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 چکیده

اکسییاانی اتی س تیسیتش ک ی      حاوی مقادیر بالایی از ترکیبات فنلی و ترکیبات فعال زیستی با نقش آنتی  (.Ocimum basilicum L)ریحان
در  Agrobacterium rhizogenesهای بیاکتری  باشاس جه  بررتی توانایی تویهروشی مناتب برای تولیا ترکیبات ثانویه دارویی می ˓مویین ری ه

تیاهه و   ˓های برگریزنمونه ˓روز 45ک   شاناس پس از  MS2/1های ریحان در محیط ک   گیاهچه ˓های ثانویهالقای ری ه مویین و تولیا متابولی 
های متفاوت القاء کردناس پس تلقیح شانا و ری ه مویین را در زمان (ATCC-15834, A4, MSU, R1000)نواحی گره توتط چهار تویه باکتری 

های تولیا شاه به محییط  های برگ و تاهه پاتخی به تلقیح ن ان ناادناس ری ههای مویین تنها در نواحی گره ظاهر شانا ولی ریزنمونهری ه˓روز 14از 
MS  های رشا و میزان فنل کل بررتی گردیاس ویژگی ˓روز 60مایع منتقل شانا و پس ازDNA ج و های میویین و ییرمیویین اتیتخرا   ژنومی از ری ه

تاییا شاس درصا القای ری ه میویین   (PCR)ای پلیمراز در واکنش زنجیره rol Cهای مویین با اتتفاده از آیازگرهای اختصاصی ژن ماهی  القای ری ه
 8/4ریزنمونیه ) بی ترین تعااد ری یه میویین در هیر     ˓درصا( 1/68داری تح  تاثیر تویه باکتری هرار داش س بالاترین درصا القای ری ه )به طور معنی

 312گرم( و مییزان فنیل کیل )   میلی 2/103تعلق داش س بالاترین وزن خ ک ) ATCC-15834متر( به تویه تانتی 8/1عاد( و بی ترین طول ری ه )
مطالعه ن ان داد  برابری نسب  به شاها ییرمویین داش س نتایج این 6/4اتیا بر گرم ماده خ ک( به همین تویه مربوط بود که افزایش گرم گالیکمیلی

 های مویین و نیز تولیا متابولی  ثانویه در ریحان معرفی کردستوان به عنوان یک تویه موثر در القا و رشا ری هرا می ATCC-15834که تویه 

 
 فنل کل ˓ری ه مویین ˓ریحان ˓رایزوژنز آگروباکتریوم های کلیدی:واژه

 

   1 مقدمه

و  تیاله گیاهی یک.Ocimum basilicum L ریحان با نام علمی 
باشا که در انواع شرایط می (Lamiaceae)عیان متعلق به خانواده نعنا

 شیود آفریقا و جنوب آتییا کاشی  میی    ،اکولوژیکی و نواحی گرم هنا
این گیاه دارای کاربردهای اهتصادی مهیش و متعیادی در زمینیه     س(33)

گیاه ینی  پزشکی و صنایع دارویی، یذایی و آرای ی ات س ریحان یک
باشیا  های فرار میی فنل ها و روینهای ثانویه به ویژه پلیاز متابولی 

به طور تنتی به عنوان طعش دهناه، در درمان تردرد، ترفه، اتهال، و
های کلیوی و درمان آکنه اتتفاده های انگلی، ناراحتییبوت ، بیماری

 می شود، خاصی  دفع ح یرات و فعالیی  ایاانگلی، ایاباکتریایی،    
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 س (3) ویروس دارداا هارچ واا
 1ترکیبات اصلی عطر ریحان شامل اتتراگول، لینیالول، اوژنیول،   

تینئول و متیل تینامات و ترکیبیات ییرفیرار شیامل اتییاهای      - 8و
اتیا ات س ترکیبات فنلی که به دلییل  اتیا و رزمارینیکفنلی کافئیک
لام  انسیان  هیای زیسیتی در تی   اکسیاانی و انواع فعالیی  نقش آنتی

باشنا های ثانویه در ریحان میترین نوع متابولی فراوان اهمی  دارنا،
تازی و افزایش تیطح  ، خالصمطالعات متعادی در زمینه تولیا س(26)

این ترکیبات در گیاهان انجیام شیاه اتی س اتیتخراج ایین ترکیبیات       
و  های گیاهی به دلیل اثرات شرایط اکولوژیکی بر رشادارویی از باف 

اتییا )یکیی از   رزمارینییک (س 21ها، با محاودی  روبرو ات  )بازده آن
های اصلی ریحان( به عنوان یک عامل ایاالتهاب و محیاف    فنلپلی

 (س39اعصاب و عروق شناخته شاه ات  )
های مختلفی جه  تولیا ترکیبات ثانوییه  در حال حاار از تکنیک

ری یه میونین )القیای     شود کهاتتفاده می in vitroگیاهی در تیستش 
تیرین و  ، معمیول ی بیاکتری آگروبیاکتریوم رایزوژنیز(   ری ه با واتیطه 
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یکییی از مییوثرترین روب بییرای ایجییاد تنییییر ژنتیکییی در گیاهییان و  
باشیاس ک ی  ری یه    های کاربردی در این زمینه میمهمترین تکنیک

، یک تیستش بالقوه برای تولیا ترکیبات ثانویه گیاهی بیه وییژه   مونین
رکیبات دارویی ات  که به دلیل ثبات ژنتیکی و بیوشیمیایی، ترع  ت

ها در محیط فاها هورمیون و  رشا تریع، تهول  نگهااری، رشا ری ه
تولیا بی تر ترکیبات ثانویه نسب  به گیاهان تالش، میورد توجیه هیرار    

در صورت تولیا ییک متابولیی  خیار در    (س 23و  11، 7گرفته ات  )
ی توان از ک   ری ه مویین برای تینتز آن نییز   م ،بخش هوایی گیاه

(س امیروزه تولییا ترکیبیات ثانوییه مختلیگ در گیاهیان       7) اتتفاده کرد
، از طریق بیوراکتورهای ری یه میویین   دارویی ارزشمنا در مقیاس بالا

 (س 42پذیر شاه ات  )امکان
 Agrobacterium rhizogenes  زی گییرم یییک بییاکتری خییا

و مسئول ت کیل ری ه در  ) Rhizobiaceaeواده منفی )متعلق به خان
هیایی  )که آنزیش T-DNAتوانا باشاس این باکتری میمحل آلودگی می

