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چکیده
Agrobacteriumسـویه دوواسپري)و(شناورسازيتلقیحروشدواثرمطالعه،این در rhizogenes)A13وGMI9534(  بـراي

Teucrium chamaedrysساقهگرهوبرگکوتیلدون،هیپوکوتیل،(مختلفيهانمونهریزرويمویینيهاریشهالقاء L.  بررسـی شـد.
مـویین يهاریشهالقاءبهقادرفقطA13سویهحالیکهدرکند،القاءمویینریشههانمونهریزازیک هیچدرنتوانستGMI9534سویه
بسـیار )،%3/73از(بیشمویینریشهالقايبالايفراوانیبا،سازيرشناوتلقیحروشالبته بود.ساقهگرهوبرگيهانمونهریزروي

 ـتراریختهمویینریشهيهالایندادند.نشانرا)%3/83(القاءفراوانیبالاترینبرگيهانمونهریزوبودآمیزموفقیت  ـوسـیله هب الیزآن
PCRيهاژناختصاصیآغازگرهايازاستفادهباrolAوrolB رويشـده کشـت ،هـم ازمستقلمویینریشهلاین20شدند.تأیید
تمامدرهامتغیراین.داشتندریشهدهیانشعابوکلیطولنظرازيدارمعنیتفاوترشد،کنندهتنظیمازعاريجامدMSکشتمحیط

يهـا لایـن ازییهاکشت،متعاقباًشدند.انتخابرشديخصوصیاتاینبراساسمویینریشهلاین7روایناز،دبودنپایدارهاکشتوا
بینشد.فراهمروزه90کشتدورهیکدرتودهزیستتولیدمیزانپیگیريبرايغلظتنصفمایعMSکشتمحیطدرشدهانتخاب

هـر درگرممیلی9100(ترتودهزیستمقداربیشترینTC-HR-16لاین.دشدهمشاهرشديظرفیتنظرازتوجهیقابلتنوعهالاین
يهـا لایـن .کـرد تولیـد ايهفتـه 10کشتدورهطیدراولیهتلقیحمایعبهنسبتافزایشبرابر455بارا کشت)محیطلیترمیلی30

دارویـی بـاارزش ثانویـه هـاي متابولیـت لیـد توبهبـود بـراي نـد توانمـی مطالعـه ایـن ازحاصـل عالیخصوصیاتبامویینریشه
Teucrium chamaedrys L.شوند.استفاده

Teucriumکلیدي:هايواژه chamaedrys L.،تودهزیستریزنمونه،باکتري،سویهرایزوژنز،آگروباکتریوم.

مقدمه
Teucrium(طنـاز نخوديمریم chamaedrys L.(از

بـه ايبوتـه پایـا، فیعلگیاهیست،Lamiaceaeهخانواد
هـاي بـرگ کرکپوش،ساقهبامترسانتی25تا10ارتفاع

درکـه ارغـوانی هـاي گـل وايکنگرهوکركبیبیضوي،
غربـی شـمال واروپاجنوبیومرکزينواحیهايجنگل

گلستان،شمالی،خراسانارتفاعاتدرایرانازجملهآسیا
ردداجغرافیـــاییتوزیـــعآذربایجـــانومازنـــدران
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)Rechinger, ،گیـاه استفادهموردداروییقسمت.)1982
تناسببهآنآوريجمعزمانواستگیاهگلدارسرشاخه

.اسـت مـرداد وخردادايهماهبینزندگیمحیطشرایط
شـیمیایی هـاي ترکیـب مـورد دريمحـدود يهاگزارش
کلـی طـور بـه دارد.وجودگیاهیگونهایندهندهتشکیل
کـاریوفیلن، - بتادي،جرماکرنکهانددادهنشانهابررسی

 ـوهومـولن - آلفاپینن،- آلفا  ـعمـده ازکـادنین - ادلت رینت
-Morteza(هسـتند یگیاهگونهاینشیمیاییهايترکیب

Semnani et al., Muselli؛2005 et al., Bagci؛2009

et al., جمعیتیشیمیایترکیبيامحتومورددر).2010
وجودگزارشیکفقطتحقیقایندرشدهبررسیگیاهی

آوريجمعانگیاهشیمیاییهايترکیبترینعمدهودارد
کـاریوفیلن، - بتـا غربی،آذربایجانمارمیشومنطقهازشده
اسـت شـده گزارشنزفارن- بتاوپینن- آلفامورولن،- آلفا

)Kazemizadeh & Heidari Rikan, ــین).2009 چن
گونـه یـک درآنهـا نیزاموشیمیاییيامحتودریتنوع

بـه ژنتیکیتنوعبرعلاوهمختلفهايرویشگاهازگیاهی
وخـاکی جفرافیـایی، اکولـوژیکی، ماننـد مختلفیعوامل
Sadeghi(شـود میدادهنسبتنیزاقلیمی et al., 2014(.

بـه تـوان میطنازنخوديمریمداروییاثراتمهمتریناز
ضدمیکروبی،ضدالتهابیضددیابت،لاغرکنندگی،خاصیت

Bagci(کرداشارهآنضدسرطانیو et al., اخیراً).2010
اثــرات گیــاهایــن متــانولیعصــاره اي،مطالعــهدر

کولـون سرطانیيهاسلولبهنسبتبالاییسیتوتوکسیتی
Stankovic(استهدادنشانانسانی et al., 2011.(
دارویـی گیاهـان رویـه بـی هـاي برداشـت بهتوجهبا

عـدم طبیعـی، هـاي محـیط ازطنـاز نخوديریممازجمله
وسیعمقیاسدریکنواختگیاهیموادکردن فراهمامکان

عوامـل نـامطلوب تـأثیر وطبیعیهايرویشگاهطریق از
شـیمیایی هـاي ترکیـب میزانوکیفیتبرمختلفمحیطی
ــاه، in(ايشیشــهدورنکشــتگی vitro(ــن ــانای گیاه

اسـتفاده امکانوژنتیکیمنابعنگهداريوحفظمنظوربه
همـؤثر هـاي ترکیـب انبـوه تولیدبرايصنعتیمقیاسدر

یافتـه سـازمان يهاکشت.استاهمیتحائزآنهادارویی

داشـته ثانویههايمتابولیتتولیددرمهمیسهمندتوانمی
 ـتوليهاتیمزیبرخ.باشند  ـمتابولدی  ـثانويهـا تی ازهی

