با پژوهش حاضر مغايرت داشت

يین بسته به مو یهاشهير یالقا یسازنهیبه یبرا زنمونهيانتخاب ر

 ييهاتر، مانند آننجوا یهااست و بافت ياتیح نوع گونه گیاهي

دست به يشگاهيآزما طيشده در شراکشت یهاکه از شاخه

 دهندينشان م یشتریشکل واکنش ب رییبه تغ ند،يآيم

(Weremczuk-Jeżyna et al. 2016). 

 ی ریشه مویینسازی محیط القابهینه

-ال) القای ريشه مويینسازی شرايط منظور بهینهدر اين مطالعه به

کشت محیط نوعو  (Cساکارز )، (B)، استوسیرينگون (A) آرژنین

(D) بهینه  ، از روش سطح پاسخ و طرحدرصد القای ريشه( بر

مقادير نتايج  4جدول استفاده شد.  D (D-Optimal Design)نوع 

 جدولدر ادامه، دهد. ها را نشان ميدست آمده از اين آزمايشهب

 و دوم درجه خطي، اثرات یبرای بررسي معنادار واريانستجزيه 

مورد استفاده قرار  پاسخ برای رگرسیون معادله ضرايب متقابل

اکي از جدول حاين داده شده در  نشاننتايج  (.4گرفت )جدول 

 و آرژنین-الغلظت اسیدآمینه  آن است که اثرات خطي مربوط به

تاثیر  %5و ساکارز در سطح  %1کشت در سطح محیط نوع

اما اثر خطي مربوط به  ندداشت درصد القای ريشهبر  یمعنادار

 میزان القای ريشهدار بر يمعن اثرفاقد  عامل غلظت استوسیرينگون

و  A*B از جمله از متغیرها برخيل باشد. از طرفي اثرات متقابمي

B*D شده نشان داده 5 جدول در که طوریدار نبود. همانعنيم 

 % 95 اطمینان سطح در پاسخ موردنظر برای برازش عدم است،

 تأيید هاداده برازش برای را معادله بنابراين صحت نبود؛دار معني

  کند.مي

 
 اجرا و نتايج آزمايش -4جدول 

Run L- آرژنین (mM)  استوسیرينگون(µM)  ساکارز(mg/L) پاسخ: القای ريشه )%( محیط کشت 

1 2 0 30 1/2 MS 10 

2 0/76 200 17/5 1/4 MS 20 

3 2 88 30 1/4 MS 0 

4 0/77 77 17/5 1/2 MS 90 

5 2 200 30 1/2 MS 0 

6 0/4 90 30 1/2 MS 90 

7 2 200 10 1/4 MS 10 

8 2 0 10 1/4 MS 10 

9 0 0 10 1/2 MS 10 

10 0/92 200 10 1/2 MS 0 

11 0/92 0 19/4 1/4 MS 20 

12 0 0 30 1/4 MS 10 

13 0/16 100 22/43 1/4 MS 100 

14 1/25 100 11/6 1/4 MS 90 

15 1/26 189 29 1/4 MS 20 

16 2 200 10 1/4 MS 0 

17 2 0 30 1/2 MS 10 

18 2 90 14 1/2 MS 90 

19 0/92 200 10 1/2 MS 10 

20 0 116 10 1/4 MS 80 

21 0 0 10 1/2 MS 0 

22 2 200 30 1/2 MS 20 

23 0 200 19/27 1/2 MS 10 

24 0 200 30 1/4 MS 10 
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، (A) آرژنین-الها، معادله متغیرهای رگرسیون اين داده تجزيهبا 

 کشتهای محیط برای هر يک از (C) ، ساکارز(B) استوسیرينگون

 زير بیان شد: هایرابطه صورتبه میزان القای ريشهبر 
يشهر یالقا کشتمحیط = (%)   2/1  MS 

