
 1401/  1شماره  / 9 جلد /  های ژنتیک گیاهیپژوهش

27 

 T1گیاهان تراریخت  جابه نا های مویین و در ریشه DrsB1-CBDAvr4  نوترکیب پروتئینالقا بیان 

 * ،2ی روزآبادیففرهاد نظریان  و 1، مرضیه وارسته شمس1میترا خادمی

 آباد، گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم تخصصی دکتری -1

 آبادخرم استاد، گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان،  -2

 (22/05/1401تاریخ پذیرش:  - 27/02/1401)تاریخ دریافت: 

 ده یچک 

پروتئین    . هستندمد  آکار   ب ینوترک   ی هانی پروتئ  انی ببرای    جابه نا   و   ن ییمو   ی هاشه یر میزان  مقایسه  بررسی  به  مطالعه حاضر  در 

  یساز نهیبه   بر  مختلف  عوامل  ریتأث  ،برای این منظور ابتدا  پرداخته شد.  جابهنامویین و    هایریشه  در  DrsB1-CBDAvr4نوترکیب  

مو   جابهنا  ییها شهیر  تولید  یبراکشت    طیشرا آزما  نییو    ختیترار  اهی گ   درتوده  ست یز  دیتول  یابیارز  با  جداگانه  شی در سه 

DrsB1-CBDAvr4  های  و با آغازگر   رایزوژنز  وماگروباکتریهای القاء شده توسط  ریشهتولید  صحت    .گرفت   قرار  یبررس  مورد

-های ریشهدر ژنوم کلون   B1های پپتید نوترکیب درماسپتین  ، ورود ژن PCRشد. همچنین با استفاده از   تأیید   rolCاختصاصی ژن  

  جابهنا و    نی موئ  یهاشه یرکلون    یهاعصاره   ELISA  زیآنال  از  استفاده  با  ب ینوترک   نی پروتئ  سطحاثبات شد.   جابه نا ای مویین و  ه

  شه یطول ربلندترین  تعداد و    ن یشترینشان داد که ب  جابهنا   شهیو القا ر  دی حاصل از تول  یها داده  انس یوار  ه یتجز .  شد  ی ریگ اندازه

  شه ی رتوده  ست یزحاصل از    ج یدست آمد. نتاه ب  IBA  تر ی بر ل  گرم یل یم  0/ 5و    NAA  تر یبر ل   گرم میلی   1  یحاو   MS  یها طیدر مح

  یدار یتوده اثرات معنست ی ز   د ی تول  زان یم  ی رو  NAAاز هورمون    تر ی بر ل  گرمیلیم  1  ی حاو  عی ما  MS  طینشان داد که مح   جابهنا 

(P ≤ 0.01  )کشت    طیدر مح  تودهست یز  ن یشتریب.  دارندMS   هورمون    تر یبر ل   گرم میلی   1  زان ی م   یحاوNAA   ن ی کمتر  و آمد    دست به  

  ،ATCC15834  ه یسو   که   داد  نشان  مطالعهاین    ج ینتا  نی همچن.  آمد  دست هب   NAAهورمون    بدون   MS 4 /1 ط یمح  در   خشک  و  تر وزن 

  اه یدر گ  نییمو  شهیر   کیجهت تحر  یماریت ب یترک  نی بهتر  قهی دق 10 حیتلق  زمانمدت  اب  درصد 3  ساکارزهمراه با    MS طیمح  در

داری از نظر میزان غلظت پروتئین  دست آمده از هر دو ریشه تفاوت معنی های بهنشان داد که کلون ELISAنتایج  .بود   خت ی رارت

 بود.  جاه ناببیشتر از پروتئین ریشه   مراتب به های ریشه مویین میزان پروتئین نوترکیب حاصل از کلون  کل نشان دادند.

   تودهست ی، ز جابهنا شهیر ن، ییمو شهیر، رشد یهاکنندهمیتنظ ب،ی نوترک  دیپپت :یدیکل واژگان
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 مقدمه

  از   استفاده  ،یفناورست یز  در  ریاخ  یهاشرفت یپ

 در   توجهجالب   یسیستم  عنوانبه  را  یاهیگ   یهاوراکتوریب

 مطرح  ییدارو   باتیترک   و  هانیپروتئ  ها،دیپپت  یتجار  دیتول

  ن یهمچن  و  انباشت   و  محصول  یبالا  انی ب  .است   ساخته 

 و  محصول  یهایژگ یو  ق یدق  یبررس  ازمندین  آن،  افت یباز

 ,.Shanmugaraj et al)  است  یخاص  راهبرد  یریکارگبه

2020) . 

  یکل   هدف   دو   با   اهان ی گ   در   ی کروب ی ضدم   ی ها د ی پپت   د ی تول 

  . است   شده   انجام   ی مولکول   زراعت   و   اهان ی گ   از   محافظت 

  بافت   ا ی   سلول   کشت   از   اه ی گ   مبتنی بر   ی ان ی ب   مختلف   ی ها یستم س 

  ن ی ا   به   ی اب ی دست   در   را   ی د ی مف   ی ها ابزار   خت ی ترار   اهان ی گ   تا 

  ن ی ا   . ( Shanmugaraj et al., 2020)   اند نموده   ارائه   هدف 

  صرفه به مقرون   ، ها ن ی پروتئ   و   ها د ی پپت   د ی تول   هدف   با   ها یستم س 

و از    دارند   را   بالا   اس ی مق   با   د ی تول   در   یی بالا   ل ی پتانس   و   هستند 

های بیان زیستی در استفاده از  این جهت که موانع سایر سیستم 

-ن ی پروتئ   د ی تول   در   ی بخش د ی ام   ستم ی س   به   ها تعدیل شده است آن 

  با  . ( Shanmugaraj et al., 2020)   اند شده   ل ی تبد   ب ی نوترک   های 

  ی دار ای ناپ   نه، ی زم   ن ی ا   در   ها ش ل چا   ن ی تر بزرگ   از   ی ک ی   حال،   ن ی ا 

  .است   ی اه ی گ   ی ها سلول   کشت   ن یی پا   بازده   و   کم   رشد   ، ی ک ی ژنت 

  و   ن یی مو   ی ها شه ی ر   کشت   بافت،   کشت   مختلف   فنون   ان ی م   در 

  ب ی ک تر نو   ی ها ن ی پروتئ   د ی تول   ی برا   ی ی بالا   ت ی قابل   از   جا به نا 

 . ( Hussain et al., 2022)   هستند   برخوردار 

  جز  ( Agrobacterium rhizogenes)   زوژنز ی را   وم ی اگروباکتر 

  ی گاه   و   ی ا دولپه   اهان ی گ   عموماً  و   بوده   ی منف   م گر   ی ها ی باکتر 

  ی ها شه ی ر   ل ی تشک   به  منجر  و  کند ی م   آلوده   را   ی ا لپه تک   اهان ی گ 

  ی ها سلول   . ( Christey and Braun, 2005)   شود ی م   ن یی مو 

  درون   در   Ri  د ی پلاسم   T-DNA  ی قطعه   حامل   ن یی مو   ی ها شه ی ر 

  ندی فرآ   در   ی متعدد   عوامل   . باشند ی م   خود   ی ا هسته   ژنوم 

  است.   ثر ؤ م   زوژنز ی را   وم ی کتر اگروبا   با   اهان ی گ   کردن   خت ی ترار 

  و  نوع   ، ی اه ی گ   ی زنمونه ی ر   سن   پ، ی ژنوت   شامل   عوامل   ن ی ا 

  . ( Chilton et al., 1982)   باشند ی م   کشت   ط ی مح   بات ی ترک 

  ط ی شرا   در   رشد   در   ی ر ی نظ ی ب   یی توانا   ن یی مو   ی ها شه ی ر 

  دارند.   را  ی اه ی گ  رشد  ی ها کننده م ی تنظ  اب ی غ   در  ی ا شه ی ش درون 

  یاه ی گ   ی ها ت ی متابول   د ی تول   ی برا   توان ی م   ی رشد   ی ژگ ی و   ن ی ا   از 

   . ( Giri and Narasu, 2000)   کرد   استفاده   ب ی نوترک   ن ی پروتئ   و 

های نا به جا نیز دارای کاربرد  های موئین، ریشههمانند ریشه

 ینودر  یعوامل   به  جابهنا  ی هاشهیر  لیتشک  .هستندمشابهی  

 ,.Pop et al)  دارد  یبستگ  هاهورمون  سطح  میتنظ  ژهیوبه

  ی مهم  نقش  لن یات  و  هانی اکس  ها،هورمون  انیم  در  .(2011

 Pop)  کنندیم  فایا  اهانیگ   اکثر  در  جابهنا   یهاشهیر  دیتول  در

et al., 2011; Rahmat and Kang, 2019). 

  ع ی سر   رشد   دهنده   نشان   جا به نا   ی ها شه ی ر   نه ی زم   در   ر ی اخ   مطالعات 

  و   تجمع   ل ی پتانس   و   ع ی سر   ر ی تکث   ها، ت ی متابول   دار ی پا   ی ور بهره   و 

 ,Carvalho and Curtis)   است   ه بود   فعال ست ی ز   بات ی ترک   د ی تول 

1998; Kevers et al., 1999; Sudha and Ravishankar, 

  ن یی مو   ی ها شه ی ر   مقابل   در   جا نابه   ی ها شه ی ر   از   استفاده   . ( 2002

  ی جانب   محصولات   و   ن ی اوپ   ه ی شب   ی ها سوبسترا   وجود   عدم   ل ی دل به 

  ی ها نه ی هز   کاهش   پستانداران،   ی ها ل سلو   ی برا   مضر   و 

  شده   ل ی تبد   تر من ی ا   و   تر ساده   روشی   عنوان به   ی ساز خالص 

  جا به نا   ی ها شه ی ر   ی شگاه ی آزما   ط ی شرا   در   کشت   رو، ن ی ا   از   است. 

