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  دهيچك
 درحال انقراض باشد كه مي رانيا يبوم ان وياز خانواده چتر يصنعت ،ييارزشمند دارواه يگ ).Ferula gummosa Boiss( جهيبار
 .صورت گرفته است ييدارواهان ين گييمو هاي شهيق كشت ريه از طريثانو يها تيولد متابينه توليدر زم ياديز يها تلاش راًياخ. است
 ل،يپوكوتيه هاي نمونهي ريزكشت هم .شد يبررسن ييمو هاي شهير يالقااه با هدف ين گيا يكيژنت يورز امكان دست پژوهش حاضر، در
و A4 ،1724، 15834 زوژنز شامليوم رايه اگروباكتريسو چهار كالوس، با استفاده از و روزه10-14 هاي نيشه، جنير برگ، لدون،يكوت

 يالقا ،ج بدست آمدهيطبق نتا. شد ي، بررسييزا شهيبرر MS4/1و MS1، MS2/1كشت فاقد هورمون طيمحسه  اثر. انجام شد 2659
روز 14بعد از حدود كه  ينحو به زنمونه قرار گرفت،يزوژنزو نوع ريوم راياگروباكتر هاي هيرسويثتحت تأ جه،ياه بارين در گييشه موير

 يبراMS2/1 طيمح .دين گردييشه موير يمنجر به القا 15834وم يه اگروباكتريروزه و سو10- 14هاي نينمونة جنريز فقطح ياز تلق
  .ن را اثبات كردييمو هاي شهيدر ژنوم ر T-DNAق موفق ي، تلفPCRالكتروفورز محصولات  .بود مؤثر نييمو يها شهيرظهور 
  
 .نمونهريز ،نيكشت جن ،نييمو هاي شهير زوژنز،يوم راياگروباكتر ،جهيبار : يديكل هاي واژه

  
 مقدمه
نام ا ب ،.Ferula gummosa Bجهيبار ييدارواه يگ
از شاخه نهاندانگان و از رده   Galbanumيسيانگل
 يعلت زادآور به كه باشد مي انيو خانواده چتر ها يا دولپه

اه ين گيا .استدر حال انقراض  رويه ين و برداشت بييپا
در  يتند و مخصوص يبو وك بوده يچند ساله و منوكارپ

شود كه از  مي استشمام آناز  رشد و نمو، تمام دوره

 ;Omidbaigi, 1997). تاس جهيبار اهيمشخص گ هاي نشانه

Zaragari, 1990) ,صنايع در باريجه اسانس و شيرابه 

 عطرسازي، غذايي، داروسازي، صنايع جمله از مختلف

از جمله  .گيرد مي قرار استفاده مورد نظامي و سازي چسب
باريجه، كاربرد آن در صنايع عطر و  صمغ يمصارف صنعت

 ، نقاشي، نساجي و داروسازي استسازي ادكلن
)Mortazaienezhad & Sadeghian, 2006(. شده مشخص 
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 اسانس اصلي تركيب دو پينن-بتا و ننيپ- آلفا كه است

 ).Talebi et al., 2008( دهند مي تشكيل را ايران يها باريجه
ران يجه اين باريالئوگم رز در يب منوترپنيترك 130 نيهمچن
 .  (Jalali et al.,2012)شده است ييشناسا

ت از ين سندروم محرومياه جهت تسكين گياز عصاره ا
؛ )Ramezani et al., 2001(شود  مي استفادهن يمورف
 ياه بر روين گيضد صرع و ضد تشنج بذر ا تين فعاليهمچن

از  نيهمچن ).Sayyah et al., 2002(موش ثابت شده است 
 شود مي ال خوشبو استفادهيباكتر آنتي هاي ندهيعنوان شو به آن

(Ghasemi et al., 2005).  
ن يا يكينه اصلاحات ژنتيدر زم ياديتاكنون مطالعات ز 

با ) 2005(و همكاران Nadjafi  .اه صورت نگرفته استيگ
 يبرا ييها اه، روشين گيبذر ا زني جوانه يق بر رويتحق

  Sarabadani. دجه ارائه داده انياه باريشكستن خواب بذر گ
و  ييزنمونه بر كالزايو ر ياثر سطوح هورمون )2008(

 نياز كشت جن نموده و يرا بررس جهياه باريگ ييباززا
جه استفاده يدر برابر خواب بذر بار مؤثر ك روشيعنوان  به

در  يصورت عمود به جهيبار نياستفاده از كشت جن با .كردند
توان  مي تر زغال فعال،يدر ل گرم 5/0 يحاوMS 4/1ط يمح