-43.2+54.4A+1.02B+6.02C+0.03A * B-1.2A * C+0.005B *  
C-13.7A2 -0.006B2-01C2 

يشهر یالقا کشتمحیط = (%)   4/1  MS 

+4.4+29.1A+1.1B+3.7C+0.0A * B-1.2A * C+0.005B * 
 C-13.7A2-0.006B2-0.1C2 

، طور که از جدول تجزيه واريانس مشخص استهمان

باشد، از لحاظ آماری  05/0ها کمتر از آن P ارزشهايي که عبارت

ند. در واقع نک بینيپیش % را 5ها را با خطای کمتر از تواند دادهمي

تر باشد معنای آن عبارت در يک عبارت کوچک P ارزشهرچه 

 2R (97/0) ،2Rمقادير بالای . همچنین بیشتر خواهد بود معادله

دهنده نشان (71/0) شده بینيپیش 2Rو (93/0) تعديل شده

 است. معادلهمناسب بودن 
 

 دوم برای درصد القای ريشه ( مدل درجهANOVAواريانس ) زيهتجنتايج  -5جدول 

 P ارزش F ارزش مربعات نیانگیم یدرجه آزاد مجموع مربعات منبع

 0/0001 26/86 2265/56 13 29452/29 **مدل

 A( ** 675/65 1 675/65 8/01 0/0178( آرژنین-ال

 163/56 1 163/56 1/94 0/1940 (B)استوسیرينگون 

 420/61 1 420/61 4/99 0/0496 * (Cساکارز )

 959/57 1 959/57 11/38 0/0071 ** (Dمحیط کشت )

ABns 114/04 1 114/04 1/35 0/2719 

AC** 1518/29 1 1518/29 18/00 0/0017 

AD** 1829/48 1 1829/48 21/69 0/0009 

BC* 391/61 1 391/61 4/64 0/0566 
BDns 273/36 1 273/36 3/24 0/1020 

CD** 1688/10 1 1688/10 20/01 0/0012 

²A* 611/38 1 611/38 7/25 0/0226 

²B** 16375/15 1 16375/15 194/12 0/0001 
C²ns 378/96 1 378/96 4/49 0/0601 

 - - 84/35 10 843/55 ماندهيباق

 3576/0 1/41 98/71 5 493/55 عدم برازش

 - - 70/00 5 350/00 خطای خالص

 - - - 23 30295/83 کل
 %1و  %5داری در سطح ترتیب معنيبه **و  *

 

از  پاسخِ مشاهده شدهبرای بررسي ارتباط بین متغیرهای مستقل و 

هر  . در(4)شکل  نمودار سه بعدی سطح پاسخ استفاده شدرسم 

مرکزی قرار  نقطه در سوم متغیر کهحالتي در متغیرو نمودار اثر د

توان دريافت ها مينموداراين است. با نگاه به  شدهدارد، بررسي 

ای مربوط به محدوده درصد القای ريشهکه بیشترين میزان 

 mM محیط در حدود آرژنین-الاسیدآمینه اولیه میزان باشد که مي

میزان و  µM 85 -110 در حدود غلظت استوسیرينگون، 1 - 5/0

طور که از نمودارها همان. است g/L 15-20 در حدود ساکارز

شده،  ذکر هایعاملبا افزايش يا کاهش مقادير  مشخص است

 خواهیم بود درصد القای ريشهمیزان يا افزايش شاهد کاهش 

 .(4)شکل 

ند. هست ثرؤدر بهبود کشت م يآل هایتروژنیو ن نهیآم یدهایاس

وجود دارند. با  اهانیدر گ يعطبی طوربه اِلنه نوع یآم یدهایاس

-Sayed) زاييشهيدر ر نیآرژن -ال نهیدآمیتوجه به نقش اس

Tabatabaei and Omidi 2021) مطالعات نشان داده است که ،

 شهير يختيترار يفراوان شيافزا بهنه تنها منجر  آرژنین-الافزودن 

زخم شده  هایزنمونهير ای شدنقهوهبلکه کاهش  شوديم نیيمو

(. Henzi et al. 2000; Sharafi et al. 2014) را به دنبال دارد

 شهير یبر القا نیگلوتام-L نهیآمدیاثر است همچنین مطالعا
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 یثرؤطور مبه توانديم نیگلوتام-ال. است را نشان داده گیاهزرين