  د ی تول   ی برا   ی استراتژ   ک ی   عنوان به   که   دارد   را   ل ی پتانس   ن ی ا 

  رد ی گ   قرار   استفاده   مورد   ع ی وس   اس ی مق   در   فعال ست ی ز   بات ی ترک 

 (Choi et al., 2000; Gaosheng and Jingming, 2012 ). 

  د ی پپت   ک ی   B1   (Dermaseptin B1, DrsB1 )  ن ی درماسپت 

  خانواده   به   متعلق   نه ی دآم ی اس   31  طول   به   ی ون ی کات   ی کروب ی ضدم 

  قورباغه   نوعی   ی پوست   ترشحات   از   که   ست ا   ن ی درماسپت 

 (Phylomedusa bicolor )   است   شده   ی جداساز   (Mor et al., 

1994; Mor and Nicolas, 1994; Khademi et al., 2019  .)

  همه   ن ی ب   در   را   ی کروب ی ضدم   قدرت   ن ی شتر ی ب   B1  ن ی درماسپت 

  ج ی نتا   . ( Yevtushenko and Misra, 2007)   دارد   ها ن ی درماسپت 

 در  B1  نیدرماسپت  یکروبیمضد  ت یفعال  سنجش  شیآزما

 ی دارا  دیپپت  نیا   که  است   داده  نشان  یشگاهیآزما  طیشرا

  ی هامارگریب  هیعل  گسترده  فیط  با  یکروبیمضد  اثرات

  . (Osusky et al., 2005)  است  یقارچ  و  ییای باکتر  مختلف

  امروز   به  تا  B1  نیدرماسپت  ب ینوترک  یهاد یپپت  نیب  از

  و   ی قارچ  یهامارگریب  هی عل   ی کروبیمضد  تیفعال  نیشتریب

 مشاهده  DrsB1-CBD Avr4  ب ینوترک   دیپپت  در  ییایباکتر 

 . ( Khademi et al., 2021)  است  شده
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 یهامارگر ی ب   به   مقاومت   ی مهندس  یرو   بر   ی متعدد   قات ی تحق 

 یها د ی پپت   کننده ان یب   ی هاژن   انتقال   ق یطر   از  ی اه یگ 

 است   گرفته   صورت   اهان یگ   در   B1نی درماسپت   ی کروب ی ضدم 

 (Osusky et al., 2005; Khademi et al., 2020 ) ،  حال  ن ی ا  با 

 نوترکیب  پروتئین   تولید   میزان   بررسی   به   که  ایمطالعه   تاکنون 

-DrsB1  ب ینوترک   د ی پپت   از  T1  نسل   خت ی ترار   اهان ی گ   در 

CBDAvr4   نشده  ده ی د  منابع   در   جا به نا   و   مویین   ریشه   در 

 ءالقا  و   دی تول   هدف   با  و   بار   ن ی اول   ی برا  مطالعه  ن ی ا  در   . است 

 جمله   از   ی مختلف   ی ها پارامتر   حضور   در   جا به نا   و   ن یی مو   شه ی ر 

 IBA)  و  NAA)   ها ن یاکس   یها هورمون   مختلف   ی ها غلظت 

 تودهست یز   د ی تول  و  یساز نه ی به  ن ی همچن  و  کشت   ط یمح   نوع  و 

 در   جا به نا   ی ها ¬ شه ی ر   در   مقدماتی   های آزمایش   اس ی مق   در 

-DrsB1  یژن   ی هاسامانه   یحاو   T1  نسل   خت ی ترار   اهان یگ 

CBD   گرفت.  قرار ی اب یارز  مورد 

   هاروش مواد

  ی هابذر:  T1  نسل   ختی ترار  ی هاربذ   کشت  و  یعفون ضد 

 DrsB1-CBDAvr4  یژن  سامانه  یحاو  T1  نسل  توتون

 یقاتیتحق  گروه  قبلی  پژوهش  حاصل  که  (الف-1  شکل)

  10  مدتبه  ،باشندمی  (Khademi et al., 2021)   حاضر

 م یسد  ت یپوکلر یه  میکرولیتر  300  یحاو  ندهیشو   در  قهیدق

 آب میکرولیتر   700و X 100 تونیتر میکرولیتر  6 ،درصد 5

  شستشو  لیاستر  آب  با  مرتبه  سه  سپس  و  یضدعفون  ،لیاستر

  MS  کشت   طیمح  یرو  بر  دارفاصله  صورتبه   هابذر  شدند.

(8 /5   =  pH)  ک ی وتیب یآنت  لیتر  بر  گرممیلی  50  ی حاو  

  ساعت  16  با  لوکس  1000  ینور  طیشرا  در  و  نیسیکاناما 

  درجه   24  ±  2  یدما  در  یکیتار   ساعت   8  و  یی روشنا

 شدند.  یدارنگه کشت   اتاق در گرادیسانت

  نسل   ختی ترار  اهانیگ  در  جا بهنا  یهاشه ی ر  القاء  و  د یتول

T1  بینوترک  د یپپت  یحاو  DrsB1-CBDAvr4  :منظور به  

  توتون   اهی گ   یبرگ   زنمونهیر  از  جابهنا  یهاشهیر  دیتول

-DrsB1  ب ینوترک   دیپپت  ی حاو  T1  نسل  خت یترار

CBDAvr4  ک ی   اندازهبه   زنمونهی ر   شد.   استفاده  ی اهفته   سه 

 ی ها غلظت   شامل   MS  ط یمح   در  و   شد   داده  برش   مترسانتی 

 و  ( گرم بر لیترمیلی  3a  :1و    1a  :0  ،2a  :5 /0)   NAA  مختلف 

IBA   (1b  :0  ،2b  :5 /0    3وb  :1  گرم بر لیتر میلی )   طیشرا   رد 

 هفته  سه  مدت به   گرادی سانت  درجه  25  یدما   و   یک ی تار 

 طرح  قالب   در  فاکتوریل   صورت به   آزمایش   شد.  یدار نگه 

 تعداد  یها صفت   و  شد   انجام  تکرار  سه  در   تصادفی   کاملاً 

 . د شدن   گیری اندازه  شه ی ر  طول   و  شه ی ر 

  وم ی اگروباکتر   با   T1  نسل   خت ی ترار   توتون   ی ک ی ژنت   زش ی ترار 

-DrsB1  خت ی ترار  اه ی گ   در   ن یی مو   شه ی ر   ی القا  جهت :  زوژنز ی را 

CBDAvr4 ،   شامل   زوژنز ی را   وم ی اگروباکتر   سویه   دو   از  

ATCC15834   و  A4   در   زوژنز ی را   ی ها ی باکتر   شد.   استفاده  

  ک ی وت ی ب ی آنت   از   لیتر   بر   گرم میلی   50  ی حاو   ع ی ما   LB  کشت   ط ی مح 

سانت   28  ی دما   در   ن ی س ی فامپ ی ر    با   کر ی ش   ی رو   بر   گراد ی درجه 

  . ند شد   داده   کشت   ساعت   48  مدت به   قه ی دق   در   دور   120  سرعت 

درجه   4  ی دما   در   0/ 4  با   برابر   OD  با   ی باکتر   ون ی سپانس سو 

  رسوب   و   شد   داده   رسوب   قه ی دق   در   دور   4000  با   و    گرادی سانت

  ون ی سوسپانس   ن ی ا   از   و   شده   حل   ی آرام   به   MS  ط ی مح   در   ی باکتر 

  سه   اهان ی گ   از   سترون   ی برگ   نمونه   شد.   استفاده   ح ی تلق   منظور به 

  ی متر سانتی   ک ی   ه اصل ف   به   عرض   در   ها برگ   شدند.   ه ی ته   ی ا هفته 

  ع ی ما  درون   به  سپس  ، ( Dashchi et al., 2021)  شدند  داده  برش 

  تکان   قه ی دق   10  تا   5  و   منتقل   زوژنز ی را   وم ی اگروباکتر   ی حاو   ح ی تلق 

  ، ی صاف   کاغذ   ی رو   بر   آلوده   ی ها برگ   آبگیری   از   پس   شدند.   داده 

  ک ی وت ی ب ی آنت   و   هورمون   بدون   MS  کشت   ط ی مح   ی رو   ها زنمونه ی ر 

  درجه   24  ±   2  ی دما   در   ی ک ی تار   ط ی شرا   در   روز   3  مدت به 

  ی حاو   ط ی مح   در   ها زنمونه ی ر   سپس   شدند.   داده   قرار   گراد ی سانت 

  1  ساکارز   ، درصد   5  گلوکز   ، درصد   1  )گلوکز   مختلف   کربن   منبع 

  و   ی باکتر   ی ها ه ی سو   از   ی ب ی ترک   با   ( درصد   3  ساکارز   و   درصد 

  10  و   5  های زمان مدت   با   A4  باکتری   سویه )   زمانی   های بازه 

  5 های زمان مدت   با  ATTC15834 باکتری   سویه  و   ح ی تلق   قه ی دق 

  در   ها تیمار   این   . ند شد   ی دار نگه   هفته   دو   مدت به   ( قه ی دق   10  و 