کنیا( را از  برای کنترل هورمون اکسین و بیوتنتز تیتوکینین کیا میی  
موجیود   rolهای ژن خود به درون ژنوم میزبان وارد کناس Riپلاتمیا 

ین را پس از ورود به ژنیوم میزبیان   ، ری ه مونباکتری Riدر پلاتمیا 
گذارنا های مونین تاثیر میها بر رشا و نمو ری هکنناس این ژنالقا می
های دفاعی، تبب تنتز ترکیبات ثانویه تازی رونویسی از ژنو با فعال

 س (23شونا )می
، ژنوتیپ گیاه، شیرایط محییط   عوامل متعادی ماننا نوع ریزنمونه

بیاکتری، بیر فراینیا     -اکنش متقابیل میزبیان  ک  ، تویه باکتری و و
مطالعات هبلی ن ان داده اتی   (س 16گذارنا )تراریختی موفق تاثیر می

، از نظر های مختلگ باکتریهای مونین القا شاه توتط تویهکه ری ه
س بنابراین بیا  (14رشا، مورفولوژی و تولیا ترکیبات ثانویه تفاوت دارنا )

در ویه مناتب آگروباکتریوم انتخاب شیودس  توجه به گونه گیاهی بایا ت

به دلیل توانایی  1های تیپ آگروپینمعمولا از تویهک   ری ه مونین 
 (س23شود )اتتفاده می زاییبی تر در بیماری

از جمله تحقیقات انجام شاه در زمینه ری ه مونین می تیوان بیه   
 Hyocyamus)پیی   تولیا دیوزژنین در ک   ری ه مونین گیاه بهمن

isora L.) ( 20توتط کومار و همکاران) ،      تولییا آلییزارین در ک ی
( و 30توتط پار  و همکاران ) (Rubia akane)ری ه مویین روناس 
( اشیاره کیردس   3اتیا در ک   ری ه میویین ریحیان )  تولیا رزمارینیک

( نیییز تولیییا پیینج برابییری تییاپونین را در  24مجومییاار و همکییاران )
نسیب  بیه    (Bacopa monnieri)بیاتلاهی  ه نازهای مویین گیاری ه

( تولییا  1گیاهان ییرمونین گزارب کردناساحمای مقیام و همکیاران )  
را  (Portulaca oleracea)دوپامین در ک ی  ری یه میونین خرفیه     

( تولیا تروپان آلکالونیاها در ری ه 19ن ان دادناس خضرلو و همکاران )
( 32و رهنمیا )  ، (Hyocyamus reticulates)مویین بذرالبنج م بک 

                                                 
1- Agropine-type strains 

 Silybum)میریش  تولیا ترکیب تیلیمارین در ری ه میویین گییاه خیار   

marianum)   را گزارب دادناس 
در ایران تحقیقات اناکی روی تولیا ری ه مویین در گیاه ریحیان  
صورت گرفته ات  و با توجه به اهمی  این گیاه بیه دلییل دارابیودن    

های مویین از نظیر کمیی و   ا بهینه ری هترکیبات ثانویه ارزشمنا، تولی
ای در مورد تاثیر تیویه کیفی اروری به نظر می رتاس تاکنون مطالعه

در القای ری ه میویین و محتیوای    آگروباکتریوم رایزوژنزهای مختلگ 
ترکیبات فنلی در گیاه ریحان انجام ن اه ات س لیذا ایین پیژوهش بیا     

کتری بر القاء و رشا ری ه های مختلگ این باهاف بررتی تاثیر تویه
 هیای ثانوییه در گییاه ریحیان    های مویین و نیز بهبود تولیا متابولیی  

 انجام شاس

 

 هامواد و روش

 تهیه نمونه گیاهی

این مطالعه در دان یکاه علیوم دان یگاه فردوتیی م یها انجیام       
)بیه شیماره کیا     (.Ocimum basilicum L)گرف س بذرهای ریحیان 

گچساران( از موتسه تحقیقات ژنتیک گیاهی مربوط به ناحیه  45499
ثانیه و تیسس در   30به مات درصا  70کرج تهیه شاس بذرها در اتانل 

دهیقه هرار داده شانا و پیس از   20به مات  درصا 1تایش هیسوکلری 
ته بار شست و با آب مقطر اتتریل صیورت گرفی س بیذور     ،هر مرحله

درصیا   3ا آگار و درص 7/0( حاوی 29) MSاتتریل در محیط ک   
 25ک   داده شانا و به اتاهک رشیا بیا دمیای      (pH=5.8)تاکارز 

 300تیاع  روشینایی )بیا شیات نیور       16گراد و شرایط درجه تانتی
روز،  45تیاع  تیاریکی منتقیل شیاناس بعیا از گذشی         8لوکس( و 
 ها مورد اتتفاده هرار گرفتناس های حاصل برای تهیه ریزنمونهگیاهچه

 

 سازی باکتری آماده 

چهییار تییویه بییاکتری آگروبییاکتریوم رایزوژنییز   ،در اییین مطالعییه
(ATCC-15834, A4, MSU, R1000)  از نظییر پتانسیییل القییای

اتیتو  گلیسیرولی ایین     های مویین مورد بررتی هرار گرفتنیاس ری ه
های باکتری از پژوه کاه بیوتکنولیوژی گیاهیان زینتیی جهیاد     تویه

2ها در محییط ک ی  تیازه   باکتریدان گاهی م ها تهیه شاس 
YMB 

 24میلی گرم بر لیتر ریفامسسین ک   شیانا و بیه میات     100حاوی 
 110گراد و ترع  درجه تانتی 28تاع  روی شیکر انکوباتور )دمای 

ها لیتر از باکتریمیلی 10دور در دهیقه( در تاریکی هرار گرفتناس تسس 
تانتریفیوژ و رتیوب   دور در دهیقه 4000دهیقه با ترع   10به مات 

لیتییر میلییی 50آب مقطییر اتییتریل و  ˓داده شییاناس بییر روی رتییوب
اتتوترینگون افزوده شا و به مات دو تاع  روی شیکر هرار گرف س 

                                                 
2- Yeast Manitol Broth 
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تعیین گردیا و جهی    7/0-6/0بین  600ODتراکش تلولی باکتری در 
 ها مورد اتتفاده هرار گرف ستلقیح به ریزنمونه