منظور  به را در زمان كمتر، يتر و بيشتر يقو هاي  گياهچه
 ,.Montazeri et al). د نمودينمونه مناسب، تولريز هيته

اه ين گاي يو صنعت يياد دارويت زياهم به با توجه لذا (2010
 يك مقوله صادراتيعنوان  به و در حال انقراض، يبوم

كشت  هاي استفاده از روش ،كشور يارزشمند و ارزآور برا
، از جمله القا يوتكنولوژيك و بيژنت يمهندس بافت،

د يش تولياه و افزاين گياصلاح ا با هدف ن،ييمو هاي شهير
  . رسد مي نظر به يضرور ،ه آنيثانو هاي تيمتابول

افته و در حال يتوسعه  يدر كشورها رياخ هاي در سال
 ياهيگ ءمنشا با يداروها يبرا يونافز روز يتوسعه تقاضا

اما ). Shrikumar & Ravi, 2007( بوجود آمده است
 ساخته يياهان دارويكه در گ يا هيثانو هاي تيمتابول
 آوري جمعن، يعلاوه برا. باشند مي غالبا محدود شوند، مي
را به  آنهاات يح، عتيطباز  يياهان داروياز گ ياريبس

از  ).Verpoorte & Memelink 2002 ,(د انداز مي مخاطره

ر اندك در يه اغلب در مقاديثانو هاي تيآنجا كه متابول
و  يشوند، استخراج، جداساز مي ديافته توليز يتما هاي بافت

د يتول يك مشكل اساسيعنوان  به آنها عموما سازي خالص
  ). Kim et al., 2002( مطرح است
 طريق از شيشه درون در ثانويه يها متابوليت توليدامروزه 

منظور غلبه  به باشد، اما يم پذير امكان گياهي يها بافت كشت
افت نسبتا يره، ياهيگ يها كشت سلول هاي ستميبر مشكلات س

د آمده يه پديثانو هاي تيمتابول يا شهيد درون شيتول يبرا ينينو
بات يمولد ترك هاي گونه يكيژنت يورز است كه مستلزم دست
وم ينام اگروباكتر به يعيك ناقل طبيستم يهدف با استفاده از س

ن يا .باشد مي )Agrobacterium rhizogenes (زوژنزيرا
 )Hairy root(نييشه موير يماريخاك مولد ب يمنف گرم يباكتر
 يدارا Ri يدهايلاسمپ T-DNA. باشد مي اهانيدر گ

فه يهستند كه وظ rol A,B,C,Dمشتمل برچهار ژن اي  مجموعه
  ورود بخش .عهده دارند به ن راييمو هاي شهيد ريتول ياصل

T-DNA د ياز پلاسمRi )يباكتر) شهيالقا ر A. rhizogenes  به
رشد بافت  يكيتظاهر مورفولوژ جاديباعث ا، ياهيژنوم گ

شود  مي اهيآلوده شده گ هاي خت از قسمتيترار هاي شهير
)Hildebrand et al.,1934 Riker et al.,1930 & .(هاي شهير 

رشد  ييتوانا Riد ياهان ترانسفورم شده با پلاسميجدا شده از گ
 يكيصورت ژنت به ،ل را دارنديط استريشرا شه دريدرون ش

صورت  به كه هايي تيسنتز فراوان متابول ييدارند و توانايپا
 Li) دارند را شوند مي افتيگر يد هاي اندامو  ها شهينرمال در ر

et al.,2000, Oksman et al.1996) .كه با نام  ها شهين ريا" 
شوند،  مي شناخته "ختيترار هاي شهير"ا ي "نييمو هاي شهير
 شوند، و مي استفاده ياهيدهه است كه در علم گ دوش از يب
، و يميوشي، بياهيگ يزولوژيدر ف يك ابزار ضروريعنوان  به
 ,.Kuzovkina et al(باشند  مي مطرح يمولوكول يولوژيب

2006.(  
 هاي وم و سلوليان اگروباكتريت برهمكنش ميماه 

افتن يمنظور  به .طور كامل درك نشده است به هنوز ياهيگ
اي  ، مجموعهياهيپ گيو ژنوت يه باكتريب مطلوب سويترك