در درصد  یریکند و بهبود چشمگ تيرا تقو ييزاشهير نديفرآ

(. Ahmadi Pozveh et al. 2023) کند جاديا اهیگزرين ييزاشهير

(2014) Sharafi et al. سازیبهینهبا هدف  يتوجه طالعه قابلم 

 ييايمختلف باکتر یهاهيکشت و سوهم یهاطیاثرات همزمان مح

طور قابل به اواني القاها نشان داد که فرهای آنافتهي. انجام دادند

از مواد  يحذف برخاز جمله  ييایمیش یبا اصلاح اجزا يتوجه

 طیمح از 2CaClو  3NO4NH ،4PO2KHمانند  یمغذدرشت

در پژوهش  .(Sharafi et al. 2014)است  افتهي شيفزاکشت اهم

سازی غلظت بهینه مده ازآدستبه جي، نتا(1401) يفتاحکارجو و 

نشان داد که  RSM کشت با استفاده ازمحیط pHساکارز و 

شامل در گیاه شابیزک  يینمو یهاشهيوزن خشک ر نيشتریب

بود  8/5برابر با  pHساکارز و  g/L 30 حاوی  MSکشت طیمح

(Fattahi and Karjo 2022). 
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 MS( بر میزان درصد القای ريشه در محیط کشت C( و ساکارز )B(، استوسیرينگون )A) آرژنین-البعدی اثر همزمان نمايش نمودارهای سه -4شکل 

برای همه نمودارها و محورهای پايه مربوط )%( القای ريشه  میزان(. محور عمودی صفت د سمت راست:  ب و)  MSالف و ج( و مت چپ: س) 

 است. (BC( و )AC) متقابلبه اثر 

 

کشت  يطشرا یسازینهدر به (RSM) کاربرد روش سطح پاسخ

القای کالوس مطالعات برای  یراخ هایسالطور گسترده در به

(Amdoun et al. 2020; Bagherieh-Najjar and Nezamdoost 

2016; Erst et al. 2022; Fathil et al. 2017; Li et al. 2022; 

Tandon et al. 2021) کشت سوسپانسیون سلولي ،(Bansal et al. 

2017; Chattopadhyay et al. 2002)باززايي ، (Chakraborty et 

  MSمحیط کشت                                      MSمحیط کشت 
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al. 2010)  و کشت ريشه مويین(Amdoun et al. 2010; Ryad et 

al. 2010a) و  يياست و کاراقرار گرفته  يمورد بررس

 يهثانو هاییتمتابول یدتول سازیینهدر به RSMروش  يریپذیقتطب

 يندهد. در مجموع، ارا نشان مي یاهيگ تکش هاییستمدر س

مختلف کشت  یهااصلاح جنبه یرا برا RSM تواناييمطالعات 

 یطيو عوامل مح یطمح یبگرفته تا ترک یرشد يطبافت، از شرا

 .دهدنشان مي

سازی القای روش بهینه .Sabokdast et al (2021) در پژوهش

 گیاهزرينصورت طرح آزمايشي کاملاً تصادفي در ريشه مويین به

 ه است. نتايج حاصل از اين پژوهش نشان داده است،شدانجام 

نمونه و زيسن ر ،نوع ریتحت تاث گیاهزريندر  نيیمو شهير دیتول

در  ريشه مويین یقادرصد ال نيشتریکشت است. بطیمحهمچنین 

 نیآرژن -L نهیآمدیاس mM 1 یحاو MS غلظتنیمه کشت طیمح

درصد(  55/73) یادوهفته لیپوکوتینمونه هزيدرصد( و ر 93/46)

درصد(  66/14) یابرگ پنج هفته زنمونهيدرصد در ر نيو کمتر

در مطالعه . (Sabokdast et al. 2021)ه است شدگزارش 

Amdoun ( 2010و همکاران،) در ها مؤلفه یهاغلظت ينربهت

 mMصورت به B5کشت  محیطکشت ريشه مويین شابیزک در 

1/79 ([NO3−])، mM 4/11 ([Ca2+]و ) mg/L 9/42 ساکارز 

سطح  شده،سازیینهبه يطکه با استفاده از شرا دست آمده استهب

 دو برابر تقريباً شاهد يطشده نسبت به شرا یدتول یوسیامینه

 . (Ryad et al. 2010b) است يافته يشافزا

خاطر به RSMروش  کاربردکه  دهدينشان م حاضر پژوهش

و ضرورت انجام  غیرهامت یانم زمانتاثیر هم يآن در بررس ييتوانا

 يندهافرا سازیینهبه به یثرؤبه طرز م توانديکمتر، م هایيشآزما

 کند.  کمک يستيدر مطالعات ز

 یافتن نقاط بهینه

میزان القای ريشه، منظور يافتن نقاط بهینه شرايط کشت برای به

با قرار دادن مقادير متغیرهای مستقل در محدوده بهینه  1ی رابطه

-Designافزار در نسخه آزمايشي نرم in range)انتخاب گزينه 

13.0 ®Expert و قرار دادن مقدار پاسخ درصد القای ريشه در )