  سه  با   تصادفی   کاملًا  طرح   پایه  بر  فاکتوریل   صورت به   آزمایشی 

  از   بخش   این   در   شده   ی ر ی گ اندازه   صفات   . شدند   مقایسه   تکرار 

 . بود   شه ی ر   ن ی پروتئ   زان ی م   و   طول   ، تعداد   شامل   آزمایش 

  نسل   خت ی ترار   اهان ی گ   در   جا به نا   ی ها شه ی ر   توده ست ی ز   د ی تول 

T1   ب ی نوترک   د ی پپت   ی حاو  DrsB1-CBDAvr4  : د ی تول   ی برا  

  در   ( گرم   0/ 2)   متر سانتی   5  طول   به   جا به نا   ی ها شه ی ر   توده ست ی ز 
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  در   (  3a  :MS  و   1a  :MS  4 /1 ،  2a  :MS  2 /1)   MSیهاطیمح

  ع یما   و  آگار(  درصد  0/ 6)  جامد  کشت   صورتبه  طیمح

 در   NAA  هورمون  با  ،(: مایع 2b: جامد و  1b)  آگار(  )بدون

  ( گرم بر لیتر میلی   3c  :1و    1c  :0  ،2c  :5 /0)  مختلف  ی هاغلظت 

 صورتبه  آزمایش  .ندشد  داده  قرار  ماه  کی  مدت  یبرا

اجرا شد    تکرار  سه  با  تصادفی  کاملاً  طرح  پایه  بر  فاکتوریل

  ن یپروتئ  زانیم  همراهبه  خشک  و  تر  وزن  صفات  و

  ها، داده  لیوتحلهیتجز  و  یآمار   هاییبررس  .شد  گیریاندازه

  MSTATC  و  (9/ 1)نسخه    SAS  هایافزارنرم  از  استفاده  با

 . شد انجام

 

 
حاوی ژن    ΙΙ  : نئومایسین فسفوترانسفراز npt ΙΙ: پیشبر مانوپین سنتاز،  T1  .MAS Prpالف: سامانه ژنی بیان شده در گیاهان تراریخت  - 1شکل  

: توالی کدکننده دمین اتصال  CBDتوتون،    کلم گل   ک یی موزا : پیشبر  CaMV35S: خاتمه دهنده مانوپین سنتاز،  MAS-Terمقاومت به کانامایسین،  

  ب:   از؛ دهنده اکتوپین سنت : خاتمه B1  ،OSC: توالی کدکننده پپتید درماسپتین  DrsB1: سیگنال پپتید،  Avr4  ،SPبه کیتین پروتئین افکتور قارچ  

؛ د: ادغام ژن  rolCبا استفاده از آغازگرهای ژن    ن یی مو   ی ها شه ی ر   PCR  ز ی آنال   ج:   ؛ phyre2افزار  با استفاده از نرم   ب ی نوترک   ن ی پروتئ   ی بعد ساختار سه 

DrsB1    با استفاده آنالیزPCR    ازDNA   جا.  به های مویین و نا ژنومی استخراج شده در ریشهM  نشانگر :bp  100    وkb1  ،c  کنترل منفی )بدون :

DNA    ،)الگوAdventitious-wt جا حاصل از گیاه شاهد )گیاه توتون بدون سامانه ژنی(،  به : ریشه ناHairy root-P های مویین حاصل از  : ریشه

 جا تراریخت به : ریشه نا Adventitious root-23: ریشه مویین تراریخت،  Ri  ،Hairy root-12پلاسمید  

Figure 1. a: Schematic representation of genetic constructs expressed in T1 transgenic plants. MAS promoter: 

Mannopine synthase promoter, npt II: Neomycin phosphotransferase II, MAS Ter: Mannopine synthase 

terminator, CaMV35S (3x) Cauliflower mosaic virus 35S promoter, CBD: Chitin binding domain from Avr4 

effector protein, SP: Signal peptide, DrsB1: Dermaseptin B1 peptide, OSC: Octopine synthase terminator; b: The 

3D structure of recombinant protein predicated by phyre2 software; c: PCR analysis for hairy roots using the 

rolC gene (629 bp) specific primer; d: Stable integration of the DrsB1 gene (100 bp) was determined by PCR 

analysis of genomic DNA extracted from transformed adventitious and hairy roots. 
M: 100 bp and 1 Kb DNA Marker, C: negative control, Adventitious-WT: DNA from wild-type adventitious 

root (not transgenic), Hairy root-P: Hairy root derived from Ri plasmid, Hairy root-12: transgenic hairy root, 

Adventitious root-23: transgenic adventitious root. 
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  تأیید   منظوربه:  یختی ترار  تأیید  و  ی ژنوم  DNA  استخراج

  ، T1  نسل  در  B1  درماسپتین  نوترکیب  پپتید  ژن  حضور

DNA  به   جانابه  و  نییمو   یهاشه یر  هایکلون  از  یژنوم 

  تیفیک   و  ت یکم  نییتع  از  پس   و  شد  استخراج  CTAB  روش

DNA   ی اختصاص  آغازگر  از  استفاده  با  ر یتکث  شده،  استخراج  

 :B1   (DrsB1 F  نیدرماسپت  نوترکیب   دیپپت  کدکننده  ژن

GCTAAGGCTATGTGGAAGGATG  و  DrsB1 R: 

ATTGAGAAATAGTATCAGCAACA)  یرو  DNA  

  عنوان به  جابهنا  هایریشه  و  مویین  ریشه   های کلون  یژنوم

 قطعه  حضور  تأیید  منظوربه  همچنین   شد.  انجام  الگو  رشته

T-DNA  پلاسمید  Ri  ژن   آغازگر  از  مویین   هایریشه  در  

rolC  (rolC F: CTCCTGACATCAAAACTCGTC   و  

rolC R: TGCTTCGAGTTATGGGTACA)   برای  

 . شد استفاده  (PCR) پلیمراز ایزنجیره واکنش

 توسط  DrsB1-CBDAvr4  بینوترک  د یپپت   تیکم  نییتع

ELISA  :و   استون  روش   از  استفاده  با  نیپروتئ  استخراج  

  . (Stone and Gifford, 1997)  شد   انجام  (1997)  همکاران

  از   حاصل  نیکل  ستون   از   شده   استخراج  نیپروتئ   غلظت 

  ( Bradford, 1976)  همکاران  و  فورددبرا  روش  به  هاشهیر

 . شد یریگ اندازه

  ی هانیپروتئ  در  DrsB1-CBDAvr4  شده  ان یب  سطوح

  توسط   تازه  جابهنا  و  نی موئ  یهاشهیر  از  شده  استخراج

ELISA  شده   یگذاربرچسب   یبادیآنت  از  استفاده  با  میمستق  

(anti-His Sigma-Aldrich, product No. A7058 )  