پ مورد نظر آزمون يژنوت يبر رو ديبا ييايباكتر هاي هياز سو
همچون سن، نوع و  يگريپ، عوامل ديعلاوه بر ژنوت. گردد
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ن ييتوانند در تع يز ميزنمونه نير يكيولوژيزيت فيوضع
 Hu,z( ت باشنديحائز اهم يه باكتريپ و سويژنوت يسازگار

et al.,2006.(  
اه يدر گ يكيژنت يورز امكان دستر پژوهش حاضر د
 با استفاده ازانواع ، B. Ferula gummosa جهيبار ييدارو
وم يه متفاوت اگروباكتريسو 4و ممكن هاي نمونهريز
   .شد يبررس، نييمو هاي شهير يالقا، با هدف زوژنزيرا
  

  مواد و روشها
   ياهيمواد گ

ن يدر ا مورد استفاده B. F.gummosa جهياه باريبذر گ
 .شد آوري استان اصفهان جمع يستانمناطق كوه از پژوهش

ساعت  48مدت  به ،عيصابون مارهاپس از شستشو با آب و بذ
ه در يثان 60مدت  به سپس. دقرار داده شدن يآب جار ريز

قه در يدق 25مدت  به و پس از آن ،%70اتانول  محلول
، عيچند قطره صابون ما يحاوم يت سديپوكلريه % 5/2محلول
. قرار داده شد همراه با تكان دادن، لياستر يهود هوار يدر ز

شستشو  ،ليبار استر دومرتبه با آب مقطر  سهسپس بذرها 
ل ياستر يتوسط كاغذ صاف آنها يبعد از آن آب اضاف. شدند

د يبذور و جهت تول يپس از ضد عفون ينيمحور جن .گرفته شد
توسط پنس و نمونه، ريز آوردن بدست يسترون برا هاي اهچهيگ

 محيط كشت درها  نيجن و دياسكالپل از پوشش بذر خارج گرد
MS 4/1 تر يدر ل گرم 30كرو همراه با ياز عناصر ماكرو و م

در  گرم 5/0 يحاو )pH =5.8-6 (تر آگار يدر ل گرم 7ساكارز و 
 ،)Montazeri et al., 2010( و بدون هورمون تر زغال فعاليل

 5كه  ندبوداي  شهيش هاي وانيلظروف كشت،  .كشت شدند
 20 يدمابا  رشدبه اتاقك  وكشت در هر كدام ن سالم يجن

ساعت دوره  16 يبرا lux3000شدت نور  و دگرا يدرجه سانت
   .منتقل شدند ييروشنا
  
  نمونه مناسبريز هيته

ه يو با بن يقوسترون  هاي اهچهيبه گ يابيپس از دست
اه شامل يمختلف گ هاي ، از قسمت)روزه 20- 30(مناسب 
و  ي، برگ اصل)ها لدونيكوت( ها لپه ،)ليپوكوتيه( اى رلپهيمحور ز

 روزه، 10- 14 هاي نياز جن ،نيهمچن. ه شدينمونه تهريز شه،ير
ن برش يبا منشا جن هاي شه و كالوسير أبا منش هاي كالوس

  .نمونه استفاده شدريز عنوان به مايمستق زيافته، ني
افته و ي ن برشيجن هاي نمونهريز ه كالوس،يته يبرا 

 mg/l-1 NAA يب هورمونيبا ترك MS4/1ط يشه، به محير
در  يكيط تاريدر شرا، منتقل شده mg/l-1 BAP 2و10
 10هر  ها نمونه. شدند ينگهدار گراد درجة سانتي 20يدما

ماه  كيواكشت شدند و پس از حدود  كباريروز 
  .دست آمدند به مناسب هاي كالوس
  
   ييايباكتر هاي هيسو

 ةيسو چهارن پژوهش از ي، در انييمو ةشير يبه منظور القا
 A4، 15834( ينيآگروپ ةيشامل دو سوزوژنز يوم رياگروباكتر

 ينيكوكوموپ ةيك سويو ) 1724( ينيموپ يكيم ةيك سوي ،)
مشهد و  ياز دانشگاه فردوس A4ة يسو .استفاده شد) 2659(
دانشگاه تهران  يشناس ستيشگاه گروه زياز آزما ها هيه سويبق
 ml 30 هاي فالكون در يون باكتريكشت سوسپانس. ه شدنديته

 دور  با يكر دورانيش در LB عيما ط كشتيمح يحاو

rpm180 يساعت در دما 24مدت  به و يكيدر تار C۫ 28 
 10مدت  به وژيفيكمك دستگاه سانتر به يسپس باكتر .انجام شد

ط يمح ml 5و  رسوب داده شد rpm 1500قه با سرعت يدق
تا  5/3مدت  به شده مجدداكامل به آن اضافه  MSع يكشت ما