حل اين اولین راهد. شحل ( maximizeمحدوده بیشترين میزان )

 درصد القاینشان داد که بیشترين  997/0با نقطه مطلوبیت معادله 

 µM، آرژنین-ال mM 1غلظت  شرايط ( در% 72/99)ريشه 

 MS 1/2محیط کشت  وساکارز  g/L 20و  استوسیرينگون 97/93

  ارائه شده است. 5ل ها در جدوحلبقیه راه .خواهد آمددست هب

 نییمو یهاشهیر یختیترار تیماه یاثبات مولکول

 یارهیبا استفاده از واکنش زنج نيیمو یهاشهير يختگيترار تیماه

شد.  ديیتأ rolCژن  اختصاصي یمرهاي( و پراPCR) مرازیپل

DNA محصول  ن،يیمو یهاشهيشده از راستخراجPCR مورد 

به  PCRمحصول  چیکرد. ه ریتکثباز را جفت 626انتظار به طول 

تحت  نيیمو یهاشهيدر ر virDجفت باز مربوط به ژن  438طول 

است.  ييايباکتر يآلودگ فقداندهنده مطالعه مشاهده نشد که نشان

 DNAو کنترل منفي ) ختيرتراریغ یهاشهير برای ت،يدر نها

 rolCاز ژن  تکثیر شدهقطعه  چیه ،ژنومي از ريشه طبیعي(

بافت شدن توسط آلوده  ینيمو یهايشهر (.5نشد )شکل  ييشناسا

 (.Guillon et al. 2006شوند )ید ميتول .rhizogenes R با یاهيگ

در پاسخ به ترشح ترکیبات فنولي مثل  یباکتردر واقع 

را  خود ياهیگ زبانیم استوسیرينگون ترشح شده از محل زخم،

( Ri) شهيالقا کننده ر دیاز پلاسم T-DNAای انتقالي ناحیهو  آلوده

را با کمک باشد های سنتز اوپین ميو ژن rolهای که حاوی ژن

 T-DNAکه خارج از ناحیه  chv و vir عامل بیماريزايي یهاژن

 .(Biswas et al. 2023)کند يم دغاما آنژنوم  است در

 های موییناستقرار ریشه

های کشت مناسب برای مقايسه رشد لاينمنظور انتخاب محیطبه

ه لاين مورد ريشه مويین تايید شده دو نوع محیط کشت با س

رسي قرار گرفتند که براساس تجزيه و تحلیل نتايج، تفاوت بر

% مشاهده شد  5کشت در سطح داری بین دو نوع محیطمعني

داری بین سه لاين مورد گونه تفاوت معني( اما هیچ6)شکل 

 (. 7آزمايش وجود نداشت )شکل 

د دار بو، معني 5همچنین اثر متقابل لاين و محیط کشت در سطح 

اساس بالاترين تعداد نوک ريشه مربوط به لاين (. براين8)شکل 

عدد نوک ريشه  85با   MSرشد يافته در محیط  2شماره 

، Duran and Yu (1994) پژوهشدر شمارش شده همراه بود. 

 های مويینشهيبر اساس تعداد نوک ر ويژهرشد  نرخ جينتا

Atropa belladonna دهنده موضوع نشان ني. استاشده  محاسبه

است  هاشهيو سرعت رشد ر شهيتعداد نوک ر انیوجود رابطه م

(Yu and Doran 1994.) 
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 بیني نقاط بهینههای ارائه شده جهت پیشحلراه -5جدول 

 شماره (mM) ین آرژن-ال (µM) یرينگون استوس (g/L) ساکارز کشت-یطمح )%( يشهر یالقا یتمطلوب

0/997 99/636 1/2 MS 20/000 93/974 1/000 1 

0/996 99/603 1/2 MS 19/843 94/065 1/000 2 

0/996 99/550 1/2 MS 20/000 98/284 1/000 3 

0/995 99/333 1/2 MS 20/000 94/339 0/967 4 

0/993 99/222 1/2 MS 20/000 95/854 0/935 5 

0/992 99/161 1/2 MS 20/000 100/129 0/953 6 

0/992 99/067 1/2 MS 19/776 85/446 1/000 7 

0/991 98/414 1/2 MS 19/993 83/706 1/000 8 

0/984 98/288 1/2 MS 20/000 101/528 0/862 9 

0/983 98/170 1/2 MS 20/000 85/029 0/853 10 

0/982 98/164 1/2 MS 20/000 89/716 0/802 11 

0/982 94/122 1/2 MS 20/000 109/748 1/000 12 

0/941 94/116 1/4 MS 15/431 97/237 0/500 13 

0/941 99/636 1/4 MS 15/281 96/568 0/502 14 

 