  50  کل  نیپروتئ  از  تری کرولیم  50  حجم  .شد  یابیارز

  رن یاستایپل  صفحات  پوشش  یبرا  لیترمیلی  بر  میکروگرم

  گراد ی سانت  درجه   4  یدما  در  ت ی پل  .شد  استفاده   چاهک  96

  تر یکرولیم  200  با  بار  دو  سپس  و  شد  انکوبه  شب کی  مدتبه

PBS 0.05% Tween-20) PBS-T)  200  با  و  شد  شسته  

  درجه  4  یدما  در  PBS BSA (w/v)  درصد  2  تریکرولیم

 بافر   حذف   از  پس   .شد  مسدود  شب کی  مدتبه  گرادیسانت

  100  با   ت یپل  .شدند  شسته   هاچاهک  ،مسدودکننده

 anti-His-tagged  یبادیآنت  (1:1000)  شده  قیرق  میکرولیتر

  ساعت  2  مدتبه  درصد  BSA (w/v)  2  ی حاو  PBS-T  در

  100  حجم  . شد  شسته  ت ی پل  سپس  ،شد  انکوبه  اتاق   یدما  در

 پس  و  عیتوز  چاهک  هر  در  سوبسترا  محلول  از  میکرولیتر

  ها چاهک  به  توقف  محلول  میکرولیتر  100  رنگ،  جادیا  از

  در   چاهک  هر  (ینور  ی چگال)  جذب  زانیم  .شد  اضافه

-DrsB1  یمحتوا   و  خوانده   نانومتر  450  موجطول

CBDAvr4  خالص  محلول  نیپروتئ  از  یدرصد  عنوانبه-

 منظوربه  .شد  گزارش  نمونه  در  (درصد  TSP)  شده  ازیس

  ی مارهای ت  یآمار  سهیمقا  و   ن یپروتئ  انی ب  زان یم  سهیمقا

 .شد استفاده t-Student آزمون از مختلف

 بحث   و  جینتا 

  نه یآمدیاس  144  طول  به  DrsB1-CBDAvr4  ب ینوترک   دیپپت

  فلاوم   ومیکلادوسپور  قارچ  از  نیتیک   به  اتصال  نیدم  دارای

Cladosporium fulvum))   د یپپت  نیا  (. الف-1  شکل)   است 

  ی اهیگ   یهامارگریب  هیعل  یقو   یکروبیضدم  اثرات  یدارا

 Khademi et)  است  ایآلترنار  و  ومی فوزار  همچون  یقارچ

al., 2021) .  با   ب ینوترک   نیپروتئ  یبعدسه  ساختار  یبررس  

  چ یمارپ  متعدد  یهاساختار  وجود  دهنده  نشان  Phyre2  ابزار

 دیپپت  نیا  عملکرد  و  یداریپا  در  که  بود  بتا  صفحات  و  آلفا

  به   توجه  با  (.ب-1  شکل)  دارد  یمهم  نقش  ب ینوترک 

 ر یسا  به  نسبت   دیپپت  نیا   یبرتر  و  شده  ذکر  اتیخصوص

  ه ب  قیتحق  نیا   در  ،B1نیدرماسپت  خانواده   ب ی نوترک   یهادیپپت

  ی ها شهیر  در  ب ینوترک   ن یپروتئ  دیتول  سهیمقا  و  یبررس

 . شد پرداخته جابهنا و نییمو 

  ، استفاده  مورد  جابهنا  و  ن ییمو  یهاشهی ر  کل  مجموع  از

  د یپپت  تأیید  یبررس  یبرا  یژنوم  یDNA  شهیر  20  تعداد

  شد.   استخراج  ،شاهد  همراهبه  DrsB1-CBDAvr4  بینوترک 

  های آغازگر  از  استفاده  با   پلیمراز  ایزنجیره  واکنش  ابتدا

  از  مشخص  باند  وجود  که  شد  انجام  rolC  ژن  اختصاصی

 شدن  یخت رترا  از  حاکی  مویین   هایریشه  ژنوم  در  rolC  ژن

-DrsB1  ژنی  سامانه  حاوی  گیاهان  اول  نسل  هایریزنمونه

CBDAvr4  مرحله   در  سپس  .(ج-1  شکل )  نمود  تأیید  را  

  حضور   DrsB1  اختصاصی  آغازگر  با  PCR  آزمون  با  بعد

 ی باند  یانتخاب  یهاشهیر  در  .دیگرد  تأیید  یژن  سامانه

  که ی حال   در   شد،  ریتکث  نظر  مورد  باند  اندازهبه  bp100  اندازهبه
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  ی ها آغازگر   با   ی ا قطعه   چ ی ه   ( خت ی ترار ر ی غ )   شاهد   گیاه   ریشه   در 

   . ( د - 1  )شکل   نشد   ر ی تکث   ب ی نوترک   د ی پپت   ی اختصاص 

  ی ها داده   ( ج   و   ب   الف، - 2  )شکل   ها شه ی ر   ظهور   از   پس   هفته   سه 

  آزمون   از   بعد   جا نابه   ی ها شه ی ر   طول   و   شه ی ر   تعداد   زان ی م   از   حاصل 

  . گرفتند   قرار   ی آمار   ی ها ل ی وتحل ه ی تجز   مورد   ها داده   بودن   نرمال 

  آورده   1  جدول   در   ها داده   ن ی ا   انس ی وار   ه ی تجز   از   حاصل   ج ی نتا 

  که   داد   نشان   ها داده   انس ی وار   ه ی تجز   جدول   ج ی نتا   ی بررس   . اند شده 

  شه ی ر   تعداد   صفات   ی رو   بر   BA   ×NAA  هورمون   دوجانبه   اثرات 

   . داشتند   ( P ≤ 0.01)   داری ی معن   اثر   شه ی ر   طول   و 

داد  نشان   IBAو    NAA  دوگانه  متقابل   اثر  ن ی انگ ی م   سه ی مقا 

ر   زان ی م   ن ی شتر ی ب که   طول  و   ط ی مح   در جا  نابه   شه ی تعداد 

لیتر  میلی   1  ی هورمون   مار ی ت   با   ع ی ما  بر  در   NAAاز  گرم 

 دست ه ب   IBAاز هورمون    تر ی ل   بر   گرممیلی   5/0با    بی ترک

توان نتیجه گرفت که  بنابراین می ؛  ( ه   و   د   - 2  شکل آمد ) 

را   ر ی ث أ ت  نی شتر ی ب   نظر   مورد   سطوح   در   هورمون   دو   بی ترک

القای ریشه  نا در تولید و    و   د - 2  شکل ) شتند  جا دا به های 

 یر ی ث أ ت   IBAو    NAAبدون هورمون    ط ی مح   ن، ی همچن (.  ه 

 . نداشت   جا بهنا   ی ها شه ی ر   ی بر القا 

 

 

 
از گرم بر لیتر میلی   5/0  ی حاو   MS  ط ی مح   های مختلف مورد مطالعه. الف: در محیط   جابه نا   ی ها شهی ر   توسعه   - 2  شکل 

NAA :ط ی مح   ؛ ب  MS   از هر دو هورمون  گرم بر لیتر  میلی   0/ 5  ی حاوNAA    وIBA ی حاو   ط ی مح   ج:   ؛  MS   1  زان ی با م 

 ه: و    تعداد   ؛ د: IBAو    NAAهورمون  متقابل   اثر   ن ی انگ ی م  سه ی مقا  ، IBAاز  گرم بر لیتر  میلی  5/0و    NAAاز  گرم بر لیتر  میلی 

گرم بر میلی   3b  :1و   IBA   (1b  :0 ،2b  :5/0و    ( گرم بر لیتر میلی   3a  :1و    1a  :0  ،2a  :5/0)   NAAتیمارها  .  جا نابه  شه ی ر   طول 

ها نشان خطوط عمودی روی ستون   .نداشتند   داری معنی   اختلاف باهم    مشترک  حرف  یک   حداقل   با   های میانگین (.  لیتر 

 .معیار است  انحرافی  دهنده 
Figure 2. Development of adventitious roots in different media. a: MS medium supplemented with 0.5 mg/L 

NAA; b: MS medium supplemented with 0.5 mg/L of both NAA and IBA hormones; c: MS medium 

supplemented with 1 mg/L NAA and 0.5 mg/L IBA, Means comparison the of the interaction effect of NAA 

and IBA hormones on d: number and e: length of adventitious roots. NAA (a1: 0, a2: 0.5 and a3: 1) and IBA 

(b1: 0, b2: 0.5 and b3: 1) Treatment. Means with at least one common letter are not significantly different, the 

error bars indicate mean values ± SD. 
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 جا نابه یهاشه ی ر بر IBA و NAA یهاهورمون اثر انسیوار هیتجز -1 جدول
Table 1. Analysis of variance of the effects of NAA and IBA hormones on adventitious roots 

 مربعات  میانگین
MS ی آزاد  درجه  

D.F 

رات ییتغ منابع  

S.O.V شه ی ر طول 

Root length 
شه ی ر تعداد  

Number of roots 

1.29** 25.44** 2 
ک یاست دیاس نینفتال  

NAA 

1.18** 27.11** 2 
اسید  بوتیریک ایندول  

IBA 

0.39** 2.05** 4 

 ک یاست دیاس نینفتال ×

 اسید  بوتیریک ایندول

NAA × IBA 

0.013 0.07 18 
 خطا
Error 

17.02 7.20  
)درصد(  تغییرات ضریب  

CV (%) 
ns درصد 1 احتمال سطح در داریمعن ،داریمعنریغ  بیترت به:  ** و. 

ns and **: Non-sighnificant and sighnificant at 1% probability level, respectively. 
 

 خت ی ترار نییمو  شهیر یرو بر صفاتبرخی   انسیوار هیتجز -2 جدول
Table 2. Analysis of variance of some traits in transgenic hairy roots 

 مربعات  میانگین

MS رات ییتغ منابع  

S.O.V نیپروتئ  غلظت  
Protein 

concentration 

 شه ی ر طول

Length root 
شه ی ر تعداد  

Number root 

 ی آزاد  درجه

D.F 

14703.806** 0.94** 14.05** 3 
کربن  منبع  

Carbon source 

120181.806** 2.09** 70.05** 3 

ی باکتر  نژاد با تلقیح زمان بیترک  

Combination of inoculation time with 
bacterial strain 

1339.898** 0.11** 4.29** 9 

کربن منبع × یباکتر  نژاد با تلقیح زمان بیترک  

Combination of inoculation time with 
bacterial strain × Carbon source 

7.47 0.001 0.62 32 
 خطا

Error 

)درصد(  راتییتغ بی ضر  16.64 2.28 1.42  

CV (%) 
ns درصد 1 احتمال سطح در داریمعن دار،یمعنریغ  بیترت به:  ** و. 

ns and **: Non-sighnificant and sighnificant at 1% probability level, respectively. 