نان از حضور يپس از اطم .ه شدكرقرار داديساعت در ش 4
  .ه مراحل انجام شدي، بقيد مورد نظر در باكتريپلاسم
  
   ها نمونهريز حيتلق

 زوژنزيوم رايه اگروباكتريسو چهاراثر  يبه منظور بررس
)A4 ،15834 ،2659 ،1724(  شرح بالا به نمونهريز نوع 7بر، 

 يپتر 12 ،يباكتره يسوهر  يبرا يك طرح كاملا تصادفيدر 
 ةاز همنمونه ريز 10 يدر هر پتر. تكرار در نظر گرفته شد 3در 

توسط  ها نمونهريز .قرار داده شد يصورت تصادف به انواع آن،
كمك  به بعد. شدند يزخم يا اسكالپل آغشته به باكتريسوزن 
مورد نظر  هاي يون باكتريسوسپانسطور جداگانه به  به پنس

سپس . در آن غوطه ور شدند قهيدق 30مدت  به منتقل شده و
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توسط  يع اضافيما خارج كرده و يون باكتريآنها را از سوسپانس
منظور  به ها نمونهريز ت،يدر نها. زدوده شدل ياستر يكاغذ صاف

 MS2/1ط كشت يمح يحاو هاي يبه پتر ،يكشت توام با باكتر
اتاق  به ها يپتر. آگار منتقل شدند % 7/0ساكارز و  %3 يحاو
 يسر كي. افتنديانتقال  گراد درجة سانتي 24 يبا دما يكيتار
عنوان شاهد در نظر گرفته  به ،يمار با باكتريبدون تز ين يپتر
  . شد

  
  يزدودن باكتر

 ح،يپس از تلق ساعت 72تا  48، يمنظور حذف باكتر به
. ل، شسته شدنديتوسط آب مقطردوبار استر ها نمونهريز

با پنس آغشته به  خشك شده و يسپس با كاغذ صاف
 300 يحاو MS2/1ط جامد تازه يك، به محيوتيب يآنت
، )Cefotaxime( ميك سفوتاكسيوتيب يتر آنتيدر ل گرم يليم

 200ط مشابه با يبه مح ها دو روز بعد نمونه. منتقل شدند
در  وم، منتقل شده يك سفوتاكسيوتيب آنتي تريدر ل گرم يليم

  .شدند ينگهدار يكياتاق تار
 نيو بهتـر  يه بـاكتر ين سـو يج، بهتـر ينتـا  يپس از بررس ـ

 ـريز و 15834 يه باكتريسو يعني( نمونهريز  هـاي  نينمونه جن
 ـكه منجـر بـه تول   )روزه 10- 14 دنـد،  ين گردييشـه مـو  يد ري

كه  هايي يو باكتر ها زنمونهيدر ادامه پژوهش رانتخاب شده و 
. شــوند، حــذف شــدند زايــي شــهينتوانســته بودنــد موجــب ر

، مثـل انتقـال   يزدودن بـاكتر  يمورد اسـتفاده بـرا   هاي روش
م بدون شستشـو  يسفوتاكس يط حاويبه مح ها نمونهريز ميمستق

كبار باعـث از  يهر دو روز  ها نمونهريز ا واكشتيبا آب مقطر، 
از سـطوح بـالاتر   ن استفاده يهمچن. شد  ها نمونهريز رفتن دست

طـور   بـه  تـر كـه  يگـرم در ل  يليم 400ا ي 500م مثل يسفوتاكس
ها  نمونهريز رفتن نيباعث زردشدن و از ب معمول متداول است،

ل، اثر قابل يبا آب مقطر دوبار استر ها نمونهي ريزشستشو. شد
. داشـت  ياهين بافت گماند و زنده ها يدر حذف باكتر يتوجه
ط يم در محيتر سفوتاكسيدر ل گرم يليم 300ن استفاده ازيهمچن

 يجيكـردن تـدر   و كـم ح، يجامد، بعد از گذشت دو روز از تلق
م يتر سفوتاكس ـيدر ل گرم يليم 200زان يم به كيوتيب آنتي سطح

 يع حـاو يط كشت مـا يسپس انتقال به مح ك هفته، ويبعد از 

 نمانــد ك، باعــث زنــدهيــوتيب آنتــي تــريدر ل گــرم يلــيم 100
بعد از گذشت حـدود  . ديگرد زايي شهيك ريو تحر ها نمونهريز
  .ظاهر شدند ها شهيح، ريروز از تلق 14