 
و  ATCC 15834 ،A4یب از چپ به راست: ترت)به های رايزوبیوم رايزوژنزيهاز سو یدپلاسم-Ri: 1-3%. چاهک  1تصوير حاصل از الکتروفورز ژل آگارز  -5شکل 

MSU440مربوط به  8و  7يین، چاهک شماره مو هایيشهرهای کانديد جهت اثبات تراريختي : لاين4-12 ، چاهکتعنوان کنترل مثب( بهDNA  ژنومي ريشه مويین

 3000-100) عنوان کنترل منفي، لدر:هیعي بطب يشهرژنومي از  DNA: 14 ،مقطرآب: 13از ريزنمونه میانگره هستند.  10دست آمده از ريزنمونه برگ و چاهک شماره هب

 باز((.جفت 438) virDباز( و جفت 626) rolC: ژن PCR، )محصولات (يران، اسیناکلونجفت باز، 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بر تعداد (  MSو   MS)اثر نوع محیط کشت  مقايسه میانگین -6شکل 

 نوک ريشه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

دست آمده هب (L3و  L1 ،L2مويین ) ريشهلاين اثر  مقايسه میانگین -7شکل 

 بر تعداد نوک ريشه MSU440از سويه 
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 تعداد نوک ريشهگیری شده صفت اندازهبر  ريشه مويین لايناثر متقابل نوع محیط کشت و  مقايسه میانگین -8شکل 

 

 
نمايي: )بزرگ بر روی ريزنمونه برگ رايزوبیوم رايزوژنزظهور ريشه در محل آلودگي به  )ب(کامل.  MSگیاه کشت شده در محیط های زرينگیاهچه )الف( -9شکل 

های رشد در پتری ديش. فاقد تنظیم کننده  MSهای قطع شده از ريزنمونه برگ بر روی محیط کشت )د( رشد ريشه(. ×20نمايي: و )ج( ريزنمونه میانگره )بزرگ( ×10

 .MSU440های رشد. )و( لاين ريشه مويین تايید شده حاصل از ريزنمونه برگ و سويه فاقد تنظیم کننده  MSشت مايع )ه( رشد در محیط ک

 

 گیری کلینتیجه

سطح پاسخ  شناسيروشاز  D نوع نهیبه حمطالعه طر نيادر 

(RSMبرا )با  يکیژنت افتهي رییتغ یهاشهير یالقا یسازنهیبه ی

Ri-در  پلاسمیدDracocephalum kotschyi Boiss  شداستفاده .

 ،نینيآرژ-الاسیدآمینه مختلف  یهابر غلظت يشيطرح آزما

منبع کربن ساکارز و دو  ،عنوان يک فنول طبیعيبه نگونيریاستوس

به حداکثر  یعوامل برا ني، تمرکز داشت. انوع محیط کشت

اب شدند. انتخ تعداد آزمايشحداقل  اب میزان القای ريشهرساندن 

 ساکارزو  نیآرژن-خاص ال یهابیکه ترک دهديما نشان م جينتا

 مويین شهير یالقا فراوانيبر  يتوجهطور قابلبه بهینه غلظتبا 

 کيامکان توسعه  RSM. استفاده از گذارديم ریتأثگیاه زرين

 یرا برا نهیبه طيرا فراهم کرد که به طور موثر شرا ينیبشیپ معادله

سرعت  توجه به بررسيبا همچنین  کند.يم ييده شناساباز شيافزا

 هيآمده از سو دستهب نيلا خته،يترار شهير یهانيرشد لا

440MSU جامد  طیکه در محMS   شدرشد کرده بود، انتخاب. 

در بهبود  مذکور باتیاثرات ترک يبه بررساين پژوهش  طورکليهب

را  یااخته و راهکار نوآورانهپرد نيیمو یهاشهير یالقا ييکارا

)ب )الف(

) 

 )ج(

 )و( )ه( )د(
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