 

 القای ریشه مویین

هیا از روب تلقییح مسیتقیش    ی القای ری ه مویین در ریزنمونیه برا
هیای اتیتریل و نییز    گیاهچیه  ˓ها اتتفاده شاس به این منظیور باکتری
های برگ و هطعات تاهه روی کایذ صافی در پلی  اتتریل جااک  

لیتیری از  بیا اتیتفاده از تیرنو دو میلیی     ˓تلقییح هرار گرفتناس جه  
شا و نمونه باکتری به صورت نقاطی در  توتسانسیون باکتری برداش 

هیای بیرگ و   ها و جااک ی  نواحی رگبرگ اصلی پ   برگ گیاهچه
های تلقیح شاه، بیه محییط ک ی     تاهه تلقیح شاناس تسس ریزنمونه

MS2/1 درجیه   25بیوتیک منتقل و در تاریکی و دمای جاما فاها آنتی
ییز از آب مقطیر   نمونه شیاها ن  گراد نگهااری شاناس برای تلقیحتانتی

های تلقیح شیاه  ریزنمونه ˓تاع  انکوباتیون 48اتتفاده شاس پس از 
بیوتییک  جاما حیاوی آنتیی   MSجه  حذف باکتری به محیط ک   

منتقیل و در تیاریکی در   گرم بر لیتیر  میلی 500تفوتاکسیش به یلظ  
ها هر هف  روز یک بار در محیط دمای اتاق نگهااری شاناس ریزنمونه

 .(46تازه با همین یلظ  آنتی بیوتیک واک   شانا ) MSک   
 

 های موییناستقرارکشت ریشه

ناحییه  های میویین در  ری ه باکتری،روز پس از ک   با  14تا  3
های اتتریل ظاهر شانا و پس از  شش هفته، نیو   های گیاهچهگره
مییایع  MS2/1لیتییر محیییط ک یی  میلییی 50هییا هطییع شییاناس ری ییه

(pH=5.5)  گیرم بیر لیتیر    میلی 500گرم در لیتر تاکارز و  30)حاوی
گرم میلی 300میلی لیتری ریخته شا و  200های تفوتاکسیش( در ارلن
ها به میات دو میاه بیر روی    ها منتقل گردیاس ارلنباف  ری ه به ارلن

دور در دهیقه(  90گراد و ترع  درجه تانتی 25شیکرانکوباتور )دمای 
ها پس از هرارگیری در محییط میایع   ری هدر تاریکی نگهااری شاناس 

آوری شانا و صفات روز جمع 60رشا تریعی ن ان دادنا و لذا پس از 
درصا القای ری ه مویین  ˓ها، وزن تر و خ کرشا شامل تعااد ری ه

و محتوای فنل کل در واحاهای آزمای ی مختلگ تعییین شیاس بیرای    
ییر اتیتفاده شیا    بات  آوردن درصا القای ری ه میویین از فرمیول ز  

(44:) 

 
 

 PCRها با واکنش تایید مویینه بودن ریشه 
DNA هییای مییویین و ییرمییونین ریحییان )از  ژنییومی از ری ییه
( اتتخراج و در 36) CTABهای باون تلقیح( براتاس روب گیاهچه
اتیتفاده شیاس روب    virD2و  rolCبرای ت یخیص ژن   PCRآنالیز 
PCR  بیییا آیازگرهیییای اختصاصیییی ژنrolC وvirD2   بیییاکتری

هیای مختلیگ   تیویه  Riانجیام شیاس پلاتیمیا     آگروباکتریوم رایزوژنز
آگروبییاکتریوم بییه عنییوان کنتییرل مابیی  بییه کییار رفیی س آیازگرهییای 

 به صورت زیر بود: rolCاختصاصی ژن 

Forward-5`CTCCTGACATCAAACTCGTC-3` 
Reverse-5` TGCTTCGAGTTATGGGTACA-3` 

نیانوگرم   50لیتیر( حیاوی حیاودا    میکرو 20) PCRابتاا مخلیوط  
DNA    الگو تهیه گردیاس جهی  تکاییرDNA     اتیتخراج شیاه از هیر

برنامه دمیایی  ، از  rolCنمونه با اتتفاده از آیازگرهای اختصاصی ژن 
 Analytikjena, Gradient)زیییر در دتییتگاه ترموتییایکلر )مییال   
رخه گراد )یک چدرجه تانتی 95اتتفاده شا: واترش  تازی اولیه در 

چرخه  35گراد )درجه تانتی 95واترش  تازی در  ˓دهیقه( 4و مات 
 ˓ثانیه( 30گراد )به مات درجه تانتی 55اتصال در ˓ثانیه( 60به مات 

و تکایر نهایی در ˓ثانیه( 60گراد )به مات درجه تانتی 72گسترب در 
دهیقیه(س بیرای م یاهاه محصیولات      7گراد )به مات درجه تانتی 72

PCR ،ل آگارز یک و نیش درصا اتیتفاده شیاس ژل حاصیل داخیل     از ژ
-تیریس بورییک اتییا   ) درصا TBE10تانک الکتروفورز حاوی بافر 

EDTA میکرولیتر از رنو  8/0( هرار گرف سGold     تیاخ  شیرک(
با یکایگر مخلوط و در  PCRمیکرولیتر از محصول  5و  پارس توس(

 25ول  و جریان  80هر چاهک ژل ریخته شاس الکتروفورز تح  ولتاژ 
در دتییتگاه ژل دا   UVآمسییر انجییام و ژل بییا اتییتفاده از نییور     

(BioDoc-It 220, UK)  بررتی شاس 

 

 سنجش فنل کل

 ،(38خراج عصاره  طبق روب اتریواتتاوا و همکیاران ) تتبرای ا
به درصا  60لیتر متانل میلی 25با  ،میلی گرم از ری ه خ ک شاه 25

ها پیس  گیری شانا و عصارهیقه عصارهده 30روب فراصوت به مات 
از عبور از کایذ صافی برای تنجش مورد اتتفاده هرار گرفتنیاس طبیق   

لیتیر  یک میلی ،( برای تنجش فنل کل37روب تینگلتون و روتی )
لیتیر معیرف فیولین   میلیی  5/2 ˓مقطیر لیتیر آب میلی 4 ˓عصاره متانلی
با هیش مخلیوط و   ا درص 1/2تایش لیتر کربناتمیلی 25/1تیوکالتو و 