  
  نييمو هاي شهيظهور ر سازي نهيبه

 هاي نيح جنيتلق يط كشت برايمح سازي نهيبه منظور به
 فاقد ط كشتيمح 3، اثر 15834 يروزه با باكتر 14-10

 زايي شهيبر ر MS4/1و MS1، MS2/1هورمون 
تكرار مورد  11با  يك طرح كاملا تصادفي، در ها زنمونهير

ك تكرار قلمداد يمنزله  به يهر پتر. قرار گرفت يبررس
 .زنمونه با فاصله مناسب در آن قرار داده شدير 5 د ويگرد
شرح  به يو زدودن باكتر يكشت هم ،يح با باكتريات تلقيعمل

كه  ،حيروز از تلق 14بعد از گذشت . رفت يبالا انجام پذ
صفات تعداد  يبرا ها يظاهر شدند، از همه پتر ها شهير
 يريكمك اندازه گ به ،شهيو طول ر له شمارشيوس به ،شهير

  . شد يريآمارگ ،با خط كش
  

  ن ييمو هاي شهير يختيت تراريماه ياثبات مولكول
 هاي شهير يختيت تراريماه ياثبات مولكولمنظور  به
د يتول نييمو هاي شهيمختلف از ر كلندو  يDNAن، ييمو

 ياختصاص ك جفت آغازگريشده، استخراج و با 
با طول  rol Bاي از ژن  براي تكثير قطعه زير هاي يتوالبا

  :گرديد PCRجفت باز، وارد واكنش  423حدود 
5´-GCTCTTGCAGTGCTAGATTT-3´   

  -GAAGGTGCAAGCTACCTCTC-´5 ´3و
 ن كهييمو هاي شهيژنومي، از ر DNAمنظور تهيه  به

. رشد كرده بودند، استفاده شد يماه بدون آلودگ مدت سه به
 & CTAB )(Reichardtروش  به ژنومي DNAاستخراج 

Rogers, 1994  شدانجام .  
  

   يو محاسبات آمار ها داده تجزيه و تحليل
 يارهاافز ، با استفاده از نرمها داده يل آماريه و تحليتجز
Excel وSAS  با استفاده از آزمون  ها نيانگيم بندي دسته و

   .دانكن انجام شد
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  ج ينتا
 نمونه مناسبريز نييتع

- 14 هاي نيش، جنينمونه مورد آزماريز نوع 7انياز م
د يكه منجر به تول ندبودي هاي نهيگزو تنها ن يبهتر ،روزه 10
محور  هاي زنمونهيدر مورد ر .نددين گردييشه موير
ح با ياز تلقپس  ،شهيو ر ي، برگ اصلها ، لپهاى رلپهيز

ا بعد از چند يو  شدنحاصل  يرييچ تغيه اي، وميكتراگروبا
 موارد يبعض در نيهمچن .رفتند   نياز بو روز زرد شده 

كدام  چيه استفاده از .)1شكل( گرفتند  به خود يحالت كالوس
 .نشد نييمو شهير ديتول به منجر زين ها از انواع كالوس

  

  
هاي  دربعضي از ريزنمونهتمايل به تشكيل كالوس  -1شكل 

  1724تلقيح شده با سويه 
  

  تعيين بهترين باكتري 
روز از تلقيح، فقط در بعضي  11- 15بعد از گذشت حدود 

بودنـد و در   15834ها كه مربوط بـه سـويه بـاكتري     از پتري
هـا ظـاهر    ريشـه ، )روزه 10- 14هاي  جنين(ها  مورد ريزنمونه

و A4 ،2659(هــاي  مــورد بــاكتري در). 3و  2شــكل(شــدند 
ريز نمونه ديگر، حتي بعد از گذشت دو تا سه مـاه  6و ) 1724

ها و يا عدم  هاي متعدد در مورد بعضي از پتري و انجام واكشت
هاي ديگـر، هـيچ پاسـخ مناسـبي      واكشت زياد در مورد پتري

تفــاوت بســيار  طبــق نتــايج مشــاهده شــده،. مشــاهده نشــد
هـاي مختلـف بـاكتري از نظـر القـاي       داري ميان سـويه  معني
. هاي مورد استفاده مشاهده شـد  زايي مويينه در ريزنمونه ريشه

ريزوژنـز مـورد    سـويه اگروبـاكتريوم   4كـه از ميـان    طوري به
اي كه توانست نتـايج قابـل    استفاده در اين پژوهش، تنها سويه