طیشـرا نـه یبهکنتـرل شـامل بافـت وسلولکشتقیطر
بازدهشیافزايبراازینمورديسازهاشیپافزودنکشت،

بـا محصـول تولیـد وخاصهیثانوهايمتابولیتدیتولو
در.باشـد میزابیماريعواملهايآلودگیبدونوکیفیت

يهـا ریشـه کشـت بافت،کشتمختلفهايتکنیکمیان
ــویین hairy(مـ roots(ــل ــیحازحاصـ ــاکترتلقـ يبـ

Agrobacterium rhizogenesدیتولبرايبالاییقابلیت
ــت ــايمتابولی ــهه ــوردارثانوی ــتند.برخ ــاکترهس يب

A. rhizogenesطریـق ازکـه اسـت يخاکزيباکتریک
تولیـد باعـث خـود Riپلاسـمید T-DNAبخـش انتقال
يهـا ریشـه ازایـن، بـر عـلاوه .دشومیمویینيهاریشه

وتوسـعه يبـرا رزشمندامدلسیستمیکعنوانهبویینم
شـود میاستفادهگیاهاندرژنتیکمهندسیاصولکاربرد

)Hu & Du, رشددلیلهبتمایزیافتههايبافتاین).2006
گیاهـان بـاززایی قابلیـت وبیوشـیمیایی پایداريسریع،

یبـافت کشـت هـاي سیستممدلبهترینعنوانبهتراریخته
Nader(اسـت شدهمعرفی et al., هـا ریشـه ایـن ).2006

باشـند، مـی ثانویـه هـاي متابولیـت بـراي باارزشیبستر
نـد توانمیداروییگیاهیکمویینهايریشهکهيطوربه

Hasanloo(کنندتولیدرامتنوعیثانویههايمتابولیت et

al., ــت.)2008 ــهیرکش ــاش ــويه ــراينییم ــتولب دی
ستفادهاییداروگیاهانازبسیاريدرهیثانويهاتیمتابول
ومـؤثر تولیـد بیـانگر مطالعاتبیشتر نتایجواستشده
هـا کشـت ایندرداروییباارزشيهاترکیببرابريچند

Bensaddek(اسـت مادريگیاهانبامقایسهدر et al.,

Park؛2008 et al., Gupta؛2010 et al., ؛2011
Ahmadi moghadam et al., Torkamani؛2013 et

al., تاکنوندسترس،قابلعلمیمنابعبهتوجهاب).2014
درمـویین ریشهتولیدازجملهبیوتکنولوژیکمطالعههیچ
بـه توجـه بـا اسـت. نشـده انجامطنازنخوديمریمگیاه

ریشـه کشـت ستمیسسازيبهینه،گیاهاینداروییاهمیت
یـک دروسـیع مقیـاس درکشـت امکانبتواندکهمویین
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راآنمهمهايمتابولیتیصنعتدیتولووراکتوریبسیستم
حقیـق تایـن  در.باشـد میتیاهمحائزاریبسکند،فراهم
نخـودي مـریم گیـاه درمویینریشهتولیدباراولینبراي
نـوع وتلقـیح روشباکتري،هیسواثر.شدگزارشطناز

میـزان همچنـین ومـویین ریشهالقايمیزاندرریزنمونه
مـورد مویینریشهمختلفيهالایندرتودهزیستتولید

گرفت.قراربررسی

هاروشومواد
گیاهیمواد

آقايتوسططنازنخوذيمریمبذرهاي تحقیقایندر
طبیعیمنابعوکشاورزيتحقیقات(مرکزاحمديمهندس

عـرض وطـول بـا ايمنطقـه ازغربـی) آذربایجاناستان
45E˚04ˊ33˝و 37N˚33ˊ10˝ترتیببهجغرافیایی

آندرستیوآوريجمعدریاسطحازمتر1650ارتفاعو
نمونـه وتأییدایشانتوسطمرکزاینگیاهیهرباریومدر

.شدنگهداريPBB-WAZ-78شمارهباآنیهرباریوم

ریزنمونهتهیهوبذرضدعفونی
%98کسولفوریاسیدتوسطابتدانخوديمریمبذرهاي

بـا اولیهشستشويازپس. شدندتیماردقیقه15مدتبه
بـا لیاسـتر طیشـرا دراسید،اثرحذفبرايمعمولیآب

میسدتیپوکلریهوقهیدق1مدتبه%70الکلازاستفاده
ضدعفونیدقیقه15مدتبه%5/1فعال)کلر%5(حاوي

مقطرآبباقه،یدق5مدتبهبارهربار،سهبعدوشدند
درشـده ونیضـدعف بذرهاي.شدنددادهشستشواستریل
گیـاهی، آگـار لیتـر درگرم7حاويکهپایهMSمحیط

وشـد کشـت بودند pH=8/5باساکارزلیتردرگرم30
سـاعت 16نـوري تناوببارشداتاقکدرهاکشتتمام

وLux2000نـور شدتبایکیتارساعت8ویروشنای
،بذرهازنیجوانهازپس.شدندنگهداريC2±24°يدما

يهـا نمونـه ریزتهیـه برايايهفته2استریلايهاهچهیگ
بـراي ياهفتـه 4يهـا گیاهچـه وکوتیلـدون ،هیپوکوتیل

.شدنداستفادهساقه گرهوبرگيهانمونهریز

Agrobacteriumباهانمونهریزتلقیح rhizogenes

.Aسویهدو rhizogenes،A13وGMI9534 شـده (تهیـه
،تهـران ،بیوتکنولـوژي وژنتیـک مهندسـی ملـی پژوهشگاهاز

NIGEB(منظـور بـدین شـد. اسـتفاده هـا نمونهریزتلقیحبراي
مـایع LBکشـت محیطml5درهاباکتريازکلونیتککشت
ازپـس شـد. انجـام )mg/l50(ریفامپسـین بیوتیکآنتیحاوي
محـیط ازاستفادهباسوسپانسیون،OD600≃4/0- 5/0رسیدن

LBحجـم بهمناسببیوتیکآنتیهمراهبهمایعml40 رسـانده
بـا انکوبـاتور شـیکر دسـتگاه دربـاکتري سوسپانسـیون وشد

rpm200دمايو°C28ازپس.گرفتقرارساعت5مدتبه
وrpm5000باسانتریفیوژدستگاهدرباکتريسوسپانسیون،آن