 735دهیقه در تاریکی هرار گرفتناس تسس جیذب مخلیوط در    30برای 
-( اناازهShimadzu, Japanنانومتر با اتتفاده از اتسکتروفتومتر )مال

گیری شاس برای شاها از همان مخلوط ولی باون نمونه اتتفاده شیاس  
-اتیا رتش شا و یلظ های مختلگ گالیکمنحنی اتتاناارد با یلظ 

اتیا بیر گیرم میاده    گرم گالیکها به صورت میلیهای فنل کل نمونه
 بیان شاناس (mg GAE/g DW)خ ک 
 

 آنالیز آماری
-تکرار انجام شیاس داده  3تصادفی با  آزمایش در هالب طرح کاملاً

مورد تجزیه و تحلیل  SPSSهای به دت  آماه با اتتفاده از نرم افزار 
چنیا   ها به کمیک آزمیون  میانگینهرار گرفتناس  (ANOVA)واریانس 
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و نمودارهیا   درصا مقایسه شانا 5داری دانکن در تطح معنی ایدامنه
 رتش شاناس Excelافزار توتط نرم

 

 نتایج و بحث

 تاثیر سویه باکتری و نوع ریزنمونه در القای ریشه مویین

-ATCC)تاثیر چهار تویه آگروباکتریوم رایزوژنیز   ˓در این بخش

15834, A4, MSU, R1000)       بیر القیاء و رشیا ری یه میویین در
گیاه ریحیان میورد بررتیی هیرار      های، برگ و گرههای تاههریزنمونه

های مختلگ گرف س هر چهار تویه هادر به القای ری ه مویین در زمان

های تاهه و برگ تلقیح شاه توتط هر یک از چهار بودناس در ریزنمونه
هیا پیس از   ا و ایین ریزنمونیه  ری ه مویین ت کیل ن  ˓تویه باکتری

هیای اتیتریل   گیاهچه ولی در باف  گره˓ماتی نکروزه و از بین رفتنا
هیای القیا   (س ری ه1 )شکل ها ت کیل شاناری ه ˓های تلقیح()جایگاه

ان عابات زیاد و رشا تریع  ،شاه توتط هر یک از چهار تویه باکتری
اهاه شیاس در  هیا م ی  داشتنا و تفیاوت مورفولیوژیکی انیاکی بیین آن    

ری یه   ˓های ییرمونین )شاها( که تلقیح باکتریایی ن اه بیود ریزنمونه
های مویین دها نمو ری همویین ت کیل نگردیا که این امر ن ان می

 باشاسمی ،و نه تنش فیزیولوژیکی ،به دلیل پاتخ مورفوژنتیک

 

 
 (c) )ج(                                                               (b))ب(                                                (a))الگ(        

روز پس از تلقیح باکتری  5 ˓ های تلقیح(ها )جایگاهدر محل گره (Ocimum basilicum)الف: تشکیل ریشه مویین در گیاهچه ریحان  -1شکل 

های مویین در محیط کشت دو ماه ج : رشد ریشه ˓های ریشه مویین دو هفته پس از تلقیحب: کلون ˓(ATCC-15834آگروباکتریوم رایزوژنز )سویه 

 پس از تلقیح

Figure 1- A: Hairy root formation in nodes of Ocimum basilicum explant after 5 days of inoculation with Agrobacterium 

rhizogenes strain ATCC-15834. B: Hairy roots after 2 weeks of co-cultivation in ½ MS medium, C: Hairy roots after 2 month 

of co-cultivation in ½ MS medium 

 
انتخاب ریزنمونه مناتب در فراینا القای ری ه مویین بسیار حیانز  

های میویین  ری ه ˓های مورد بررتیاهمی  ات س در میان ریز نمونه
 ت یکیل ن یا کیه علی  آن احتمیالاً     های بیرگ و تیاهه   در ریزنمونه

هیا در محییط   ای و نکروزه شان آنها و ههوهحساس بودن این باف 
ها ظاهر شانا که علی   های مویین تنها در ناحیه گرهک   بودس ری ه

توانا حساتی  پذیری )با توجه به واعی  فیزیولوژیکی بافی (  آن می
این نتایج با مطالعیه   (س18و مستعا بودن این ناحیه به تراریختی باشا )

ها با بررتی القای ری ه میویین  ( مطابق  داردس آن12گانای و گیری )
ی گییاه آب ب یقابی   ، دمبیرگ، گیره و تیاهه   هیای بیرگ  در ریزنمونه

(Centella asiatica) ها تنها در نواحی گیره  م اهاه کردنا که ری ه
  ناادناس ها پاتخی به القای ری ه ن انظاهر شانا و تایر ریزنمونه
( ریزنمونه گره تاهه را به عنیوان بهتیرین   10فارتی و همکاران )

 (Datura stramonium) ریزنمونه برای تولیا ری ه مویین در تاتوره
هیسوکوتییل را   ˓(8گزارب دادنا در صورتی کیه دانییال و همکیاران )   

 Eurycomaبهتییرین ریزنمونییه بییرای القییای ری ییه مییویین در    

longifolia˓ دم بییرگ را ریزنمونییه ˓(28ودین و همکییاران )و موهییی
 (Cucumis melo)مناتب بیرای ت یکیل ری یه میویین در خربیزه      

بیه عنیوان    R1000، تیویه  هیا معرفی کردناس البته در بعضی گیزارب 
(س بنابراین 45موثرترین تویه در القای ری ه مونین معرفی شاه ات  )

توجه بیه گونیه گییاه    های مختلگ در القا ری ه مویین با توانایی تویه
 متفاوت ات س

پاتخ متفیاوت بافی  هیای گییاهی بیه القیای ری یه میویین بیا          
آگروباکتریوم رایزوژنز در مطالعات پی ین گزارب شاه اتی  و اثیرات   

دار تویه باکتری و نوع ریزنمونه بر القای ری ه مویین اثبات شاه معنی
ی و ماهیی   جوان بودن باف ، تیوازن هورمیون  س درواهع (41و  9ات  )

(س 27باشینا ) ریزنمونه، عوامل مهمی در القا و تولیا ری ه میویین میی  
پاتییخ بییه زخییش، مهمتییرین فییاکتور در تراریختییی موفییق اتیی  و    