هاي مويين فراهم  قبولي را در مقايسه با شاهد، در القاي ريشه

هـاي تلقـيح شـده بـا      اكثر ريزنمونـه . بود 15834، سويه كند
  .دهي پيش رفتند سمت كالوس به 1724اگروباكتريوم سويه 

  

  
  

  
   F. gummosaهاي مويين  ظهور ريشه -2شكل 

  روز پس از تلقيح با اگروباكتريوم رايزوژنز 14حدود 
  

  
  

  
  

هاي مويين تراريخت  نماي كركين ريشه -3شكل 
F.gummosa  زير بينوكولاردر  

 19 18  17  
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   نييمو هاي شهيظهور ر سازي نهيبه
 ـجدول تجز هاي بر اساس داده  ـواره ي  نـوع  اثـر  انسي

شـه و طـول   يهر دو صـفت تعـداد ر   يبر رو كشت طيمح
 ص داده شــديتشــخ %)5در ســطح ( دار يشــه معنـ ـير
  ).1جدول(

  
  ط كشتيمحنوع  اثر انسيه واريج تجزينتا - 1جدول 

  F .gummosaاه يگ نييشه مويبر صفات تعداد و طول ر 
منابع
 طول ريشه  DF تغيير

)mm( تعداد ريشه  
 818/17* 589/1*  2 تيمار
 766/2 197/0  30 خطا

  دار يغير معن: ns ،%5در سطح احتمال  دار يمعن: ٭

هر دو صفت تعداد در نشان داد كه  ها نيانگيم بندي دسته
 يها طيب محيترت به ها طين محيشه، بهتريطول ر شه وير

MS2/1 ، MS1  وبودMS4/1 داشت يتر نييعملكرد پا .
ط ين محيعنوان بهتر به MS2/1 طيمح ،شهيدر مورد تعداد ر

اما در . در هر دو گروه قرار گرفتز ين MS1و شناخته شد 
تفاوت  MS1و  MS2/1 هاي طيمح ،شهيمورد صفت طول ر

  ).4شكل (نشان ندادند  يچندان
  

  هاي مويين  مولكولي ماهيت تراريختي ريشه تأييد
پس از بررسي نتايج، الكتروفورز محصولات واكنش 

PCR  حضور ژن مورد نظر را ) 5شكل (بر روي ژل آگارز
هاي مويين  در ژنوم ريشه T-DNAكه بيانگر تلفيق موفق 

  .است، تصديق نمود
  
  

  
  

  با آزمون دانكن F.gummosaاه ين گييشه مويط كشت بر طول و تعداد رياثر مح يبررس -4شكل 
  

 يDNAبا  PCRشود واكنش  مي همانطور كه مشاهده
با اي  ر قطعهين موجب تكثييمو هاي شهياستخراج شده از ر

قا به اندازه يد كه دقيجفت باز گرد 423طول حدود 
. باشد مي 15834ه يد سويپلاسم يرشده از رويتكث قطعات
 هاي شهير يDNAبا  PCRن از آنجا كه واكنش يبنابرا
-Tدنبال نداشت، حضور  به رااي  چ قطعهيد هيتول يمعمول

DNAن ييمو هاي شهيدر ژنوم ر ييايباكتر هاي ديپلاسم ي
   .گردد مي تأييد

  بحث
بـا   نييمـو  يهـا  شهير يالقادر پژوهش حاضر، امكان 

 .B.   F جهيبار اهيدر گ زوژنزيرا ومياستفاده از اگروباكتر

gummosa هــاي  وجــود تفــاوت در ســويه .بررســي شــد
   T-DNAمختلف اين بـاكتري، در مـورد توانـايي انتقـال     

هــاي يــك گونــه خــاص و متعاقبــا القــاي  بــه ريزنمونــه
  هاي مويين، كه در ايـن تحقيـق نشـان داده شـد، در     ريشه

ــه ــادي ب ــات زي ــات رســيده اســت  مطالع ــه اثب   .خــوبي ب
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شه ير كلنر شده از يباند تكث ،)1( 15834ه يد سوير شده از پلاسميباند تكث: rol Bژن  ياختصاص هاي مريبا پرا PCR انجام -5 شكل  
كنترل  ،)6و7( 2شماره ن ييشه موير كلنر شده از ي، باند تكث)4و5( يعيطب هاي شهير يDNAر باند از ي، عدم تكث)2و3( 1ن شماره ييمو

