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چکیده
فیتوشیمیاییترکیباتازغنیباشد و میSolanaceaeخانوادةازگیاهی دارویی Withania somniferaعلمینامباکاکَنج
شدهگزارشها آنازتوجهیقابلفارماکولوژیکیاثراتامروزهکهاست) استروئیديهايلاکتون(ویتانولیدهانظیرارزشمندي

ژنمضاعفبیانگیاه است که اثرات ضد سرطانی آن ثابت شده است. مترین ویتانولیدهاي موجود در این از مهAویتافرین . است
,Squalene synthase)سینتازاسکوالن sqs)و ویتانولیدهاجملهازاستروئیديترکیباتبیوسنتزيمسیردرکلیديعاملعنوانبه

تحقیقدر. باشدمیتوجهموردبسیارویتانیاجنسهايگونهبویژهگیاهیمنابعدرترکیباتاینتولیدافزایشهدفباAویتافرین 
Arabidopsisگیاهازسینتازاسکوالنآنزیمکنندةکدsqsژنگیاه دارویی کاکَنج حاويتراریخت هاي مویینۀریشهرو،پیش

thalianaس35پروموتورکنترلتحتومقدار تولید نظر شاخص رشد و از ي گیاههاي نابجابا ریشهکلمموزاییکویروسا
سیگموئید رشدالگويازمطالعهموردهايریشهکه دادنشاننتایج. اندگرفتهمورد مطالعه قرارکشت، ةطی یک دورAویتافرین

-اي نابجا میهریشهبرابر 2کشت هاي تراریخت در هفتۀ پنجم ازنشان داد که شاخص رشد ریشههمچنین نتایج . هستندبرخوردار

در Aگیري مقدار ویتافرین اندازهروز بدست آمد. 30و18هاي تراریخت و نابجا به ترتیب برابر شدن وزن تر ریشهباشد. زمان دو
بیشتر در Aبرابر ویتافرین 8حاوي ،خشک)رم مادةم/گروگرمیک19/1(هاي تراریختهاي مورد مطالعه نشان داد که ریشهریشه

تواند براي تولید این ترکیب دارویی نتایج این تحقیق میباشد.میخشک) رم مادةم/گروگرمیک146/0(هاي نابجا مقایسه با ریشه
هاي انبوه و کنترل شده مورد استفاده قرار گیرد.ارزشمند در سیستم کشت

Aنابجا، ویتافرین ریشۀمویینه، ویتانیا، کاکَنج، خانوادة سیب زمینی، ضد سرطان، ریشۀکلمات کلیدي:

مقدمه

آشواگاندها، هاي ا نام. که بباشدمی)سولاناسهسیب زمینی (را یک گیاه دارویی مهم از خانوادةمنیفوگیاه دارویی ویتانیا س
وآویشک،کاکهکاکنَج،محلیهاينامبهاین گیاه در ایران .)Singh et al., 2015(شود آسگاندها، یا جینسینگ هندي نامیده می

هاي پزشکی آیورودا و بومی براي در واقع این گیاه، یک گیاه مهم در سیستم.)1383(مظفریان، شودمیشناختهپردهپشتعروسک
حضور تعداد زیادي از دلیلهاي اخیر توجه زیادي را بهبدین ترتیب در سال.)Winters, 2006(سال بوده است3000بیش از 
آلکالوئید، 12در حال حاضر،شوند، دریافت کرده است.که به عنوان ویتانولیدها شناخته میهاي استروئیدي ها و آلکالوئیدلاکتون

Baldi(می باشدAنولید اصلی در این گیاه ویتافرین. ویتاویتانولید و چندین سیتوایندوزاید از این گیاه جدا و مطالعه شده است35

et al., 2008(.این ماده به عنوان ضد التهاب)Al-Hindawi et al., 1992( ،ضد تومورDevi et al., 1992) (و)Wadhwa et al.,

شود. در حال حاضر شناخته می)Kulkarni et al., 1998(د تشنجضو)Bhattacharya et al., 1997(آنتی اکسیدانت، )2013
طبیعی،منبعازکمعملکرد.آیندهاي گیاه بدست میها و برگراج با حلال از ریشهویتانولیدها به صورت تجاري از طریق استخ

غیرشیمیاییسنتزوبرداشت،وکاشتبین) سال5-4(انتظارطولانیدورةناهماهنگی در محتوا،فیتوشیمیایی،وژنوتیپیتغییرات
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برايتجارياندازچشمافزایشمنظوربه.)Baldi et al., 2008(باشدمیصنعتیویتانولید تولیددرعمدههايمحدودیت،اقتصادي
Banerjee et(مناسب باشدجایگزینانتخابتواند یکمیگیاههاي مویینۀو ریشهسلولی هاي کنترل شدةویتانولیدها، کشتتولید

al., 1994(.ریشهمولداگروباکتریومتوسطگیاهیهايسلولنمودنتراریختطریقازمویینههايریشه)گرمباکترينوعیک
وارينگهدسهولتکشت،دورةطولدرژنتیکیپایداري،پاییننبرشدابردونماز،سریعشدر. شوندمیتشکیل) خاکزيمنفی

تولیدايبریمیداومهممنبعیبهراهاآنکهستایاییامزجملهازیینهمويیشههاردرشیمیاییتترکیباازطیفیسنتزناییاتو
دةستفااباگیاهیشیمیاییتترکیباتولیدايبريشمندارزنابعمیینهمويیشههار.ستادهنمولتبدیشمندارزثانویهيمتابولیتها