 

( و  درصد   1  و   درصد   3)   ساکارز   شامل   که   کربن   منبع   ب ی ترک 

 (   ی ها ه ی سو   ب ی ترک   با   همراه (  درصد   1  و   درصد   5گلوکز 

  ح ی تلق   ی ها با زمان   A4و    ATCC15834  زوژنز ی را   یوم اگروباکتر 

را    ی تفاوت بارز   ی صفت مورد بررس   سه   برای   قه ی دق   10و    5

)شکل   دادند  ب - 3نشان  و    ه ی تجز   از   حاصل   ج ی نتا (.  الف 

  ج ی نتا   ی بررس ارائه شده است.    2در جدول    ها داده   ن ی ا   انس ی وار 

  زمان   با   ه ی سو   ب ی ترک   که   داد   نشان   ها داده   انس ی وار   ه ی تجز   جدول 

و   یی کارا  ی رو  ی دار ی معن  اثر و درصد منبع کربن  نوع با  ح ی تلق 

تایج حاصل از مقایسه  ( داشتند. ن P ≤ 0.01)   ن ی ئ مو   شه ی ر   ی القا 

میانگین اثر متقابل دوگانه ترکیب نوع و درصد منبع کربن در  

با   تلقیح  باکتری و زمان  از آزمون چند  ترکیب سویه  استفاده 

  درصد بر روی صفت تعداد،   1ای دانکن در سطح احتمال  دامنه 

  بیشترین   (. 3)شکل    طول ریشه و میزان پروتئین کل انجام شد 

 درصد  3  با  هیپا  MS  کشت   طیمح  در  مویین  ریشه  طول
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 تلقیح  دقیقه  10  با  ATTC15834  سویه  با  که  ساکارز

 با  A4  سویه  در  مویین  شهیر  طول  نیکمتر  .شد  مشاهده

  با   MS  کشت   طیمح  در  ریزنمونه  تلقیح  قهیدق  5  زمانمدت

 (. د و ج-3)شکل آمد دست هب گلوکز مقدار حداقل

 تعداد  نیشتریب  که  داد  نشان  مطالعه  نیا  از  آمده  دست به  جینتا

  در  ATCC15834  یباکتر  هیسو   یبرا  نییمو   شهیر

  10/ 5  زانیم  به  درصد  3  ساکارز  با  هیپا  MS  کشت طیمح

  ن یهم  یبرا   که  بود  یحال  در  نیا  ،است   آمده  دست هب  عدد

  تعداد   ،درصد  1  گلوکز  ی برا  شده  ذکر  طیشرا  در  هیسو 

  مختلف   عوامل  اثر  یبررس  .بود  عدد  2  نییمو   شهیر   متوسط

  بیترک   از  که  داد  نشان  نییمو   یهاشهیر  دیتول  زانی م  بر  کشت 

  توان می  گلوکز  با  سهیمقا  در   MS  کشت   یها طیمح  با  ساکارز

  نوع   از  نظرصرف  .کرد  د یتول  یترشیب   نییمو   یهاشهیر

  ط ی مح  ب ی ترک   در  کربن   منبع  عنوان به  ساکارز  کشت،  طیمح

  د یتول  و  رشد  بر  یترمطلوب  اثر   گلوکز   به  نسبت  کشت

   .داشت  خت ی ترار نییمو  یهاشهیر  تودهست یز

  زمان   با   ه ی سو   ب ی ترک   که   داد   نشان   مطالعه   ن ی ا   از   حاصل   ج ی نتا 

  غلظت   ی رو   ( P ≤ 0.01)   ی دار ی معن   اثر   کربن   منبع   نوع   با 

  نشان   ن ی پروتئ   غلظت   ی بررس   ج ی نتا   ن ی همچن   . داشتند   ن ی پروتئ 

  با   درصد   3ساکارز   ی حاو   MS  ط ی مح   در   ن ی پروتئ   غلظت   دهنده 

یافت   ATCC15834  ه ی سو    نی کمتر   که ی حال   در   ؛ افزایش 

  گلوکز   درصد   1  ی حاو   MS  ط ی مح   در   ن ی پروتئ   غلظت 

 . ( 4  )شکل   شد   مشاهده   ی باکتر   ه ی سو   از   نظر صرف 

 از   بعد  جابهنا  یهاشهیر  خشک  و  تروزن  از  حاصل  یهاداده

  ی هالیوتحلهیتجز  مورد  (ب   و  الف-5  )شکل  ماه  کی

  ن یا  انسی وار  هیتجز  از  حاصل   ج ینتا  .گرفتند  قرار  یآمار

 جدول   جینتا  یبررس  .است   شده  ارائه  3  جدول  در  هاداده

  ط ی مح  نوع  دوگانه  اثرات  که   داد   نشان  ها داده  انسیوار  هیتجز

  هورمون   ×  بودن  ع یما  و  جامد  و  NAA  هورمون  ×  کشت

NAA  جامد   ×  طیمح  نوع  دوگانه  اثرات  و  تروزن  صفت   در 

 P)  داریمعنی   اختلاف  خشک  وزن  صفت   در  بودن  عیما  و

 . دادند نشان (0.01 ≥

 

 جا نابه یهاشهیراز  حاصل  تودهست یز  صفت  انسیوار هیتجز -3 جدول
Table 3. Analysis of variance of biomass trait of adventitious roots 

 ت مربعا نینگایم

MS ی آزاد  درجه  

D.F 
رات ییتغ منابع  

S.O.V کل  نیپروتئ  غلظت 
Protein concentration 

  خشک وزن
Dry weight 

 وزن تر 

Fresh weight 

5111.44** 0.08** 10.40** 2 
طیمح  

Media 

1134.37** 0.06** 4.22** 1 
عی ما و جامد  

Liquid and solid cultures 

35.37ns 0.02** 1.004** 2 
ع ی ما و جامد×  طیمح  

Media × liquid and solid culture 

2465.005** 0.02** 3.93** 2 
NAA  هورمون 

NAA 

686.63** 0.002ns 0.66** 4 
 NAA هورمون×  طیمح

Media × NAA 

14.042ns 0.008ns 0.31** 2 
 NAA هورمون × عی ما و جامد

Liquid and solid culture × NAA 

84.083** 0.003ns 0.06ns 4 
 NAA هورمون × عی ما و جامد ط×یمح

Media× liquid and solid culture × NAA 

13.62 0.003 0.15 36 
 خطا

Error 

4.6 24.18 29.74  
)درصد(  راتییتغ بی ضر  

CV (%) 
ns درصد 1 احتمال سطح در داریمعن دار،یمعنریغ  بیترت به:  ** و. 

ns and **: Non-sighnificant and sighnificant at 1% probability level, respectively. 
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؛  قه ی دق   10  ح ی زمان تلق   ATTCC15834  ی با باکتر   ح ی تلق   درصد   3با ساکارز    ط ی در مح   :الف   .در گیاهان تراریخت   ن یی مو   شه ی ر   ل ی تشک   - 3  شکل 
و    NAAغلظت    زان ی م   ط، ی اثرات متقابل نوع مح   ن ی انگ ی م   سه ی مقا   قه، ی دق   10  ح ی زمان تلق   ATTCC15834با    ح ی درصد تلق   5با گلوکز    ط ی مح   ب: 

درصد،    5: گلوکز  2aدرصد،    1: گلوکز  1aتیمارها شامل غلظت کربن ) ،  شه ی ر   طول   :د تعداد و    :؛ ج صفت   ی کشت رو   ط ی بودن مح   ع ی جامد و ما 
3a  4درصد و    1: ساکارزa 1تلقیح باکتری )   زمان مدت درصد( و ترکیب سویه با    3: ساکارزb  سویه باکتری :A4    2دقیقه،    5با تلقیحb  سویه باکتری :

A4    3دقیقه،    10با تلقیحb  سویه باکتری :ATTC    4دقیقه و    5با تلقیحb  :  سویه باکتریATTC    ک ی   حداقل   با   های ن ی انگ ی م  دقیقه(.   10با تلقیح  
 . معیار است   انحراف ی  ها نشان دهنده خطوط عمودی روی ستون   . نداشتند   داری ی معن   اختلاف باهم    مشترک   حرف 

Figure 3. Hairy root formation in transgenic plants. a: MS medium supplement with 3% sucrose inoculated with ATTCC15834 
bacterial inoculation time 10 minutes; b: MS medium supplement with 5% glucose inoculated with ATTCC15834 inoculation 
time 10 minutes, comparison of mean interactions of the medium, NAA concentration, solid and liquid of the culture medium 

on; c: Number and d. Root length on the trait. Treatments carbon source (a1: Glucose1%, a2: Glucose 5%, a3: sucroce 1% and a4: 
source 3%) and combation of incoulation time with bacteria strain (b1: A4 strain with 5 min incoulation, b2: A4 strain with 10 

min incoulation, b3: ATTC strain with 5 min incoulation and b4: ATTC strain with 10 min incoulation). Means with at least one 
common letter are not significantly different. Data represent mean value ± SD 

 

 
  مشترک   حرف   ک ی   حداقل   با   های ن ی انگ ی م ،  کل   ن ی پروتئ   غلظت   ی رو   بر   × منبع کربن   ی با نژاد باکتر   ط ی اثرات متقابل نوع مح   ن ی انگ ی م   سه ی مقا   - 4  شکل 
( و  درصد   3ساکارز   : 4aو    درصد   1ساکارز    : 3a،  درصد   5گلوکز    : 2a،  درصد   1گلوکز    : 1aتیمارها شامل غلظت کربن )   . نداشتند   داری ی معن   اختلاف   باهم 

با    ATTCسویه باکتری    : 3b،  دقیقه   10با تلقیح    A4سویه باکتری    : 2b،  دقیقه   5با تلقیح    A4سویه باکتری    : 1bتلقیح باکتری )   زمان مدت ترکیب سویه با  
 معیار است   انحراف ی  ها نشان دهنده خطوط عمودی روی ستون   دقیقه(.   10با تلقیح    ATTCسویه باکتری    : b4دقیقه و    5تلقیح  

Figure 4. Compare means of the interactions effect type of culture medium with bacterial strain × Carbon source on total 
protein concentration. Treatments carbon source (a1: Glucose 1%, a2: Glucose 5%, a3: sucroce 1% and a4: source 3%) and 

combation of incoulation time with bacteria strain (b1: A4 strain with 5 min incoulation, b2: A4 strain with 10 min 
incoulation, b3: ATTC strain with 5 min incoulation and b4: ATTC strain with 10 min incoulation). Means with at least 

one common letter are not significantly different. Error bars represent mean value ± SD. 
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  با   ع یما  MS  کشت   طیمح  در  تودهست یز  زانیم   نیشتریب