هیای تیلولی   دهنا، تیوده هایی که پاتخ شایای به زخش میریزنمونه
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هیای ریزنمونیه از   دهناس اخیتلاف تیلول  جه  ترمیش زخش ت کیل می
، به مرحله بلوغ فیزیولوژیکی وانایی تقسیش تلولیو ت DNAنظر تنتز 

 (س 42ها ارتباط دارد )آن

، نتیایج حاصیل از ایین    در بررتی تاثیر تویه باکتری بر تراریختی
داری که درصا القای ری ه میویین بیه طیور معنیی     پژوهش ن ان داد
 ،های مختلگ باکتری هیرار گرفی س در ایین آزمیایش    تح  تاثیر تویه
هیا از نظیر   و تایر تویه ATCC-15834اری بین تویه دتفاوت معنی

س در بین چهار تیویه (P≤0.05)درصا القای ری ه مویین وجود داش  
القای  درصا 1/68با  ATCC-15834تویه  ˓ی باکتری مورد مطالعه
تر از تایر تویه ها عمل کرد هوی، روز از تلقیح 5ری ه مویین پس از 

درصیا و   5/51با  MSU، درصا 2/58با  A4و پس از آن تویه های 
R1000  (ستیاثیر دو تیویه   1درصا هرار گرفتنا )جیاول   3/11باA4  و

MSU کمتییر از تییویه زاییییدر ری ییه ،ATCC-15834  و بی ییتر از
R1000  بودستویهR1000     3/11کمترین بیازده را داشی  و تنهیا در 
به طیور کلیی    ، ری ه مویین ت کیل گردیاسهای تلقیح شاهدرصا گره

، بهترین پاتخ را بیه  هاو گره ATCC-15834خص شا که تویه م 
تیاثیر  ، در مطالعیات پی یین  دهنیاس ت کیل ری ه مویین در ریحان میی 

های گیاهی مختلگ تویه باکتری بر درصا القای ری ه مویین در گونه
 (س47اثبات شاه ات  )

 
روز پس از تلقیح( . نتایج به  60) O.basilicumشد ریشه مویین ریحان بر ر آگروباکتریوم رایزوژنزباکتری های مختلف تاثیر سویه -1جدول 

 انحراف معیار آورده شده است.  ±صورت میانگین 
Table 1- Effect of different strains of A. rhizogenes on hairy root growth of O.basilicum (after 60 days of co-cultivation). 

Values represent the mean ± SD.  

 هایسویه 
 آگروباکتریوم

A.rhizogenes 

strains 

طول ریشه 

  مویین
 Hairy root 

length 
 (cm) 

 

مویین در هر تعداد ریشه

 ریزنمونه

Number of hairy roots 

per explant 

 

القای ریشه مویین 

 )درصد(

Infection 

frequency 

روز مورد نیاز برای القا ریشه مویین 

 ی(زای)سرعت ریشه

Days for hairy root induction 

ATCC-15834 a0.1±1.8 a0.2±4.8  a4.3±68.1  3-5  

MSU b0.2±1.3 b0.5±3.1 b3.9 ±51.5 7 

A4 b0.1±1.1 b0.3±2.8 b5.1±58.2 9-10 

R1000 c0.3±0.5 c0.2±1.2 c5.6±11.3 14 

 سباشنانمیای دانکن اتتفاده از آزمون چنا دامنه با( p≤0.05دار )اعااد با حروف م تر  در هر تتون دارای اختلاف معنی
Numbers followed by the same letter are not significantly differentns (p≤0.05) based on Duncan’s multiple range test. 

 
انتخیاب  ، مهش در دتتیابی بیه ری یه میویین    ییکی از فاکتورها 

با توجه به نوع گیاه اتی    یزوژنزآگروباکتریوم راتویه مناتب باکتری 
توانیا ری یه   این باکتری طیگ میزبانی وتیعی دارد و میی  (س35و  34)

به  ATCC-15834  س تویه(20)مویین را در گیاهان مختلگ القا کنا 
طور وتیعی برای القای ری ه مویین در گیاهان مختلگ اتتفاده شیاه  

یین تیویه نسیب  بیه     ات  و نتایج م ابهی در رابطه با کارایی بهتر ا
پیی   های مورد بررتی در گیاهان مختلگ ماننا گیاه بهمین تایر تویه

(Helicteris isora) (20) ، تیربی  گیاه علیگ(Plumbago indica) 
و شییویای  (4)  (Hypericum perforatum)هییزار چ ییش  ˓( 13)

(Cosmos bipinnatus) (16تاییا شاه ات س ) 
مویین توتط  وانایی القای ری هنتایج بات  آماه ن ان داد که ت 
-Tهای مختلگ این باکتری در گیاه ریحان متفاوت ات س انتقال تویه

DNA از جملیه تیویه بیاکتری،    تح  تاثیر عوامل متعادی هرار دارد ،
تییراکش توتسانسیییون بییاکتری، دوره تلقیییح، ژنوتیییپ میزبییان، نییوع   

س ورود (27ریزنمونه، واعی  هورمونی باف  و شرایط محییط ک ی  )  
توانیا یکیی از دلاییل    ، میهای باکتریپلاتمیاهای مختلگ در تویه

س همچنین بیان افتراهیی  (42ها باشا )زایی آناختلاف در تطح بیماری
-Tهای وارد شاه ، تعااد متنیر نسخههادر ریزنمونه T-DNAهای ژن

DNA و اثرات تلفیق ،T-DNA های مختلگ ژنوم میزبیان  در جایگاه
 (س43ها باشنا )ریزنمونهعوامل موثر در میزان درصا القا  تواننامی

 

 تعداد و طول ریشه مویین ،سرعت القا

هادر به القای ری یه   آگروباکتریوم رایزوژنزهر چهار تویه باکتری 
هیا تفیاوت   مویین بودنا و در ترع  القای ری یه میویین ایین تیویه    

ی ری ه مویین (س بالاترین ترع  القا1داری م اهاه شا )جاول معنی
تعلق داش س ری ه هیای میویین حاصیل از     ATCC-15834به تویه 

هیا  بیر گیاهچیه   ،روز پس از تلقیح 4به طور میانگین  ،تلقیح این تویه
در گیاهچیه  ،هیای میویین  ترین ترع  ت کیل ری هظاهر شاناس کش

روز طیول   14م اهاه شا که حاود  R1000های تلقیح شاه با تویه 
و   A4های های مویین توتط تویهکه القای ری ه در صورتی ،ک یا