 Lambda DNA / EcoRI + HindIII  ز ماكريبا استفاده از سا، )8( يمنف

  
زايي  با القاي ريشه )2004(و همكاران  Zhaoعنوان مثال  به

توسط چهار  Saussurea medusaهاي گياه  مويينه در ريزنمونه
گزارش كردند كه  R1601و  A4،  LBA9402، R1000سويه 

هاي مويين اين گياه  در رابطه با ريشه R1000تنها، كاربرد سويه 
آميز بود و همانند پژوهش حاضر، در نتيجه تلقيح  موفقيت
در . اي تشكيل نگرديد هاي ديگر، هيچ ريشه ها با سويه ريزنمونه
ه يسو چهارسه يز در مقاين Rubia tinctorum اه يمورد گ
15834 ,2628 ,R1000 75با  15834ه يسو ،9365 و % 

 خود اختصاص داد به را زايي شهين آمار ريشتري، بزايي شهير
)Ercan et al., 1999( يق حاضر همخوانيج تحقين با نتايكه ا 

سه اثر يدر مقا )2008(و همكاران   Akramianهمچنين. دارد
در   A4،1724 ،15834، 2659، LBA9402 يه باكتريسو 5

ن يعنوان مناسبتر به را 15834ه يسو ،اموسيوسيه هاي گونه
  يبرگ هاي نمونهريز ن، درييمو ةشير يالقا يه برايسو

  H. arachnoideusين پژوهش همخوانيكه با ا كردند يمعرف 
  .دارد

 ييزان تواناينمونه، در مريز وجود تفاوت در نوع
مشخص  يخوب به ز در پژوهش حاضرينه نييمو زايي شهير

 يها نيجن مورد استفاده، هاي نمونهريز انواعان ياز م. بود
ف يل توسط سوزن ظريپوكوتيروزه كه از قسمت ه 14-10

 موادن يهمچن ،داشته يتر جوانچون بافت   ند،شد يزخم
ند، مبتلا نشد يماريب به د شده ويدر آنها تول يه كمترمؤثر
توانند زنده بمانند تا  ي ميشتريح مدت زمان بيتلق بعداز
ان يب وم بتوانند بهتريمنتقل شده توسط اگروباكتر هاي ژن

ل يپوكوتيكرد كه ه يريگ جهينطور نتيتوان ا مي در واقع .شوند
باشد  مي اهين گيدر ا يكيژنت يجاد القايا يبرا يمكان مناسب
و  ندف و حساسيار ظرياه بسين گيا هاي نمونهريز اما چون

 نكردن روند، قطع مي نيشده و ازب يماريدچار ب زود
زنمونه يشتر رين بماند تواند به زنده مي چه شهيها و ر دونيتلوك

 يكشت متعدد، هم هاي و محافظت در برابر اثرات سوء واكشت
 Park در ضمن. ك كمك كنديوتيب يآنت وم و اثريبا اگروباكتر
حاصل از  هاي زنمونهيبا استفاده از ر )2000( و همكاران

 و همكاران Le ، يكيسوماتن يروزه و جنپنج  هاي جوانه

 يل، موفق به القايپوكوتيزنمونه هيبا استفاده از رز ين) 2004(
شدند، كه با  Papaver somniferumاه ين در گييمو ةشير
منظور القاي ريشه موئين  به. دارد يق همخوانين تحقيج اينتا

 Santos  از خانواده چتريان،Anethum graveolens در گياه
 يا هفته 4تا  3جوانه زده  هاي اهچهياز گ )2002(و همكاران 

ل و يپوكوتيل هيكمك سوزن استر به استفاده كرده و
كرده و سپس آنها را در  يرا زخماي  گره هاي قسمت

1    2    3    4    5     6     7     8

564 bp 
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ج يقا با نتاين دقي، كه اندور ساخت غوطه يون باكتريسوسپانس
و همكاران  Sudhaن يهمچن. دارد يپژوهش حاضر همخوان

 Rauvolfiaاه ينه در گييمو يشةر يالقا منظور به )2003(

micrantha  مختلف آن شامل ساقه، برگ،  هاي زنمونهياز ر
كه  كردنداستفاده كردند و مشاهده  ها ل و لپهيپوكوتيه
  .شدل يل تشكيپوكوتيزنمونه هيشه در رين ريشتريب

 ط كشتيبات محيهمانطور كه مشخص شد، نوع ترك
در همين زمينه  .باشد مؤثر ها شهين ريزان رشد ايتواند بر م مي