. آمد  دست هب  NAAهورمون    از  تریل  بر  گرممیلی  1  زانیم

 طیمح  در  خشک  و  تروزن  زانیم  نیکمتر  ن،یهمچن

  NAAهورمون    غلظت   از  یکمتر  زانیم  با  یها کشت 

  مار یت  نیب   که  شودیم  استنباط  نیچن  بالا  جی نتا  از.  شد  مشاهده

  NAA  هورمون  یبالا  نسبت   مطالعه،( مورد  دو    ج -5)شکل  

  کاهش   با   و  داشت   تودهست ی ز  زانیم  یرو   ییبالا  ریتأث  زین

  .افت ی  کاهشتبع  به  خشک  و  تروزن  زانیم  نسبت،   نیا

  ط، یگانه نوع محمتقابل سه  اثرهمچنین نتایج نشان داد که  

کل    نیپروتئ   زانیم  بر  NAAهورمون    زانیو م  عی جامد و ما

 .بود( P ≤ 0.01) داریمعن جابهنای هاشهیر

  ن ی پروتئ  سطح  از  یکم  ی هابرآورد  جهت   ELISA  زیآنال

DrsB1-CBDAvr4  حاصل   خت یترار  نییمو   یهاشهیر  در  

  ی هاشهیر و محلول کل ن یپروتئ غلظت  نیبالاتر با ماریت از

ترک   حاصل  خت یترار  نییمو  با    عیما  طیمح  یماریت  ب ی از 

م  MSسطح   و  لیتر  میلی  1هورمون    زان یکامل  بر  از  گرم 

 انجامکل محلول    نیپروتئ  غلظت   نیبالاتر  با  NAAهورمون  

  ی ها شهیر  ب ینوترک   نیپروتئ  ت یکم  نیهمچن(.  7  شکل)  شد

  محلول   کل  نیپروتئ  غلظت   نیکمتر  که  یهاماریبا ت  نیموئ

  مار یحاصل از ت  جابهنا  یها شهیر  ب ی نوترک   نیپروتئ   ت ی کم  با

MS  4 /1  هورمون    بدون  عیما  طیدر محNAA   ن یکمتر   با  

  سه، یمقا  ن یا  جیشدند. نتا  سه ی کل محلول مقا  ن یغلظت پروتئ

  ی هاچاهک  در  شده  یبارگذار  محلول  نیپروتئ   نهیبه  غلظت 

 DrsB1-CBDAvr4  نیپروتئ  سطوح  تر،لیکروی م  یهات یپل

  نشان   خت یترار  نیموئ  یها شهیر  در  TSP  درصد  4/ 44  را

  در   پروتئین  نیا  سطح  از (  درصد  3/ 11)  بالاتر  که  داد

 (. 7 شکل) بود جابهنا یهاشهیر

 ومی اگروباکتر  لهیوسبه  القاشده  نییمو   یهاشهیر  کشت   فن
  منظور به  ها،توهورمونیف  توسط   جابهنا  یهاشهیر  و  زوژنزیرا

  ی هانیپروتئ  دیتول  و  هی ثانو   یهات یمتابول  دیتول  شیافزا

  افته ی ی فراوان توسعه ریاخ یها دهه در اهان،یگ در بینوترک 

  هر   از  قبل  است   ازین  تودهستیز  شیافزا  یبرا   نیبنابرا  ؛است 

 .(Khademi et al., 2021)   کرد  یسازنه یبه  را  طی شرا  یکار

  کشت  ی سازنهی به  یبرا  یمتعدد  مطالعات  راستا  نیهم  در

 . است شده انجام جابهنا یهاشهیر و نییمو  یهاشهیر

  کشت  فن  از  استفاده  با  (2021)  همکاران  و  گزیرودر

  شتر یب  دیتول  یبرا  یسازنه ی به  یبررس  به  جابهنا  یهاشهیر

 نیا  در  .پرداختند  هیثانو   یها ت یمتابول  دیتول  شیافزا  و  شهیر

 ندولی ا  هورمون  زانیم  جمله  از  یمختلف  یهاماریت  مطالعه

  IBA  (،لیتر  بر  گرممیلی  1 /0-3 /0)  (IAA)  کیاست  دیاس

  بر   گرممیلی  NAA  (1-2 /0  و  (تر یل  بر  گرممیلی  0/ 0-1/ 3)

  استفاده   مورد  هاهورمون  از   یبی ترک   ای  منفرد  صورتبه  (لیتر

-ست یز  شیافزا  دهنده  نشان  مطالعه  نیا  جی نتا  .گرفت   قرار

  لیتر   بر  گرممیلی  0/ 5  غلظت   با   NAA  ی حاو  طی مح  در  توده

  روز   60  مدت  از  بعد  لیتر  بر   گرممیلی  0/ 3  زانیم  با  IBA  و

 داریپا  دیتول  از  یحاک   مطالعه  نیا  جی نتا  نیهمچن  آمد.  دست هب

  استفاده   با   سال  دو  یط  در  2H4MBت یمتابول  و   توده ست یز

 صنعت   در  مصارف  یبرا   جابهنا  یهاشهی ر  کشت   از

   .(Rodrigues et al., 2021)  بود عطر و هادهندهطعم 

 Helicteres)  سنا  برگ  ییدارو  اهیگ   یرو  بر  گرید  مطالعه  در

angustifolia L.)  به   جابهنا  یهاشهیر  فن  از  استفاده  با  

  به   نسبت   هات ی متابول  دیتول  شیافزا  و  تودهست یز  یسازنهیبه

شدپرداخت  یعیطب  یهاشهیر  از   یعوامل  مطالعه   نیا  در  .ه 

  درجه   30  و  28  ،26  ،24)  مختلف  یهادما  جمله

  0/ 4-0)  دیاس   کیاسکورب  زانیم  و  یکیتار  در  (گراد سانتی

  این مطالعه   جی نتا  گرفت.  قرار   ی بررس  مورد  (لیتر  بر  گرممیلی

  ی ها طیمح  در  جابهنا  یهاشهیر  دیتول  شیافزا  دهنده  نشان

  د ی اس   و   لیتر   بر   گرم میلی   3  غلظت   با   NAA  زان ی م   با   MS  ی حاو 

  درجه   28 ی دما  در  لیتر  بر   گرم میلی   0/ 4  غلظت  با  ک ی اسکورب 

  جا به نا   ی ها شه ی ر   تعداد   . بود   درصد   100  یی کارا   با   گراد ی سانت 

  ±   0/ 52  طول   با   15  ±   2  ی برگ   زنمونه ی ر   هر   در   اه ی گ   ن ی ا   در 

  به   نسبت   ت ی متابول   بات ی ترک   زان ی م   . آمد   دست ه ب   متر سانتی   1/ 7

  1/ 97  ±   0/ 09  ک ی گال   د ی اس   بات ی ترک   در   ی معمول   ی ها شه ی ر 

  ک ی کافئ   د ی اس   ، لیتر   بر   گرم میلی   0/ 17  کانکول   ، گرم   بر   گرم میلی 

  0/ 84  ±   0/ 02  ن ی کورست   و   لیتر   بر   گرم میلی   0/ 34  ±   0/ 01

 . ( Yang et al., 2019)   شد   مشاهده   لیتر   بر   گرم میلی 
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  ط یشرا   یسازنهیبه  جهت   یاگسترده  مطالعات  تاکنون

  است  گرفته  صورت  اهانیگ  در  نییمو   شهیر  رشد  کیتحر

  نسبت  به  جابهنا  یهاشهیر  به  مربوط  مطالعات  در  امر  نیا  که

  ریتأث  یبررس  به  ابتدا  مطالعه،  نیا  در  نیبنابرا  ؛است   بوده  کمتر

  ی هاغلظت   در  IBA  و  NAA  جمله   از  نیاکس  یهاهورمون

 شد.   پرداخته  جانابه  یهاشهیر  دیتول  و  القاء  جهت   مختلف

 تعداد   با  جانابه  شهیر  ءالقا  و  دیتول  شیافزا  دهنده  نشان  جینتا

 دهد یم  نشان  هاافتهی  نیا  .بود  متر سانتی  1/ 5  طول  و  شهیر  7

 در  یمؤثر  نقش  IBA  و  NAA  یهاهورمون  ب یترک   که

  ن یا  کاهش  و  دارد  هاآن  یفراوان  و  جابهنا  شهیر  کیتحر

 .است   شده  شهیر  د یتول  عدم  باعث   زانیم  نیکمتر  در  نسبت 

 Sivanesan and)  همکاران  و  ونسنیس   یهاافتهی  با   ما  جینتا

Jeong, 2009)   بر   نیاکس  یهاهورمون  کاربرد  با  رابطه  در  

  ی سرب  علف  اهیگ   بر  (عدد  19)  نییمو   شهیر  تعداد  شیافزا

(Plumbago zeylanica)  داشت  مطابقت . 