MSU  روز زمان نیاز داش س به طور کلیی زمیان    10و  7به ترتیب به
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های مویین تح  تاثیر تویه بیاکتری هیرار داشی  و ایین     ظهور ری ه
 روز متنیر بودس 14تا  3زمان بین 

ری یه( و   8/4های میویین در هیر گیاهچیه )   بی ترین تعااد ری ه
 ATCC-15834متر( متعلق به تویه تانتی 8/1طول ری ه ) بی ترین

(س 1)جیاول  (P≤0.05)دار بیود  بود که نسب  به ته تویه دیگر معنی
از نظر تعیااد و طیول     A4و MSUهای داری بین تویهاختلاف معنی

با توجه به درصا تعااد   R1000ری ه القا شاه وجود نااش  ولی تویه
تیرین  اعیگمتر( تانتی 5/0طول ری ه )  ه( وری 2/1ری ه القا شاه )

هیا بیه خیود اختصیار داد و اخیتلاف      عملکرد را در بین تایر تیویه 
 داری با تایرین داش س معنی

 

 های مویینوزن خشک ریشه

هیای مختلیگ   ها ن ان داد کیه تیویه  نتایج حاصل از بررتی داده
نتایج های مویین دارناس داری بر وزن خ ک ری هتاثیر معنی ˓باکتری

 ،روز 60هییا ن ییان داد کییه پییس از حاصییل از مقایسییه میییانگین داده
های مویین به ترتیب بیه تیویه   بی ترین و کمترین وزن خ ک ری ه

ATCC-15834  (2/103 و تیویه     میلی )گیرم در هیر ارلینR1000 
داری در وزن گرم در هر ارلین( مربیوط بیود تفیاوت معنیی     میلی 3/9)

میلیی   MSU (1/53هیای  شاه بیا تیویه  های مویین القا خ ک ری ه
(س مقیاار وزن  3گرم( م یاهاه ن یا )شیکل    میلی 2/48)   A4گرم( و 

 ATCC-15834هیای میونین حاصیل از تلقییح  تیویه      خ ک ری ه
 برابر افزایش یاف س 6حاود  ،نسب  به شاها ییرمونین

تیوان  های مونین را میاختلاف در مورفولوژی و میزان رشا ری ه
هیای مختلیگ بیاکتری    تمیاهای وارد شاه توتیط تیویه  به تنوع پلا

شودس بیان این مربوط می rol های نسب  داد که به چگونگی تاثیر ژن
های اکسین و تییتوکینین گییاه میزبیان و نییز     تطح هورمون ˓هاژن

های رشا را تنییر های گیاهی به تطح هورمونمیزان حساتی  تلول
 (س   45دهنا )می

 

  PCRنتایج واکنش 

DNAهای میویین و  ری ه ˓ های طبیعی )ییرمویین(ژنومی ری ه
DNA های باکتری به روب پلاتمیای تویهCTAB  اتتخراج شیاس 

بییاکتری  vir D2و  rol Cهییای بییا اتییتفاده از ژن PCRتکنیییک 
باکتری  T-DNAجه  تاییا مولکولی و ورود  ˓آگروباکتریوم رایزوژنز

ونه باکتری به عنوان کنترل ماب  و های مویین بکار رف س نمبه ری ه
(س 2ری ه ییرمونین به عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شیا )شیکل   

بیاکتری هیرار دارد( بیرای     Ri)که بر روی پلاتمیا  rol Cحضور ژن 
 vir D2تاییا وجود این هطعه در ژنوم ری ه القا شاه بکیار رفی س ژن   

تایییا عیام وجیود     باکتری هرار دارد( بیرای  T-DNAکه در خارج از )
های مویین مورد اتیتفاده هیرار گرفی س محصیولات     باکتری در ری ه

PCR درصا و با  2بر روی ژل آگارز  ˓به کمک آیازگرهای اختصاصی
الکتروفیورز   ˓یک کیلوبازی به عنیوان مرجیع   DNAاتتفاده از مارکر 

شانا و تسس ژل در دتتگاه ژل دا  مورد بررتی هرار گرفی س بانیا   
تکایر شاه تمیام   DNAدر  ،rolCکیلوبازی ژن  612هطعه  مربوط به
از  PCRهای مویین م اهاه شیا ولیی ایین بانیا در محصیول      ری ه

DNA های ییرمونین )شاها( یاف  ن اس بانا مربوط به ژن ری هvir 

D2 های ری ه مویین م اهاه نگردیاس نیز در نمونه 
نین را در تیطح  های موماهی  مویینه بودن تمام ری ه ،این نتایج

پلاتیمیا   T-DNAآمیز هطعات مولکولی تاییا کردنا و تلفیق موفقی 
Ri تاییا شاس  ˓باون حضور باکتری ˓آگروباکتربوم در ژنوم گیاه ریحان

زاییی دارد در  نقش حیاتی در بیماری rolBژن  ˓rolهای در میان ژن
هیای میویین   در القای ری یه  rolDو  rolA, rolCهای حالی که ژن
 (س42نقش دارنا )

 

 سنجش فنل کل 

هیای  هیای میویین حاصیل از تیویه    محتوای فنل کیل در ری یه  
گییری و  هیای شیاها)ییرمونین( انیاازه   مختلگ آگروباکتریوم و ری یه 

هیا ن یان داد کیه    مقایسه شاناس نتایج حاصل از مقایسه میانگین داده
هیای  های میویین القیا شیاه توتیط تیویه     محتوای فنل کل در ری ه

داری نسب  به شاها ییرمیونین داشی    ختلگ باکتری، افزایش معنیم
(P<0.05)( اتییا  گرم گالییک میلی 7/312س بالاترین محتوای فنل کل

 ATCC-15834های القا شاه بیا تیویه   بر گرم ماده خ ک(در ری ه
اتیا گرم گالیکمیلی 9/67م اهاه شا که نسب  به شاها ییرمونین )

برابر افزایش ن ان دادسمقاار فنل کیل   6/4بر گرم ماده خ ک( حاود 
اتیا بر گرم ماده خ یک(  گرم گالیکمیلی 219) MSUهای در تویه

بود که اختلاف  اتیا بر گرم ماده خ ک(گرم گالیکمیلی 195) A4و 
هیا، کمتیرین مقیاار    داری با یکایگر نااشتناس در مقایسیه تیویه  معنی