دررابـاکتري رسـوب .شـد دادهرسـوب دقیقـه 5زمانمدت
ml40پایهطمحیشامل،القاءمحیطMSبیوتیـک آنتـی حاوي

وحـل ،)mg/l50(زگلـوک و)µM50(استوسـیرینگان ،مناسب
سـرعت بـا انکوبـاتور شـیکر دستگاهدرباکتريسوسپانسیون

rpm120دماي°C28پـس شد.نگهداريساعت5مدتبهو
شد.استفادهتلقیحبرايشدهیههتباکتريسوسپانسیونآن،از

هیپوکوتیـل، يهـا نمونـه ریزازمـویین، ریشهالقاءبراي
بـذري هايگیاهچهازشدهجداساقهگرهوبرگکوتیلدون،

روشدوبـه هـا نمونـه ریزتلقیحشد.استفادهايشیشهدورن
بـه تلقـیح در:شـد انجامزیرشرحهباسپريوشناورسازي

جداهايریزنمونهازیک هرازریزنمونه200سپري،اروش
بودنـد، شـده زخمـی سطحیطوربهپلاسکالتیغباکهشده،

تلقـیح بـاکتري سوسپانسـیون بـا ايشیشـه سرنگوسیلههب
رويبـر گـرفتن قرارازپسشدهتلقیحيهانمونهریزشدند.
در،اضـافی هـاي بـاکتري حـذف بـراي استریلصافیکاغذ

حاويMSپایهمحیطشامل)co-culture(کشتیهممحیط
ــیرینگان ــت)µM50(استوسـ ــدنکشـ ــرايد.شـ روشبـ

باکتريسوسپانسیوندرشدهجدايهانمونهریزشناورسازي،
کاغذرويبرهانمونهریزبعد وشدندشناوردقیقه5مدتبه

دادهقـرار اضـافه هـاي بـاکتري حـذف براياستریلصافی
کشتیهممحیطدرشدهتلقیحيهانمونهریزنهایتدرشدند.
کشت)µM50(اناستوسیرینگحاويMSپایهمحیطشامل

باکتريبدونMSکشتمحیطباریزنمونهتعدادي.گردیدند
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عنـوان بـه وشـدند تلقـیح شناورسازيیااسپريصورتبه
شدند.گرفتهرظندرشاهد

شـرایط دررشداتاقکدرهانمونهروش،دوهردر
روزشـبانه 4مـدت بهC2±25°دمايبا)Dim(نورکم

ــداري ــدند.نگه ــسش ــامازپ ــمدورهاتم ــتیه ،کش
محیطشاملشستشو،محیطدرشده تلقیحيهانمونهریز

بیوتیـک آنتـی حـاوي مایعMS)½(غلظتنصفکشت
تگاهس ـددرسـاعت 2مدتبه،)mg/l500(سفوتاکسیم

شستشـو )C25°(اتـاق دمـاي وrpm100دورباشیکر
جامدMSکشتمحیطدرهانمونهریزسپسشدند.داده

و)mg/l250(سفوتاکســیم)،mg/l30(ســاکارزحــاوي
ــدون ــیمب ــدهتنظ ــدکنن ــاهیرش plant(گی growth

regulators, PGRs(دمـاي بـا رشداتاقکدروکشت
°C2±25آزمـایش شـدند. نگهـداري تاریکیشرایطو

براسـاس تلقـیح) روشو(ریزنمونهعاملیدوفاکتوریل
بـراي تکـرار 3بـا )CRD(تصـادفی کـاملاً پایـه طرح

تراریختـی) (کـارآیی مـویین ریشهالقاءکارآییبررسی
سهآزمایشوشدپیادهرایزوزنزآگروباکتریومواسطههب

فرمـول صورتبه)%(ریشهالقايکارایی.شدتکراربار
SASافزارنرمدرحاصليهادادهگردید.محاسبهزیر

هـا دادهمیـانگین مقایسـه وشـدند تحلیلوتجزیه9.1
)FLSD(فیشـر دارمعنیتفاوتاقلحدآزمونبراساس

.شدانجام%1احتمالسطحدر

مـویین يهـا ریشـه )cm4 -3(نسـبی رشدوظهورازپس
دروشـدند قطعالقاءمحلدرهانمونهریزسطحازآنهااحتمالی،

سفوتاکسـیم )،mg/l30(ساکارزحاويجامدMSکشتمیحط
)mg/l250(بدونوPGRsـهـا کشـت .شدندکشت  اتاقـک هب

سـاعت 8ویروشـنای ساعت16نوريتناوببامنتقل و رشد
نگهـداري C2±24°دمـاي وLux2000نورشدتبایکیتار

میـزان وشـد انجامهاریشهواکشتباریکهفتهدوهروشدند

ازپـس تـا شددادهکاهشمتوالیيهاکشتواطیسفوتاکسیم
محـیط ازملاًکـا ،آگروبـاکتري آلـودگی وجودعدمازمینانطا

.شدحدفکشت

PCRآنالیز

استخراجاحتمالی،مویینيهاریشهتراریختیتأییدبراي 
DNAروشطبـق هـا ریشهازژنومیCTAB)Doyle &

Doyle, ــام)1990 ــدانج ــالیز.ش ــاPCRآن ــتفادهب ازاس
.گردیـد انجامrolBوrolAيهاژناختصاصیآغازگرهاي

بـراي پرایمرجفتکیباکهدبوايگونهبهآغازگرطراحی
يهـا ریشـه درژندوهـر تـوالی ازbp1150قطعـه تکثیر

درجییـد تأبـراي همچنـین .یـرد گانجـام احتمالیهتراریخت
ــودگیآگونــههــرعــدموهــاریشــهژنــومدرrolيهــاژن ل

ژنتکثیـر بـراي PCRسـلولی، بـین فضاهايدرآگروباکتري
virD2بخشازخارجبخشدر(واقعT-DNAپلاسـمید روي

Ri(انـدازه بهباکتريbp338 آغازگرهـاي تـوالی .شـد انجـام
ــی ــاژناختصاصـــ ــاrolيهـــ ــدترعبـــ از:بودنـــ

5'-TTAGCTTCCAAGTTACTGCAGC-3'(ــتقیم و(مس
5'-GTTCTCGCGAGAAGATGCA-3'(معکـــــوس)و

ــدعبــارتvirD2ژناختصاصــیآغازگرهــايتــوالی از:بودن
5'-ATGCCCGATCGAGCTCAAGT-3'(ــتقیم و(مســـ