  ی مساو  ی ها غلظت  در   که  داد  نشان   مطالعه   ن ی ا   از  حاصل  ج ی نتا 

  مشاهده   ی شتر ی ب   کالوس   د ی تول   IBA  و   NAA  هورمون   دو   هر   از 

  دو   هر   از   لیتر   بر   گرم میلی   1  غلظت   در   که   ی صورت به   ؛ شد 

  بر   گرم میلی   0/ 5  زان ی م   با   غلظت   در   و   دتر ی سف   کالوس   هورمون 

  1  ی ها غلظت   در   ن ی همچن   . شد   مشاهده   ره ی ت   ی ها کالوس   لیتر 

  با  ی ها ط ی مح  در  ن ی همچن  و   NAA هورمون   از   لیتر  بر   گرم میلی 

  ها کالوس   از   اهچه ی گ   یی باززا   IBA  از   لیتر   بر   گرم میلی   0/ 5  زان ی م 

 . ( 8  )شکل   شد   مشاهده 

-ست ی ز  ی بررس  به   مطالعه   ن ی ا  در  ی گر ی د  ش ی آزما  در  ن ی همچن 

  MS)   مختلف   ی ها ط ی مح   در   جا به نا   ی ها شه ی ر   از   حاصل   توده 

4 /1 ،  MS  2 /1   و  MS )   ی ها غلظت   با   ع ی ما   و   جامد  

  قرار   ی بررس   مورد   لیتر(   بر   گرم میلی   1  و   0 ،  5 /0)   NAAهورمون 

  0/ 45  و   3/ 7  با   توده ست ی ز   زان ی م   ن ی شتر ی ب   مطالعه   ن ی ا   در   گرفت. 

  ی بالا   زان ی م   و   آمد   دست ه ب   ب ی ترت به   خشک   وزن   و   تر   وزن   گرم 

NAA   شه ی ر   رشد   ش ی افزا   با   توده ست ی ز   ی رو   ی دار ی معن   ی ر ی تأث  

  ط ی مح   مانند   عوامل   ر ی سا   کنار   در   NAA  زان ی م   ش ی افزا   . داشت 

MS   شد   شاهد   به   نسبت   ن یی مو   شه ی ر  طول  ش ی افزا   باعث   ع ی ما  

  کاهش   شه ی ر   طول   و   شه ی ر   تعداد   مواد   ن ی ا   غلظت   شدن   کم   با   و 

  در   شده   د ی تول   ب ی نوترک   ن ی پروتئ   زان ی م   ی بررس   ن ی همچن   . افت ی 

  غلظت که    داد   نشان   مختلف   ی ها کشت   ط ی مح   در   جا نابه   شه ی ر 

  اختلاف   NAA  ی بالا   زان ی م   با   ط ی مح   در   شده   د ی تول   ن ی پروتئ 

  فاقد   ی ها ط ی مح   در   شده   د ی تول   ن ی پروتئ   غلظت   با   ی دار ی معن 

  ی رو   ن ی اکس   ر ی تأث   که   رسد ی م   نظر   به   داشت.   NAA  هورمون 

  و   ها سلول   تعداد   ش ی افزا   و   ی سلول   م ی تقس   ش ی افزا   با   و   رشد 

  زان ی م   دار ی معن   ش ی افزا   بود،   ی سلول   ی ها توده   شتر ی ب   ل ی تشک 

 . است   بوده   ن ی ر ی سا   به   نسبت   شتر ی ب   ها مار ی ت   ن ی ا   در   ز ی ن   ن ی پروتئ 

  حال   در   یی دارو   اه ی گ   ک ی   ( Psoralea corylifolia)   ی بابچ   اه ی گ 

  ی برا   . است   ی ارزشمند   ی ها ت ی متابول   ی دارا   که   ؛ است   انقراض 

  القا  ی برا   ل ی پوکوت ی ه   زنمونه ی ر   از  پسورلا  ت ی متابول  د ی تول   ی بررس 

  د ی تول   زان ی م   و   شد   استفاده   جا نابه   و   ن یی مو   ی ها شه ی ر   د ی تول   و 

  ن ی ا   ج ی نتا   . گرفت   قرار   ی بررس   مورد   شه ی ر   دو   هر   در   پسورلا 

  حدود   در   ن یی مو   شه ی ر   در   پسورلا   زان ی م   که   دهد ی م   نشان   مطالعه 

  ی ها شه ی ر   از   شتر ی ب   مراتب به   خشک   وزن   گرم   بر   گرم میلی   3

 ن یپروتئ  سطوح  یبررس  به   زین  مطالعه   نیا  در  .بود  جانابه

  روش  از استفاده با جابهنا و نییمو  یهاشهیر در شده دیتول

ELISA  در   شده  دیتول  نیپروتئ  سطوح   که   شد  پرداخته  

  اما   ؛بود  جابهنا  یهاشهیر  از   شتریب  مراتب به  نییمو   یهاشهیر

  ن یاکس  هورمون   از   استفاده  مطالعه  نیا  در   توجهقابل  نکات  از

  ن یا  شیافزا  با  که  بود  ب ینوترک   نیپروتئ  دیتول  شیافزا  یبرا

  در   نیپروتئ  زانیم  و  رشد  روند  یرو  یمثبت  ریتأث  هورمون

 آمد. دست هب جانابه یهاشهیر

  کربن   منبع  ب یترک   جمله  از  یعوامل  مطالعه   نیا  در  نیهمچن

  با   ب ی ترک   هیسو   نوع  و  متفاوت(  درصد  با  گلوکز  و  )ساکارز

 مطالعه  مورد  نییمو   شهیر  القا  و  دیتول  یبرا  حیتلق  زمانمدت

  ی باکتر   ه یسو   و  اه ی گ   متقابل  اثر   به   توجه  با   گرفت.   قرار

  ن یا  در  نییمو   شهیر  یالقا  در  آن  یاساس  نقش  و  زوژنزیرا

  ی القا  یبررس  یبرا  A4  و  ATCC15834  هیسو  دو  از  قیتحق

  عملکرد   هرکدام  هاهیسو   نیا  که  شد  استفاده  نییمو   شهیر

  از   ATCC15834  هیسو   که   یطوربه  دادند.  نشان  یمتفاوت

  از   A4  هیسو   یول  بود  دارربرخو   اهیگ   نیا  در  ییبالا  ییکارا

 .داد نشان تریپایین کارایی نظر نیا
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جامد و    ط ی × مح   ط ی اثرات متقابل نوع مح   ن ی انگ ی م   سه ی مقا   :ب   ؛ ع ی ما   ط ی در مح   :الف   .در گیاهان تراریخت   جا به نا   ی ها شه ی ر   توسعه   - 5  شکل 

  تیمار   ، وزن تر و خشک   ی رو   NAAهورمون  مختلف    ی ها غلظت ×    ط ی اثرات متقابل نوع مح   ن ی انگ ی م   سه ی مقا   :د و    ج   ؛ وزن تر   ی رو   ع ی ما 
: جامد و  1b)بدون آگار( )   ع ی و ما درصد آگار(    0/ 6صورت کشت جامد ) به   ط ی در مح   ( 3a  :MS  و   1a  :MS  4 /1 ،  2a  :MS  2 /1)  MSی ها ط ی مح 

2b با هورمون    و   ( : مایعNAA   مختلف   ی ها با غلظت   (1c  :0  ،2c  :5 /0    3وc  :1   میلی )باهم    مشترک   حرف   ک ی   حداقل   با   های ن ی انگ ی م  . گرم بر لیتر
 .معیار است   انحراف ی  ها نشان دهنده خطوط عمودی روی ستون   . نداشتند   داری ی معن   اختلاف 

Figure 5. Development of adventitious roots in transgenic plants. a: in the liquid medium; b: Means Comparison of the 
effect of type of culture media × solid and liquid culture on fresh weight; c and d: Means Comparison of the effect of type 
of culture media supplement NAA on the fresh and dry weight. Treatment MS media (a1: ¼ MS, a2: ½ MS and a3: MS), 
type of media (b1: solid culture and b2: liquid culture), and NAA (c1: 0, c2: 0.5 and c3: 1 mg/L). Means with at least one 

common letter are not significantly different. Error bars represent mean value ± SD. 
 

 
  ن ی پروتئ غلظت    ی بر رو   NAAهورمون  مختلف    ی ها غلظت ×    بودن   ع ی ما   و   جامد ×    ط ی مح   نوع   متقابل   اثرات   ن ی انگ ی م   سه ی مقا   - 6  شکل 

در  (  3a  :MS  و   1a  :MS  4 /1 ،  2a  :MS  2 /1)   MSی ها ط ی مح   تیمار   . معیار است   انحراف ی  ها نشان دهنده خطوط عمودی روی ستون ،  کل 
  مختلف   ی ها با غلظت   NAAبا هورمون    و   ( : مایع 2b: جامد و  1b) )بدون آگار(    ع ی درصد آگار( و ما   0/ 6کشت جامد )   صورت به   ط ی مح 

 (1c  :0  ،2c  :5 /0    3وc  :1   میلی  .)نداشتند   داری ی معن   اختلاف   باهم   مشترک   حرف   ک ی   حداقل   با   های ن ی انگ ی م گرم بر لیتر . 
Figure 6. Means Comparison of the effect of media × solid and liquid culture × different concentrations of NAA hormone 

on total protein concentration. MS media (a1: ¼ MS, a2: ½ MS and a3: MS), type of medium (b1: solid culture and b2: 

liquid culture), and NAA (c1: 0, c2: 0.5 and c3: 1 mg/L). Means with at least one common letter are not significantly 

different error bars represent mean value ± SD. 
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  ب ی حاصل از ترک   ی ا جا سه هفته به و نا   ن ی موئ   ی ها شه ی در ر   DrsB1-CBDAvr4  ب ی نوترک   ن ی غلظت پروتئ   ELISA  ز ی آنال   ج ی نتا   - 7  شکل 
-DrsB1-CBD( نشان داده شده است.  % TPSکل محلول )   ن ی درصد پروتئ   صورت به کل    ن ی غلظت پروتئ   ن ی تر ن یی پا و    ن ی با بالاتر   ی مار ی ت 