ا در گیرم وزن خ یک( بیه    اتیگرم گالیکمیلی 3/115ترکیبات فنلی)
 تعلق داش س  R1000تویه 

هییای مختلییگ بییاکتری مطالعییات هبلییی، کییارایی متفییاوت تییویه
هیای  های ثانوییه در ری یه  را در تولیا متابولی  آگروباکتریوم رایزوژنز
تییویه "انییا و تولیییا اییین ترکیبییات بییه صییورت  مییونین ن ییان داده

( بیا بررتیی   15ن )پی نهاد شاه ات س یونکوا و همکیارا  1"اختصاصی
گیزارب   (Astragalus mongholicus)های مونین نوعی گون ری ه

های مختلگ این باکتری، تاثیر متفاوتی بر ترع  رشا، دادنا که تویه
تولیا تاپونین و نسب  ترکیبات ثانویه مختلگ دارناس طبیق تحقیقیات   

، بیر  آگروبیاکتریوم رایزوژنیز  ی (، نیوع تیویه  25ماتیوس و همکاران )
رع  رشا و تولیا تروپان آلکالونیاها در ک   ری ه مویین بذرالبنج ت

تاثیر می گذاردس تیواری و همکاران  (Hyocyamus muticus)مصری 

                                                 
1- Specific-strain 
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تیساس  به گل آگروباکتریوم رایزوژنزبا تلقیح چهار تویه باکتری  (45)
(Gentiana macrophylla) های مویین ن یان دادنیا   و القای ری ه

میونین، بیه صیورت متفیاوتی بیه رشیا و تولییا         که هر لایین ری یه  

دهاس بنابراین انتخاب تیویه میوثر آگروبیاکتریوم    گلوکوزیاها پاتخ می
های مونین، به نوع گونه گیاهی بستگی دارد و بایا به برای تولیا ری ه
 (س23) ده  صورت گیرد

 

 
. به ترتیب از چپ به راست چاهک اول: rol Cهای اختصاصی ژن آغازگربا استفاده از  Ocimum basilicumهای مویین ریشه PCRآنالیز  -2شکل 

ژنومی از  DNA)کنترل مثبت(. چاهک سوم تا پنجم:  آگروباکتریوم رایزوژنزپلاسمید باکتری   cont+:DNA.(bp DNA ladder-100)مارکر مولکولی 

 از ریشه غیر موئین )کنترل منفی(.ژنومی  MSU cont- :DNA.وATCC-15834˓R1000های های موئین  با سویهریشه
Figure 2- PCR analysis of rolC gene in hairy roots of Ocimum basilicum, Lane 1: Molecular marker (100 bp ladder DNA). 

Lane 2: A. rhizogenes DNA positive control. Lane 3-5: DNA from hairy roots induced with ATCC-15834, R1000, MSU, 

respectively. Lane 6: DNA from non-transformed root (negative control) 

 
اتییا  ( بر انباشتگی رزمارینییک 17نتایج تحقیق کرم و همکاران )

هیای  ن یان داد کیه ری یه    Salvia fruticosaهای میونین  در ری ه
تواننا این ترکیبیات را در میات زمیان کوتیاهتری تولییا و      مونین می

هیای میونین   ذخیره کنناس توانایی تولیا انواع ترکیبات ثانویه در ری یه 
-ATCCی تلقیح شیاه بیا تیویه    Salvia miltiorrhiza)گلی )مریش

( ن ان داده شاس طبق گزارب لی و 6، توتط چن و همکاران )15834
 Agastacheی گییاه  بیرگ و تیاهه   هیای (، ریزنمونیه 22همکیاران ) 

rugosa ی نیز پس از تلقیح با تویهR1000     ،و ایجیاد ری یه میونین
 انواع ترکیبات ثانویه را تولیا کردناس

های مویین بسیاری از گیاهان تولیا ترکیبات فنلی در ک   ری ه
گیزارب شیاه   ( 21) (Fagopyrum esculentum) ماننا گنام تییاه 

( توانستنا مقادیر زیادی از ترکیبات فنلیی  31) ات س پار  و همکاران
 .Fروزه  21های مویین ماننا کافئیک اتیا و روتین را در ک   ری ه

tataricum چنین،افییزایش تولیییا گلیسیییریزین و  هییش تولیییا کننییاس
 Glycyrrhiza)بییان  فلاونونییاها در ک ی  ری یه میویین شییرین     

glabra) (  س 2تاییا شاه ات) 
اصل از این پژوهش، محتیوای فنیل کیل در تمیام     طبق نتایج ح 
های ییرمونین )شاها( بود و در ری یه های مویین بالاتر از ری هری ه

برابیر   6/4، حیاود  ATCC-15834های مونین القا شیاه بیا  تیویه    
های هبلی مطابق  دارد نسب  به شاها افزایش یاف ساین نتایج با یافته

ته برابر محتیوای فنلیی بی یتر در     ( تا11س گابر و همکاران )(40و  7)
گیزارب دادنیاس بییس و     F.esculentumهیای میویین   ک ی  ری یه  
هیای  اتییا را در ری یه  ( نیز تولیا ته برابری رزمارینییک 3همکاران )

مویین ریحان نسب  به گییاه ییرمیونین ن یان دادنیاس مقیاار بیالاتر       
 rolBژن  توانا ناشیی از اثیرات  های مویین میترکیبات فنلی در ری ه
 (س 5های مربوط به تولیا ترکیبات ثانویه باشا )در فراتنظیمی ژن

نتایج این مطالعه ن ان داد که محتوای ترکیبیات فنلیی در ری یه   
های مویین با توجه بیه نیوع تیویه آگروبیاکتریوم، متفیاوت اتی  و       

، از بیالاترین  ATCC-15834های میونین القیا شیاه بیا تیویه      ری ه
 ردار بودناسمحتوای فنلی برخو

 

 گیرینتیجه

در اییین پییژوهش بییرای اولییین بییار تییاثیر چهییار تییویه بییاکتری  
بیر   (ATCC-15834, A4, MSU, R1000)آگروباکتریوم رایزوژنیز  

های مویین، صیفات رشیا و محتیوای ترکیبیات فنلیی در      القای ری ه
های مونین ریحان مورد بررتی هیرار گرفی س در ایین آزمیایش،     ری ه