5'-CCTGACAACATCTCGGCTGCCCA-3'.(معکــوس)
براي،µl20نهاییحجمبهPCRيهاواکنشسازيآمادهبراي
بـا معکوس)و(مستقیمآغازگرهرازµl5/0واکنش،هر

ــت pmol10،µl10Primeغلظ Taq DNA Premix

)GenetBio،کره،(µl1DNAغلظتباالگوng50،µl8
کلریترموسـا دسـتگاه درPCR.شدتفادهاساستریلآب

Eppendrofــدل Mastercyclerم ــق5331 ــهطب برنام
بـه C°94دمـاي دراولیـه سازيواسرشتشاملحرارتی

درسازيواسرشتشاملچرخه35سپس،دقیقه4مدت
دمـاي درآغـازگر اتصال،ثانیه45مدتبهC°94دماي

C°53ـدرآغازگربسطوثانیه80مدتبه  C°72ايدم
مـدت بـه C°72دمايدرنهاییبسطوثانیه80مدتبه

رويالکتروفـورز ازپسPCRمحصولاتبود.دقیقه10
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توسـط برومایـد، اتیـدیوم بايآمیزرنگو%1آگارزژل
.گرفتندقرارمشاهدهموردGel-Docدستگاه

مویینریشهيهالاینرشدارزیابی
دورشـد میـزان نظرازمویینيهالاینارزیابیبراي
لاین20تعداد،اولآزمایشدر.شداجرامستقلآزمایش
کـه اسـت ذکـر بهلازم.شدانتخابمویینریشهمختلف
ــن ــالای ــهيه ــتقلتراریخت ــمازمس independent(ه

transgenic events( انتخـاب، يمنبـا وشـدند انتخـاب
بـر اوتفمتالقاءمحلبامویینریشهيهالاینازاستفاده

بـا ییهـا لایـن چنینطور طبیعی هببود.هانمونهریزروي
محلوهاژنترايهانسخهتعدادنظرازبالابسیاراحتمال

ــودهمتفــاوتهــمازآنهــادرج يهــالایــنرواز ایــن،ب
يهـا ریشـه .آینـد مـی حساببههمازمستقلتراریخته

PGRsبـدون MSجامـد محـیط درشدهانتخابمویین

متغیرهـاي ،روزه21زمـانی فاصـله دوطی.شدندکشت
سـه بـا ،لایـن هـر دهیانشعابتعداداصلی،ریشهطول

-tآزمونباهادادهوشدگیرياندازهلاینهربرايتکرار

testرشـدي رفتـار تعیـین بـراي .شـدند تحلیلوتجزیه
متغیرهـا بـین همبسـتگی ،واکشـت يهادورهطیهالاین

SPSSافزارنرموسیلههب v. .شدمحاسبه18
داراي)cm4 -3(ریشهقطعاتدوم،آزمایشدر

به،اولآزمایشازشدهانتخابلاین7ازریشهنوك
MSکشتمحیطml20حاويml100يهاارلن ½

درومنتقلPGRsوبیوتیکآنتیگونههربدونومایع
دمايوrpm90باشیکردستگاهرويرشداتاقک

°C2±24هرطوربهوماهسهطیدروندشددادهقرار
شد.گیرياندازهترهتودزیستتجمعمیزانهفتهسه
تکرارسهباتصادفیکاملاًطرحقالبدرآزمایشاین

افزارنرمدرحاصليهادادهشد.پیادهلاینهربراي
SAS میانگینمقایسهوشدندتحلیلوتجزیه9.1

%5تمالاحسطحدرFLSDآزمونبراساسهاداده
.شدانجام

نتایج
مویینریشهالقايمیزانتلقیحروشوباکتريسویهنوعتأثیر

آزمایش،تکراربارسهمجموعدرریزنمونه2400تعداد
.Aهايسویهازیک هروسیلههب rhizogenesاسـتفاده مورد

نـوع گـرفتن نظردربدونحاصل،نتایجبراساس.شدتلقیح
آماريتفاوتمویینریشهالقاءنظرازاهسویهبینریزنمونه،

GMI9534سـویه کهيطوربه،داشتوجوددارمعنیبسیار

القـاء بـه منجـر مطالعـه مـورد يهانمونهریزازیک هیچدر
روشگـرفتن نظردربدونA13سویهولینشدمویینریشه
اینباداد.نشانمویینریشهالقاءکارایی%90ازبیشتلقیح
مـویین ریشـه القايکارآیینظرازتلقیح،روشدوبینحال

کـه يطوربهشد،مشاهد)P>01/0(آماريدارمعنیتفاوت
نشانریشهالقايکارآیی%30/73شناورسازيتلقیحروش

).1شکل(بوداسپريروشبرابرسهتقریباًمیزاناینکهداد

تأثیر نوع ریزنمونه بر میزان القاي ریشه مویین
هاي مختلف از نظر پاسخ به روش تلقیح با یزنمونهبین ر

) P>01/0دار (، اختلاف آماري معنیA13آگروباکتري 
هاي هیپوکوتیل و کوتیلدون هیچ وجود داشت. در ریزنمونه

هاي برگ و گره ساقه ریشه مویینی القاء نشد، ولی در ریزنمونه
) P>01/0دار (از نظر میزان القاي ریشه اختلاف آماري معنی

هاي برگی بیشترین میزان طوري که در ریزنمونهوجود داشت، به
). در هر دو ریزنمونه 2%) مشاهده شد (شکل 75القاي ریشه (

از طریق روش تلقیح اسپري میزان ریشه القایی نسبتاً پایین 
ها در استفاده از دار بین ریزنمونه%) بود و تفاوت معنی23- 30(

هاي مویین دو ریزنمونه، ریشهاین روش مشاهده نشد. در هر 
) و تا سه Dو A- 3یک هفته پس از تلقیح ظاهر شدند (شکل 

)، Fو C- 3هفته پس از تلقیح القاي ریشه ادامه داشت (شکل 
باوجود این از نظر تعداد ریشه القایی، بین دو ریزنمونه تفاوت 

) وجود داشت و در ریزنمونه برگ، P>01/0دار آماري (معنی
ریشه در هر ریزنمونه) 4/11داد ریشه القاء شده (میانگین تع

ریشه در هر ریزنمونه) بود 16/8بیشتر از ریزنمونه گره ساقه (
نشده با آگروباکتري (شاهد) هاي تلقیح). در ریزنمونه4(شکل 