HR18   وDrsB1-CBD-HR1 کل،    ن ی غلظت پروتئ   ن ی تر ن یی پا و    ن ی با بالاتر   ب ی ترت به   ن ی موئ   ی ها شه ی : رDrsB1-CBD-R18   وDrsB1-CBD-

R1 کل،    ن ی غلظت پروتئ   ن ی تر ن یی پا و    ن ی با بالاتر   ب ی ترت به جا  به نا   ی ها شه ی : رWT  : بارها نشان دهنده  خت ی ترار ر ی غ   جا به نا   شه ی ر .mean ± SE  
.  است   شده   گرفته   نظر   در   دار ی معن P≤ 0.05 مقدار    ، N=  3ها انجام شد،  اختلاف   ی دار ی معن   ل ی و تحل   ه ی تجز   ی برا   t-Studentsهستند. آزمون  

  ن ی تر ن یی پا   و (  DrsB1-CBD-HR18و    DrsB1-CBD-R18)   ن ی بالاتر   با   جا به نا   ی ها شه ی ر   و   ن ی موئ   ی ها شه ی ر   در   شده   ان ی ب   ن ی پروتئ   ت ی کم 
 (DrsB1-CBD-R1    وDrsB1-CBD-HR1 غلظت پروتئ ) شدند   سه ی مقا   جداگانه   صورت به کل    ن ی . 

Figure 7. The results of ELISA analysis of the highest and lowest total protein concentration of DrsB1-CBDAvr4 

recombinant protein expressed in three-week-old hairy and adventitious roots are shown as the percentage of total 

soluble protein (TPS%). DrsB1-CBD-HR18 , DrsB1-CBD-HR1: Hairy roots with the highest and lowest total 

protein concentrations, respectively, DrsB1-CBD-R18, DrsB1-CBD-R1: Adventitious roots with the highest and 

lowest total protein concentrations, respectively, WT: Non-transgenic adventitious root. Error bars represent mean 

± SE. The Student's t test was performed to analyze the significance of differences, N = 3, the value of P≤0.05 is 

considered as significant. The amount of protein expressed in hairy roots and adventitious roots were compared 

separately with the highest (DrsB1-CBD-HR18 and DrsB1-CBD-R18) and lowest (DrsB1-CBD-HR1 and DrsB1-

CBD-R1) total protein concentrations. 

 

 
  ب:   ؛ IBAو    NAAاز    گرم بر لیتر میلی   1  ی حاو   ط ی در مح   الف:   های نابه جا. در تشکیل ریشه   IBAو    NAAهای  اثرات هورمون   - 8  شکل 

  ی حاو   ط ی مح   در   سفت   و   ره ی ت   ی ها کالوس   د ی تول   ج:   ؛ IBAو    NAAاز  گرم بر لیتر  میلی   1ی حاو   MS  ط ی در مح   د ی سف   ی ها کالوس   ل ی تشک 

 IBA.از  گرم بر لیتر  میلی   0/ 5  ی حاو   ط ی در مح   اهچه ی گ   یی باززا   د:   ؛ NAAاز هورمون  گرم بر لیتر  میلی   0/ 5
Figure 8. Effects of exogenous NAA and IBA on Adventitious root formation. a: in medium supplemented with 1 

mg/L of NAA and IBA; b: Formation of white calli in MS medium supplemented with 1 mg/L of NAA and IBA; c: 

Production of dark and hard calli in MS medium supplemented with 0.5 mg/L of NAA hormone; d: plant 

regeneration in media supplemented with 0.5 mg/L of IBA. 
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  در   نییمو   یهاشهیر  کیتحر  یبررس  منظوربه  مطالعه  کی  در

 Haworthia)  بنگ  اهی گ  از  مختلف   یهاگونه  نیب

arachnoidea) جمله  از زوژنزیرا یباکتر مختلف هیسو  اثر  

LBA9402،  A4 ،  ATCC15834،  2659  مورد   1724  و  

 زانیم  نیبالاتر  که  داد  نشان  آن  نتایج  که  گرفت   قرار  ارزیابی

  درصد  نیکمتر  و   ATCC15834  هیسو   در  نییمو   شهیر  دیتول

  ه یسو   کی  انتخاب  نیبنابرا  ؛آمد  دست به  A4  هیسو   یبرا

  تواند یم  و  است   وابسته  اهیگ  گونه  به  زوژنزیرا  ومیاگروباکتر 

 باشد  داشته   نییمو  یهاشهی ر  القا  و  دیتول  یرو  یمطلوب  ریثأت

(Akramian et al., 2008).  کربن   منبع  از  استفاده   نیهمچن  

 کنار  در  درصد  5  و  درصد  1  با  گلوکز  و  ساکارز  متفاوت

  از   حاصل  جی تان  که  گرفت   قرار  یبررس  مورد  یباکتر  هیسو 

  گلوکز   ی حاو  طیمح  در  رشد  که  دهدیم  نشان  مطالعه  نیا

 ترکم  درصد  3  ساکارز  طی مح  با   سه یمقا  در  یداریمعن  طوربه

  نسبت  ATCC15834  هیسو   با   درصد  3  ساکارز  بیترک  .بود

  تعداد   دیتول  در  A4  هیسو   با  درصد  1  گلوکز  یحاو   طیمح  به

  ساکارز   ت ی ارجح  داشت.  یترمطلوب  اثر  شهیر  طول  و

 ممکن شهیر تعداد در کربن  منبع عنوانبه گلوکز به نسبت 

  ر یشبپ  باشد.  rolC  یشبرپ  میتنظ  در  ساکارز  نقش  لیدلبه  است 

rolC  پرموتر  و  ساکارز  توسط  rolB  توسط  IAA  یم  میتنظ-

  و   rolC  ریشبپ  میتنظ  باعث   رشد  طیمح  ساکارز  نیمأت  .وندش

  و   نییمو   شهی ر  استقرار  و   ل یتشک  ء القا  کیتحر  آن  تبعبه

 Ziemienowicz et)  شودیم  تودهست یز  زانیم  در  شیافزا

al., 2008).   

 ن یا  از  کی  هر  در  رییتغ  که  دهدیم  نشان  مطالعه  نیا  جینتا

  و   نییمو   شهیر  رشد  در  تواندیم  کشت   طی مح  باتیترک 

  مؤثر   دیتول  بازده  و  تودهست یز  شیافزا   ،جانابه  یهاشهیر

 عنوان به  توانیم  جابهنا  یهاشهیر  از  نیهمچن  .باشد

  استفاده   ییدارو  ب ینوترک  یهانیپروتئ  دیتول  در  هاوراکتوریب

  شه ی ر   دیتول  و  القاء  سهیمقا  به  یعلم  منبع  چیه  در  تاکنون  .کرد

  د ی تول   ی بررس   منظور به   خت ی ترار   اهان ی گ   در   جا نابه   و   ن یی مو 

  نشده   پرداخته   ب ی نوترک   ن ی پروتئ   ان ی ب   ی بررس   و   توده ست ی ز 

 .است   پرداخته   موضوع   ن ی ا   به   بار   ن ی اول   ی برا   ق ی تحق   ن ی ا   و   است 

 ی سپاسگزار

  درون   پژوهشی   طرح  محل  از  تحقیق   این  اجرای  یهانهیهز

 . است  شده نیتأم  توسط دانشگاه لرستان دانشگاهی
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Abstract 
Hairy and adventitious roots are efficient systems for expressing recombinant proteins. In the present 

study, the amount of DrsB1-CBDAvr4 recombinant protein in hairy and adventitious root systems was 

compared. To this end, the effect of different factors on the optimization of culture conditions to obtain 

adventitious and hairy roots was evaluated in three separate experiments by assessment of biomass 

production in T1 transgenic plants expressing DrsB1-CBDAvr4 recombinant protein. The efficacy of 

Agrobacterium rhizogenesis in producing hairy roots was ensured using rolC gene specific primers. The 

insertion of DrsB1-CBDAvr4 recombinant peptide transgene in the genome of hairy and adventitious 

roots was confirmed by PCR analysis. Also, the level of DrsB1-CBDAvr4 protein was measured in hairy 

and adventitious roots by ELISA analysis. Analysis of the variance of data showed that the highest 

number of roots and the longest roots were obtained in MS media supplemented with 1 mg/L NAA and 

0.5 mg/L IBA. The results of adventitious root biomass showed that liquid MS medium containing 1 

mg/L of NAA hormone had a significant effect (P <0.01) on biomass production. More biomass was 

obtained in MS medium supplemented with 1mg/L NAA, whereas a lower fresh and dry weight was 

obtained in a 1/4 MS medium with no NAA. The results also showed that ATCC15834 strain with MS 

media supplemented with 3% sucrose, 10 minutes inoculation time was high efficiency to induce hairy 

roots in tobacco plants. The results of ELISA analysis showed that clones obtained from both roots 

showed a significant difference in terms of total protein content. The amount of recombinant protein 

from hairy roots was much higher than that of adventitious roots. 

Keywords: Recombinant peptides, Growth regulator, Hairy root, Adventitious root, Biomass 
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