مولداگروباکتریومازدهستفاابايمیزآموفقیترطوبهییدارونگیاهاازريبسیا. میباشندییانیغذودفزاویشیآرا،ییدارو
ننشارا) میباشدییداروارزشدارايکه(ثانویهمتابولیتازبالایینسبتاًتولیده،شدلقاایینۀمويیشههاروهشدیختهارتر،ریشه

رابالاتريمقادیرحتیونمایندمیتقلیدراطبیعیهايریشهدرفعالوبیوشیمیاییهايمکانیسمتراریختهمویینۀهايریشه. نداهداد
محسوبارزشباداروییهايمتابولیتتولیدمیزانبردنبالامنظوربهتحقیقاتانجامجهتقدرتمندابزاريبنابراین. دهندمینشان

این. استشدهیخصوصهايشرکتتوجهجلبباعثهامتابولیتتولیدبرايمویینههايریشهسیستمبالايپتانسیل. شوندمی
سلسلۀزیرزمینیمنابعبهدستیابیمنظوربهمویینههايریشهازهابیوتکنولوژیستنزدیکآیندهدرتااستمهمیشاخصموضوع
به عنوان یک ترکیب Aویتافرین در تحقیق پیش رو، شاخص رشد و توانایی تولید ).1387حسنلو،(نمایندپیدادستگیاهی

هاي نابجا و تراریخت گیاه کاکَنج مورد ارزیابی قرار گرفته است.توسط ریشهارزش دارویی با

هامواد و روش

داراي ژن اسکوالن سینتاز نژاد اگروباکتریوم حاوي آر آي پلاسمیدالقا شده بوسیله يهاي مویینۀریشهمواد گیاهی:-2-1
در که هر دو،در شرایط درون شیشه اییکاکنجهاي گیاه از برگهاي نابجا حاصل و ریشههمراه با نشانگر مقاومت به کانامایسین

براي این آزمایش محسوب خواهد شد.مبه عنوان مواد گیاهی لاز، شدندمینگهداريMSجامدمه غلظت محیط کشت نی

پلیت اساس مشاهدةهاي پررشد برمویینه براي انتخاب لاینهاي ریشۀغربالگري مقدماتی کلونگیري شاخص رشد: اندازه- 2-2
گرم از هر 5/0مقدار، هاي برتر ریشه بدین ترتیب انجام گرفت کهو تولید بیومس براي غربالگري و انتخاب لاینرشد . ظرفیت ها انجام گرفت

براي شاخص رشد. کشت داده شددرصد آگار8با ، MSنیمه غلظتلاین ریشه و با فنوتیپ مویینه شکل به عنوان اینوکلوم روي محیط
.محاسبه گردیداولیهن به وزن اینوکلومآي وزن تازه و تعیین نسبت با محاسبههفته4از هاي مورد مطالعه بعدلاین

گرم وزن 1(پودر شدهخشک و به خوبیهاهمه ي ریشه:ل سیچ پی اابوسیلۀAاستخراج و آنالیز ویتافرین -2-3
ها براي . نمونهدقیقه استخراج شدند30به مدت )sonication(تحت شرایط فراصوتمیلی لیتر1با حلال متانول به میزان وخشک)

میلی لیتر 5هاي باقی مانده دوباره در ، پس ماندهگراد در دسیکاتورخلاء نگهداري شدنددرجه سانتی60هفته در دماي 1مدت 
اچ پی ِال سیمیکرو براي آنالیز 22/0رویی سپس با فیلتر . مایع سانتریفیوژ شدند8000دقیقه با دور15متانول حل شدند و به مدت 

.براي آنالیز استفاده شدKnauerاز دستگاه اچ پی ال سی مدل . فیلتر شد

نتایج و بحث

هاي تراریخت سرعت رشد بالاتري هاي رشدي، ریشهبا توجه به منحنیباشد. الگوي رشد ریشه ها به صورت سیگموئیدي می
هاي تراریخت نتایج نشان داد که شاخص رشد ریشهباشد، ها نیز بالاتر میاند و شاخص رشد این ریشههاي نابجا داشتهنسبت به ریشه

روز 30و 18هاي تراریخت و نابجا به ترتیب تر ریشهبرابر شدن وزنباشد. زمان دوهاي نابجا میبرابر ریشه2در هفته پنجم ازکشت 
رم مادةم/گرگرومیک19/1هاي تراریخت (هاي مورد مطالعه نشان داد که ریشهدر ریشهAویتافرین گیري مقداربدست آمد. اندازه
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Abstract

Withania somnifera (L.) Dunal belongs to the Solanaceae family and is enriched in a group of
valuable compounds as steroidal lactones called withanolides which their remarkable pharmacological
properties have been reported. Withaferin A (WFA) is an important withanolides which has been
isolated from the plant with proven anticancer activity. Squalene synthase gene (sqs) expression as a
key factor in the biosynthesis of withanolides as withaferin A to increase of these compounds has been
highly considered in Withania species. In the present study, hairy transformed roots (HTRs) of W.
somnifera containing sqs gene encoding squalene synthase from Arabidopsis thaliana under the
control of the CaMV35S promoter were compared with the hairy adventitious roots (HARs) of the
plant for their growth index and WFA content during a period culture. Both studied roots showed
sigmoid pattern. The results showed that the GI of HTRs after five week of culture was 2-fold more
than HARs. The doubling time of HTRs and HARs biomass was 18 and 30 day. Quantitative
evaluation of WFA in the studied roots showed that HTRs (1/19µg/g dry weight) contain 8-fold WFA
more than HARs (0/146µg/g dry weight). These findings can be used for the production of WFA as a
valuable medicinal compound through controlled and scaling up cultures.

Keywords: Withania sp., Kakanj, Solanaceae, Anticasncer, Hairy root, Adventitous root, Withaferin
A