Vanhalط كشت يگزارش كردند كه نوع مح) 1995( و همكاران
 ن درييمو هاي شهيل ريبر تشك يدار يمورد استفاده اثر معن

ق ين تحقيج ايداشت كه با نتا يدانه مصر بنگ هاي نمونهريز
 Artemisiaاه ين حاصل ازگييمو هاي شهير در .دارد يهمخوان

vulgaris ط كشت يمح همانند پژوهش حاضر، زينMS2/1 ،
  دومس شناخته شيد بيش توليافزا يط براين محيبهتر

(Sujatha et al., 2012) .هاي  در بررسيSantos  و همكاران
 جه،يخانواده بار اه همين در گيموئ ةشير يمنظور القا به )2002(
 MS2/1از  ،) Anethum graveolens )Apiaceae  يعني

 مذكورق يدر تحق .كند مي تأييدج حاضر را يكه نتا دندكراستفاده 
گرم  يليم250( ميك سفوتاكسيوتيب آنتي تر نييز، از سطوح پاين

اهان يدر گ يحت. استفاده شده است يزدودن باكتر يبرا) تريدرل
 150از  Pimpinela anisumز مانند ين خانواده نيگر ايد
ج يكه نتا م استفاده شده استيسفوتاكس) تريگرم در ل يليم(

ك و يوتيب آنتي اه بهين گيا يت بالايق حاضر را در حساسيتحق
اما در مورد . كند مي قيتر آن، تصد نييلزوم استفاده از سطوح پا

 Papaver somniferumاهان، از جمله يگر گيد هاي خانواده
)Le et al., 2004  (و Hyoscyamus muticus )Zolala et 

al., 2007(  وRuta graveolens L.  )Sidwa-Gorycka et 

al.,2009 (تريگرم در ل يليم 500از  يزدودن باكتر يبرا 
 مذكور اتقيهرحال با توجه به تحق به .ك استفاده شديوتيب آنتي

مطالعات  كند، مي قيج پژوهش حاضر را تصدينتا يكه به خوب
 هاي شهير يط رشدياز است تا شراينه نين زميدر ا يشتريب

ط يمح در غلظت مواد ط كشت،يجه از نظر نوع محيبارن ييمو
طور  به ،هيثانو يها تيد متابوليمنظور تول به ....كشت، دما، نور و

  .شود يبررس كامل

 زايي شهير يحاضر نشان داد كه القا ةج مطالعينتات يدر نها
وم ياگروباكتر هاي هير سويجه، تحت تاثياه بارينه در گييمو
نمونه ريز با تنهايكه تقر ينحو به .استنمونه ريز زوژنز و نوعيرا
ه يسو 4ان ياز م( 15834ه يروزه و سو 10- 14 هاي نيجن

15834،A4 ، 1724 ن ييمو ةشير يمنجر به القا )2659 و
 .بود مؤثر نييمو هاي شهيرظهور  يبراMS2/1  طيمح .ديگرد

ن ين در اييمو هاي شهيد ريط توليقتر در مورد شرايمطالعات دق
 .رسد مي نظر به يضروراه يگ
  

  يسپاسگزار
شگاه گروه ين محترم آزمايله از استادان و مسئولينوسيبد

دانشكده علوم دانشگاه تهران و دانشگاه  يست شناسيز
مورد  هاي يه باكتريته در يهمكار يمشهد، برا يفردوس

  .مينما ي ميمانه قدردانين پژوهش، صمياستفاده در ا
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Abstract 
    Ferula gummosa B. an endangered and highly valuable medicinal plant belonging to the 
Apiaceae family is an endemic plant of Iran, on which mass production is exposed to serious 
problems. Recently hairy root research for production of important secondary metabolites has 
received a lot of attention. We studied the possibility of hairy root induction, on F. gummosis B. 
using four strains of Agrobacterium rhizogenes (15834, A4, 1724,2659) by infecting different 
explants (hypocotyle, cotyledons, leaf, 10-14 day old embryo and callus). Effects of three levels 
of hormone free MS medium (1, ½, 1/4) on hairy root production were examined. Results 
showed that different kinds of Agrobacterium rhizogenes and explants were affected by hairy 
root induction. Fourteen days after infection, only, 10-14 day old embryos produced hairy root 
by strain 15834. MS1/2 medium was effective for root emergence. In comparison with testifier, 
successful genetic transformations containing T-DNA, were confirmed by PCR.  
 
Keywords: Ferula gummosa boiss., agrobacterium rhizogenes ,hairy root culture, embryo 
culture. 
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