).I -G- 3اي القاء نشد (شکل هیچ ریشه
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.Aباریزنمونهتلقیحروشاثر-1شکل rhizogenesسویهA13مویینریشهالقايمیزانرب
Teucrium(نخوديمریمگیاهدر chamaedrys(

.دهدمینشانرا"مستقلآزمایشسهدرشدهالقاءریشهدرصدمیانگینSE±"نمودارهايمیله
.استFLSDآزمونبراساس)P>01/0(دارمعنیآمارياختلافدهندهنشانستونهربالايدرغیریکسانحروف

.Aواسطههبمویینریشهالقايکارآییبرریزنمونهنوعاثر-2شکل rhizogenesسویهA13

Teucrium(نخوديمریمگیاهدر chamaedrys(
.دهدمینشانرا"مستقلآزمایشسهدرشدهالقاءریشهدرصدمیانگین±SE"نمودارهايمیله

است.شدهانجامجداگانهمیانگینمقایسهروشهردر
.استFLSDآزمونبراساس)P>01/0(دارمعنیآمارياختلافدهندهنشانستونهربالايدرغیریکسانفحرو



هاي ...سازي القاء و تثبیت کشت ریشهبهینه270

.Aبواسطهمویینریشهالقاي-3شکل rhizogenesسویهA13برگيهانمونهریزدر)A-C(ساقهگرهو)D-F(
Teucrium(طنازنخوديمریمگیاه chamaedrys(

A:تلقیح،ازپسهفتهیکازبعدبرگریزنمونهردمویینریشهظهورB:تلقیح،ازپسهفتهدویالقایيهاریشهتعدادافزایشC:ریشهزیاديتعدادالقاي
هفتـه دویالقایيهاریشهتعدادافزایش:Eتلقیح،ازپسهفتهیکساقهگرهمحلازمویینریشهالقاي:Dتلقیح،ازپسهفتهسهازپسآنهاسریعرشدو

بدونبرگ)پشتیوروییسطحترتیب(بهبرگریزنمونه:HوGتلقیح،ازپسهفتهسهازپسآنهاسریعرشدوریشهزیاديتعدادالقاي:Fتلقیح،ازپس
هايجوانهرشدویالقایریشهفاقدودشاهعنوانبهاگروباکتريباتلقیحبدونساقهگرهریزنمونه:Iی،القایریشهفاقدوشاهدعنوان بهآگروباکتريباتلقیح

زمانطولدرجانبی

هاتأیید تراریختی ریشه
ــالیز ــایج آن ــر روي ریشــهPCRنت ــه ب هــاي تراریخت

جفت بازي مربـوط بـه ژن   1150احتمالی، حضور قطعه 
rolA-Bهاي انتخاب شده نشان داد. این قطعه را در لاین

در نمونـه شـاهد   مطابق انتظار هم اندازه قطعه تکثیرشـده  
مثبت (باکتري مورد استفاده در تلقـیح) بـود، در حالیکـه    
ریشه طبیعی گیاه (شاهد منفی اول) فاقـد قطعـه تکثیـري    

بود. وجود عدم تکثیر در نمونه شاهد منفی دوم (واکـنش  
PCR بدونDNA الگو) حکایت از درستی آنالیز و عـدم

). بـراي  A ،B- 5داشـت (شـکل   PCRوجود آلودگی در 
هـاي مـویین و عـدم    مینان از ماهیت تراریختگی ریشهاط

مـویین، از  هاي بین سلولی در ریشـه وجود آلودگی فضاي
استفاده شـد.  virD2با آغازگر اختصاصی ژنPCRآنالیز 

در حقیقت تکثیر این آغـازگر اختصاصـی تحـت برنامـه     
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، واقع در virD2خاص در دستگاه ترموسایکلر حضور ژن
ــه  ــارج از ناحی ــمید T-DNAخ ــوم  Riپلاس ــه در ژن ک

شـود، اسـتفاده شـد. در    هـاي تراریختـه درج نمـی   سلول
، تکثیري بـراي ژن rolهاي هاي تراریخته حاوي ژنلاین

virD2دهنـده ایـن اسـت کـه     تشخیص داده نشد که نشان
هاي مویین فاقد آلودگی آگروباکتري هستند (شـکل  ریشه

5 -C.(

.Aواسطههبشدهالقاءمویینیشهرتعدادبرریزنمونهنوعاثر-4شکل rhizogenesسویهA13نخوديمریمگیاهدر)Teucrium

chamaedrys(
.دهدمینشانرا"مستقلآزمایشسهدرشدهالقاءریشهدرصدمیانگینSE±"يهامیله

.استFLSDونآزمبراساس)P>01/0(دارمعنیآمارياختلافدهندهنشانستونهربالايدرغیریکسانحروف

مویین در محیط جامدهايخصوصیات رشدي ریشه
هاي مویین تراریخته لاین مختلف از ریشه20تعداد 

مستقل از هم، از نظر طول ریشه اصلی و تعداد انشعابات 
اي در محیط جامد مورد طی دو دوره واکشت سه هفته

هاي مویین پس از یک هفته مقایسه قرار گرفتند. ریشه
تدریج افزایش تعداد انشعابات عرضی را ی بهرشد طول

). نتایج آنالیز آماري نشان داد A-D- 6نشان دادند (شکل 
هاي مورد ارزیابی از نظر طول ریشه اصلی و که بین لاین

اي اختلاف دهی در هر دو دوره سه هفتهقدرت انشعاب
).Bو A- 7) وجود دارد (شکل P>05/0دار (معنی

و TC-HR-2 ،TC-HE-15هاي ها، لایندر بین لاین
TC-HE-16 بیشترین طول ریشه اصلی (بیشتر ازcm15 و (

انشعاب) در طی این 11تعداد انشعابات جانبی (بیشتر از 

و TC-HR-3 ،TC-HR-4هاي مدت نشان دادند و لاین
TC-HR-6 داراي کمترین اندازه طول ریشه (کمتر ازcm7 (

) بودند. با توجه به انشعاب4و انشعابات جانبی (کمتر از 
ها، گیري شده براي لاینهاي اندازهمیانگین هر یک از متغیر

رفتار یک لاین در انتهاي سه هفته دوم تقریباً مشابه رفتاري 
است که همان لاین در انتهاي سه هفته اول نشان داده بود. 