های میویین  دهناه به القای ری هنوان تنها بخش پاتخباف  گره به ع
 ˓به دلیل تولیا وزن خ یک بی یتر   ATCC-15834تاییا شاس تویه 

های مویین و تولیا محتوای فنلی درصا و ترع  بالاتر در القای ری ه
به عنوان بهترین تویه در گیاه ریحان پی نهاد شاس نتایج ایین   ˓بی تر



 1399 تابستان، 2، شماره 34)علوم و صنایع كشاورزي(، جلد باغباني نشریه علوم     280

هیای میویین و تینتز    جه  تولیا ری یه اطلاعات مناتبی را  ˓تحقیق
 تازدسترکیبات فنلی ارزشمنا، فراهش می

 

 سپاسگزاری

دان گاه فردوتی م یها بیه    3این پژوهش در هالب طرح شماره 

انجام گرفته ات س از پژوه کاه بیوتکنولوژی گیاهیان   29589شماره 
زینتی جهاد دان گاهی م ها بیرای تیامین اتیتو  بیاکتری و مرکیز      

برای فراهش اوری دان کاه ک اورزی دان گاه فردوتی م هافنزیس 
 شودسهاردانی می PCRتازی امکانات جه  انجام آنالیز مولکولی 

 

 
روز پس از  60) (Ocimum basilicum)های مختلف باکتری آگروباکتریوم رایزوژنز بر مقدار وزن خشک ریشه مویین ریحان اثر سویه -3شکل 

 تلقیح(
Figure 3- Effect of different strains of A. rhizogenes on dry weight of hairy root of O.basilicum (after 60 days of co-

cultivation). (DMRT, p≤ 0.05) 

 

 
 از تلقیح( روز پس 60) (Ocimum basilicum)های مختلف باکتری آگروباکتریوم رایزوژنز بر مقدار فنل کل ریشه مویین ریحان اثر سویه -4شکل 

Figure 4- Effect of different strains of A. rhizogenes on total phenol content of hairy root of O.basilicum (after 60 days of co-

cultivation).(DMRT, p≤ 0.05) 
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Introduction: Agrobacterium rhizogenes hairy roots induction is used for secondary metabolite production 

in plants. A. rhizogenes is a genus of gram-negative soil bacteria belonging to the Rhizobiaceae family that 
causes hairy roots at the site of infection. Hairy roots have various advantages, including high growth rate, more 
genetic stability than the callus and suspension cultures, growing well on hormone-free media that have been 
reported effective for producing high levels of secondary metabolites. Basil (Ocimum basilicum) is a popular 
herb with important economical applications in food, cosmetic, and pharmaceutical industry. It is a digestive 
stimulant with anticarcinogenic, antibacterial, and anticonvulsant properties. The main phenolics reported in 
basil plants are in the classes of phenolic acids and flavonoids, some of which have human health benefits. This 
study was designed to develop hairy root culture from O. basilicum using different of A. rhizogenes strains for 
the production of total phenols and introduce the best strain of A. rhizogenes to induce hairy root and growth and 
production of total phenol. 

Materials and Methods: Different A. rhizogenes strains (ATCC-15834, A4, MSU, and R1000) were studied 
to investigate their effects for the transformation and production of secondary metabolites in O. basilicum. 
Therefore, shoot and leaf explants and nodes of the seedlings were used for Agrobacterium-mediated 
transformation. These explants were inoculated with four A. rhizogenes strains and transferred to ½ MS medium. 
About four weeks after cultivation with A. rhizogenes, hairy roots were excised from the seedlings and 
subcultured to fresh medium MS liquid culture containing 500 mg/l cefotaxime. After 60 days of inoculation, 
various parameters, including dry weight, infection percentage, number of hairy roots per explant, and total 
phenol contents were measured. The growth rate and phenolic contents of the transformed hairy roots were 
compared with normal ones. Total genomic DNA was isolated from non-transgenic and transgenic hairy root 
lines using the Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) method. Isolated genomic DNA was used to 
detect the rolC gene through polymerase chain reaction (PCR) analysis. The PCR using specific primers for rolC 
of T-DNA and virD2 was used to confirm the nature of resulted transgenic hairy roots. 

Results and Discussion: Selecting efficient A. rhizogenes strains, as well as the type of explants, are crucial 
factors for hairy root induction. All used A. rhizogenes strains were able to produce hairy roots. Hairy roots 
appeared on the nodes at the point of injection, but were not forming on the shoot and leaf explants. So, the 
choice of the plant material is crucial for successful transformation with A. rhizogenes and usually, 
transformation of young tissues gives the best results. The transgenic status of the hairy roots was confirmed 
using PCR with rolC and virD specific forward and reverse primers. All lines showed the presence of 612 bp 
rolC amplified products, indicating the integration of T-DNA of A. rhizogenes and O. basilicum. Hairy roots 
could synthesize phenolic compounds, which was significantly higher in hairy roots than non-transformed 
control. Four hairy root lines were independently evaluated for their content and these lines showed variation in 
total phenolic contents, with the highest amount (312 mgGAE/ g DW) in hairy roots induced by ATCC-15834 
strain and the lowest amount (113.2 mgGAE/ g DW) in hairy roots induced by R1000 strain. The results showed 
that the strain ATCC-15834 caused the highest infection percentage (68.1%) along with the highest number of 
hairy roots (4.8) per explant and root length (1.8 cm). The growth rate and phenolics production were 
investigated in each hairy root of O. basilicum from infection by four different A. rhizogenes strains. The highest 
growth rate (103.2 mg DW) and production of total phenol (312 mg/g DW) were found in ATCC-15834. The 
growth rate of transformed hairy roots was more than that of normal ones.Total phenol contents in all hairy roots 
were also increased significantly compared with non-transformed control plants (4.6 times in hairy roots induced 
by A. rhizogenes strain ATCC-15834). ATCC-15834 has been reported as the most widely used A. rhizogenes 
strain owing to its strong induction ability, and the variation in hairy root induction could be due to disparity in 
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the virulence of different A. rhizogenes strains. 
Conclusion: The hairy roots of O. basilicum had shown promising results in terms of significant yield of 

phenolic contents and had the potential for being scaled-up further for phenol production. It could be concluded 
that A. rhizogenes strains had different abilities in hairy roots induction. Therefore, the selection of an effective 
A. rhizogenes strain for the production of transformed root cultures is important, highly dependent on the plant 
species, and must be determined in future experiments. 
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