ها در انتهاي هر دوره واکشت بالا بود البته همبستگی متغیر
)، همچنین بین دو متغیر در انتهاي واکشت Bو A-8(شکل 

روز) نیز همبستگی بالایی وجود داشت 42دوم (پس از 
ها دهنده پایداري رفتاري لاین). این نتایج نشانC-8(شکل 

روز است و همچنین ارتباط 42از نظر این متغیرها پس از 
هاي شدید و مستقیم بین دو متغیر بیانگر این است که ریشه

اند.دهی بالایی نیز داشتهتاً میزان انشعابطویل عمد
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rolBوrolAژندوهرازهاییبخشاختصاصیآغازگرهايازاستفادهبامویینيهاریشهPCRآنالیز-5شکل

)AوB(ژناختصاصیآغازگریاvirD2)C(
M:1نشانگر Kb DNA Ladder (Fermentas)،1:پلاسمیدشکلسههردرRiسویهوباکترویومآگرازA13،2:3-10خالی،اهکچشکلسههردر)AوC(و

14-3)B(:اول،منفیکنترلعنوانبهژنتیکیانتقالبدونگیاهطبیعیریشهشکلسههردر:11گره،وبرگيهانمونهریزازشدهالقاءتراریختهمویینيهاریشه
دوممنفیکنترلعنوانبهDNAبدونPCRواکنششکلسههردر:12
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Teucrium(طنازنخوديمریمگیاهمویینرشدواستقرار-6شکل chamaedrys(مایعوجامدکشتمحیطدر
A-D:طمحیدرکشتازپسهفتهششوهفتهچهارهفته،دوهفته،یکازپسترتیببهریزنمونهرويازجداشدهمویینریشهفراوانجانبیانشعاباتایجادورشد

MSرشد،کنندهتنظیمبدونجامدE-G:کشتمحیطدرمویینریشهتودهزیستتدریجیافزایشورشدMS ماههسازپسگیاهیرشدکنندهتنظیمبدونمایع½

Independent(همازمستقلتراریختهمویینریشهلاین20مقایسه-7کلش transgenic hairy root(
Teucrium(طنازنخوديمریمگیاه chamaedrys(جانبیانشعاباتتعدادواصلیریشهطولنظراز

.دهدمینشانرا"انشعاباتتعدادمیانگینیاریشهطولمیانگین"هامیله
.تاسدانکنايدامنهچندآزمونبراساس)P>05/0(دارمعنیآمارياختلافدهندهنشانستونهربالايدرغیریکسانحروف
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هاي ریشه مویین همبستگی بین متغیرهاي طول ریشه اصلی و تعداد انشعابات در لاین-8شکل 
ايدر انتهاي دو دوره واکشت سه هفته) Teucrium chamaedrys(نخودي گیاه مریم

R وR2دهند.ترتیب مقادیر همبستگی و ضریب تبیین را نشان میبه

مایعکشتمحیطدرمویینریشهيهالاینرشدقدرت
محـیط بـه انتقـال ازپستراریختهمویینيهاریشه

مـاه سـه طـی دروشـده منشعبسرعتبهمایعکشت
).E-G- 6(شـکل کردنـد تولیـد تـوجهی قابـل بیوماس
آنهاکهدادنشانتراریختهمویینریشهيهالاینمقایسه

هـا لاینبینوهستندبرخوردارمتفاوتیرشدسرعتاز
)P>01/0(يدارمعنـی اوتفتودهتزیستمیزاننظراز

افـزایش وهـا ریشهمداومرشد).9(شکلداشتوجود
تواناییحفظبردلیلمتوالیهفتهسهطیدرتودهزیست
،هـا لایـن بـین در.بـود رشدتداومدرمویینيهاریشه
ــن ــه،TC-HR-18وTC-HR-16لای ــبب و8700ترتی
دارايشـت کمحیطلیترمیلی30هردرگرممیلی7650

دربودنـد، سـوم مـاه انتهايدرترتودهزیستبیشترین

ــه ــرايحالیک ــنب ــالای ،TC-HR-3وTC-HR-6يه
لیتـر میلـی 30هردرگرممیلی2500و3050ترتیببه

ماهانتهايدرترتودهزیستکمتریندارايکشت،محیط
شد.برآوردسوم

تقریبـاً منحنـی یـک صـورت بـه هالاینرشديروند
فـاز منحنی،بهتوجهبا.)9(شکلبودشکلسیگموئیدي

lag(خیريأت phase(اینطولوداشتادامهدومهفتهتا
وباشـد )mg20(کماولیهتلقیحمادهدلیلبهتواندمیفاز

doubling(شـدن برابـر دوزمـان افزایشباعثمعمولاً

time(دهمحدوتوانمیراهفتمهفتهتادومهفته.گرددمی
log(لگاریتمیفاز phase( تقریبـاً ازبعـد وکـرد  تعیـین

فـاز شـروع بیـانگر کههشدکندهاریشهرشدهشتمهفته
stationary(ایستایی phase(است.
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Independent(همازمستقلتراریختهمویینریشهلاین7مقایسه-9شکل transgenic hairy root(
Teucrium(طنازنخوديمریمگیاه chamaedrys(کشتماهسهطیدرتودهزیستتولیدنظراز

رشدکنندهتنطیمبدونمایعMSکشتمحیطدر
.شدگیرياندازههفتهسههرانتهايدرترتودهزیستشد.برداشتهmg20تقریباًویکسانطوربههالاینهمهبرايکشتشروعبرايتودهزیست

بحث
.Aطریقازمویینهریشالقاءدرموفقیت rhizogenes

گیاهیبافتسنوجنس،گونهنظیرمختلفیعواملبه
,Porter(داردبستگی  يهانمونهریزتحقیقایندر.)1991
دادند.نشانمویینریشهالقاءنظرازمتفاوتیپاسخمختلف
بالافراوانیبامویینریشهالقاءمنظوربههانمونهریزبهترین

بود.ساقهگرهوبرگترتیببهطناز،نخوديیممرگیاهدر
درریزنمونهنوعبهمویینریشهالقاءوابستگیالبته 
etGupta(استشدهگزارشنیزگیاهیمختلفيهاگونه

2011,al.2012؛,al.etSamadi؛,al.etSetamamMd

سوسپانسیونغلظتاستفاده،موردباکتريسویه.)2014
تراریختییند افردرمؤثرعواملدیگرازلقیحتبرايباکتري
يهاسلولباآگروباکتريمناسبکنشبرهموتماساست.

واسطههبژنانتقالبراياساسینیازپیشیکگیاهی
ازسرسختگیاهاندرویژههبمسئلهایناست.آگروباکتریوم

روشبنابرایناست.اهمیتحائزبسیارتراریختینظر
بخشد.بهبودرایند افرایندرموفقیتتواندمیتلقیحمناسب

تلقیحبرايمویین،ریشهتولیدبهمربوطمطالعاتبیشتردر
باکتريسوسپانسیوندرهانمونهریزشناورسازيروشاز

Wang(استشدهاستفاده et al., Kim؛2006 et al.,

Samadi؛2009 et al., دیگريروشهايحالاینبا.)2012
تلقیحبراينیزباکتريبهآلودهسرسوزنبادهیخراشمانند

متفاوتگیاهبهبا توجهآنموفقیتکهاستشدهاستفاده
Lin(استبوده et al., Ahmadi؛2003 Moghadam et

al., اسپريروشازباراولینبرايتحقیقاین در.)2013
برايشناورسازيمعمولروشکناردرباکتريسوسپانسیون

نیزاسپريروشدرگرچهاشد.استفادههانمونهریزیحتلق
شناورسازيروشحالاینباشد،مشاهدمویینریشهالقاء

نشانروشآننسبتبرابر)(سهییبالاتراریختیکارایی
بررسیبرايآگروباکتريسویهدوازتحقیقاین درداد.
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نازطنخوديمریمگیاهدرمویینریشهالقاءدرآنهاقابلیت
مویینریشهGMI9534سویهازاستفادهباکهشداستفاده

A13سویهولی،شدنالقاءهانمونهریزازیکهیچروي

يهانمونهریزدرمویینریشهزیاديتعداديالقايباعث
وآگروباکتريوحشیسویهیکA13.شدساقهگرهوبرگ

میکیموپاینتیپجزءتولیدي،اوپایننوعنظراز
)Mikimopine(پلاسمیددرواستRiيهاتوالیتعدادآن

T-DNA)T-DNAکنندهالقاء transfer stimulator

sequences, TSS(12داردوجودتکرار)Veena &

Taylor, انتقالدرTSSتوالینقشبه توجهباو)2007
T-DNA،قدرتازسویهاینکهاستاینبرانتظار
قبلیمطالعاتدرباشد.رداربرخوبالاییسازيتراریخت

داروییگیاهانمویینریشهالقايدرسویهاینبالايکارایی
Samadi(استشدهگزارش et al., Ooi؛2012 et al.,

Torkamani؛2013 et al., نیزتحقیقاین در.)2014
درسویهاینازاستفادهبا)%3/73(تراریختیبالايکارایی

ژن).2و1يهاشکل(شدگزارشطنازنخوديمریمگیاه
rolBحالاینبا،داردمویینریشهالقاءدرمهمینقش

بازخوانشهايچارچوبدیگروrolCوrolAيهاژن
)ORFs(دارندمویینریشهتشکیلبرکنندگیتشدیداثر
)Welander & Zhu, Veena؛2006 & Taylor, 2007(.

مویینهايریشهژنومدرژنسهاینازترکیبیحضور
دهیانشعابوبیشتررشدبهمنجرآنهابیانوتراریخته

Welander(گرددمیمویینيهاریشهمناسب & Zhu,

هايژنحضورتوانستPCRآزمونتحقیقاین در).2006
ازاطمینانبرايدهد.تشخیصرامویینریشهالقاءدرمؤثر
ژنحضورازي،آگروباکتربامویینریشهبافتآلودگیعدم

virD2ناحیهازخارجدرموجودT-DNA،ًغیرقابلمعمولا
گردید.استفادهPCRوسیلههبگیاهی،يهاسلولبهانتقال
يهاریشهبودنتراریخته،PCRآنالیزدرژناینتکثیرعدم

.کندمیییدأتراباکتریاییآلودگیعدمازاطمینانومویین
وفرساییطاقتوسختآنالیزازهاستفادبهنیازيبنابراین

Southern(سادرنگذاريلکهمانندبرهزینه blot(براي
تعدادتعیینبرايامانیست،مویینریشهتراریختییید أت

اینازباشدلازمشایدrolيهاژنازشدهدرجهاينسخه
گردد.استفادهتکنیک

عیسریرشدازتراریختهمویینيهاریشهطور کلی هب
زیاديتنوعالعهطماین درحالاینباهستند،برخوردار

مورفولوژيورشدمیزاننظرازمختلفيهالاینبین
تعدادبهتوانمیراتنوعاینکهگردیدمشاهدهریشه
دیگروrolيهاژنبیانمیزان،T-DNAدرجیيهانسخه

تلفیقجانبیاثراتوT-DNAرويموجوديهاژن
T-DNAدادنسبتگیاهژنومدر)Cho et al., در).1998

قابلمویینریشهيهالاینبینرشديتنوعنیزتحقیقاین 
وسریعبسیاررشدباییهالاینکهيطوربهبود،همشاهد

حالاینبابودند.غربالقابلپرانشعابمورفولوژيبا
باقطوريهاریشهمانندنامطلوبهايمورفولوژي

callus-like(کالوسیییهاریشهیاوکمانشعابات roots(
چنینوجودمتعدديمطالعاتامانشد.مشاهد

گزارششدهالقاءمویینهايریشهدرراهامورفولوژي
Mathur(اند کرده et al., Soleimani؛2010 et al.,

ورشدبرايمناسبکشتمحیطیکازاستفاده.)2012
هايمتابولیتزیادمقیاسردتولیدبرايتودهزیستتولید
تأثیرکشتمحیطهايترکیبواستحیاتیبسیاريثانویه

ايشیشهدرونشرایطدرهاسلولنموورشددربسزایی
Sivakumar(دارد et al., نشانتحقیقاین نتایج).2005
MSکشتمحیطدرمویینریشههايلاینکهداد با½

رشدخوبیبهPGRsهبنیازبدونوساکارزکربنمنبع
مناسبهستند.تودهزیستمناسبیمیزانبهقادروکرده 
MSکشتمحیطبودن درمویینيهاریشهبراي½

استرسیدهاثباتبهداروییانگیاهازبسیاري
)Udomsuka et al., Park؛2009 et al., 2010.(

کربنمنبعترینمناسبساکارزکهاستدادهنشانمطالعات
،استثانویههايمتابولیتتولیدوسلولیيهاکشتبراي

تودهزیستتجمعدرکنندگیتحریکاثرساکارزهمچنین
Lourenco(داردمویینيهاریشه et al., البته ).2002
تحقیقایندرحاصليهالایندرPGRsبهنیازعدم

دلیلیکهباشدمیاکسیننظرازآنهابودناتوتروفبیانگر
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با. استT-DNAتوسطیافتهانتقالauxيهاژننبیابر
وجودT-DNAناحیهیکفقطسویهایندراینکهبهتوجه
T-DNAانتقالباکه استاینبرانتظاررو از ایندارد،

گیاهیسلولبهauxيهاژنازجملهآنروييهاژنهمه
توسطیالقایمویینریشهگیاهان،ازبعضیدریابند.منتقل

بدوناستممکنآگروباکتريآگروپینتیپهايهسوی
ندهندنشانمطلوبیرشدکشتمحیطبهاکسینافزودن

)Alpizar et al., اینکهاستدلیلاینبهاینو)2008
وT-DNA)TR-DNAناحیهنوعدودارايهاسویهتیپ

TL-TDNA(پلاسمیدرويRiطوربهآنهاکههستند
یابندمیانتقالگیاهیيهاسلولبههمازمستقل

)Filippini et al., TR-DNAکهصورتیدر،)1994

یاشدبانشدهدرجگیاهیژنومدرauxيهاژندربردارنده
آنيهانسخهتعدادیادرجمحلبهتوجهباهاژناینبیان

معمولاًحاصلمویینریشهنباشد،مطلوبطوربه
Camilleri(بودخواهنداکسینبهاگزوتروف & Jouanin,

کشتمحیطبهاکسینویژه بهPGRsافزودن).1991
تجمعوتولیدبرمنفیتأثیرمعمولاًمویینيهاریشه

Yoshimatsu(داردثانویههايمتابولیت et al., 2004.(
پایداريتحقیق،ایندرحاصلمویینيهاریشهالبته 

یطدرمورفولوژیکورشديخصوصیاتنظرازبالایی
کنندهمنعکساحتمالاًکهدادندنشانمختلفيهاکشتوا

خصوصیاتازژنتیکیپایداري.اشدبآنهاژنتیکیپایداري
Suza(استتراریختهمویینيهاریشهبارز et al., 2008.(

ژنتیکینظرازیکنواختمویینيهاریشهچنینانتخاب
انبوهلیدتوهمچنینوتوجهقابلبیوماستولیدبرايتواندمی

آهنگالبته باشد.اهمیتحائزبسیارثانویههايمتابولیت
شکلSتیپیکمنحنیصورتبهمویینيهاریشهيرشد

راهنماییعنوانبهتواندمیالگوییچنینبود.(سیگموئید)
حداکثرحصولبراياولیهتلقیحمادهمقداربرداشتبراي

مرحلهشروعزمانبهتوجهباشود.استفادهتودهزیست
بیستدرتقریباًراواکشتبرايبهینهزمانتوانمیایستایی

تواندمیالگواینهمچنینکرد،تعیینکشتروزیکمینو
)elicitors(محركعواملافزودنمناسبزمانتعیینبراي

هايمتابولیتتولیدافزایشبرايهاریشهکشتمحیطبه
گیرد.قراراستفادهموردثانویه
منابعبراساستوان گفت که کلی میگیرينتیجهعنوان به
تولیدمورددرگزارشاولینیققتحاین دسترس،قابلعلمی
تعیینبرعلاوهاست.طنازنخوديمریمگیاهدرمویینریشه

ایندرنیزمديآکارتراریختیروشریزنمونه،ترینمناسب
تجمعودرشمیزاننظرازهالاینبهترینشد.معرفیگیاه

وTC-HR-16مانندییهالاینوشدندتعیینتودهزیست
TC-HR-18تولیدبرايبعديمطالعاتدرندتوانمی

الگويازگیرند.قرارارزیابیموردثانویههايمتابولیت
برايتوانمیهالاینبرايحاصلشکلSتیپیکرشدي

هايیتمتابولتولیدنمیزابهبودبرايبعديهايسازيبهینه
ریشهيهالاینازاستفاده.دادقراراستفادهموردثانویه
هايزیستگاهبهداروسازيصنایعوابستگیتنهانهمویین
کیفیتبامنبعیبلکهبرد،میبینازراداروییگیاهانطبیعی

مهمداروییهايمتابولیتتولیدبرايخامگیاهیمواداز
سازد.میفراهم

سپاسگزاري
بیوتکنولوژيوژنتیکمهندسیوملیوهشگاهپژاز
ازوآگروباکتريهايسویهاهدايدلیل به)NIGEB(تهران

درموجب بهارومیهدانشگاهفناوريزیستپژوهشکده
تحقیقاینماانجبرايآزمایشگاهیامکاناتگذاشتناختیار

مهندسآقايجنابازهمچنین شود.میسپاسگزاري
استانطبیعیمنابعوکشاورزيتتحقیقامرکز(احمدي

طنازنخوديمریمبذرکردنفراهمدلیلبه،)غربیآذربایجان
.یمداررا تشکرکمال
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Abstract
This research was aimed to investigate the effect of two infection methods (immersion and

spray) and two Agrobacterium rhizogenes strains (strain A13 and GMI9534) to induce hairy
roots on different explants (hypocotyl, cotyledon, leaf, and stem node) of Teucrium chamaedrys.
Strain GMI9534 could not induce hairy roots in any of the explants, whereas strain A13 was
only able to induce hairy roots in leaf and stem node explants. Infection by immersion method
was more successful, with higher root induction efficiency (more than 73.3%), and leaf explants
showed the highest induction frequency (83.3%). The transformed hairy root lines were
confirmed by PCR using rolA and rolB gene-specific primers. Significant differences were
shown among the 20 independent hairy root lines cultured on growth regulator-free MS solid
medium for total root length and for the root branching. These variables were stable across
subcultures and hence seven independent hairy root lines were selected based on these growth
properties. Subsequently, the cultures for these hairy root lines were established in half-strength
MS liquid medium to monitor their biomass production during a 90-day culture period.
Considerable variations were observed in growth capacity among the lines.  Line TC-HR-16
produced the highest fresh biomass (9100 mg/30 ml culture medium), a 455-fold increase over
initial inoculum, during the 10-weeks culture period. The best-characterized hairy root lines,
resulted in this study, can be used to improve the production of secondary metabolites of
pharmaceutical values of T. chamaedrys.

Keywords: Teucrium chamaedrys L., Agrobacterium rhizogenes, bacterial strain, explant,
biomass.


