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  چكيده
بـات ياز ترك يسـيب زمينـي، غنـ يهفرا از خـانواديا سـومنيـتانيگياه دارويي كاكَنج با نام علمي و

 اسـكوالنبيان مضـاعف ژن  .باشديدها) ميتانولي(و يدياستروئ يهار لاكتونينظ يارزشمند ييايميتوشيف
 شيتركيبات استروئيدي از جمله ويتانوليدها با هدف افـزا يوسنتزير بيمس يديبه عنوان عامل كلنتاز يس

باشـد. در تحقيـق هاي جنس ويتانيا بسيار مـورد توجـه ميتوليد اين تركيبات در منابع گياهي بويژه گونه
زايي و نژاد حامـل وم مولد ريشهيروباكتراگ يترانسفورم شده با نژاد وحش( ي مويينهرو دو لاين ريشهپيش

 آ تحـت تيمـار انگيزنـدهاز نظر ميزان توليد تركيـب ضـد سـرطان ويتـافرين )SQS(ژن اسكوالن سينتاز 
زيسـتي ي سلولي قارچ انـدوفيت جـدا شـده از درخـت سـرخدار) و غيرهاي زيستي (ديواره (اليسيتور)

 500بـه ميـزان آ بيشترين ميزان توليد ويتافرينكادميوم) با يكديگر مقايسه شدند. كلريد مس ، سولفات (
كـادميوم و كلريـد يسيتور زيستي و غير زيستي (بدست آمد كه دو ال هنگامي(ميكروگرم بر وزن خشك) 

 يتين پژوهش بـا توجـه بـه اسـتعداد متـابوليج اينتا كار برده شد.يتور قارچي) همزمان با يكديگر بهاليس
 يبـردارد و بهرهيـدها، امكان بهبود رانـدمان توليتانوليد ويوسنتز و توليباه در ين گيخت ايترار يهاشهير

 .كندين گونه را فراهم ميخت ايترار ينهييمو يهاشهياز ر يتجار

  اليسيتور، كشت ريشه مويينه، آويتافرين زميني،كاكَنج، خانواده سيب :كلمات كليدي
  

  مقدمه
مـورد مطالعـه در  يهان گونـهيتـراز مهم يكـيفرا بدليل مقدار فراوان ويتانوليدهاي موجود در آن، يا سومنيتانيو 
 يدياسـتروئ يهادها و لاكتونيا، آلكالوئيتانيو يهاشهير ييايميوشيو ب يبات اصليباشد. تركيسيب زميني، م يخانواده

د يندوزيتوئين سيد و چنديتانولينوع و 40د، ينوع آلكالوئ12شوند. تا كنون، يم يگذاردها ناميتانولياست، كه در كلاس و
اه اسـتخراج شـده و ين گيباشد) از ايم 27ت كربن شماره يك مولكول قند در موقعي يدارا يديتانوليد، ويندوزيتوئي(س

به حضور دو نوع از  ا مربوطيتانيو يكيفارماكولوژ يهاتي. اكثر فعال)Mirjalili et al., 2009( استمورد مطالعه قرار گرفته
 يدها، شواهديتانوليو يبر رو يكير، مطالعات فارماكولوژياخ يهاباشد. در ساليم يد ديتانوليآ و ونيتافريدها، ويتانوليو

انـد. ايـن تركيبـات را فـراهم كرده يو محافظـت از دسـتگاه عصـب يريـ، ضد پيدال بر خواص ضد سرطان، ضد باكتر
گـزارش شـده اسـت.  يسـتم اعصـاب مركـزيو س يقلبـ يهـايماريز، بيغدد درون ر ين اثرات مثبت آن بر رويهمچن

 يسـرطان يهاها، شـامل سـلولاز سـرطان يعيوسـ يشناخته شده، در مقابل محدوده يدهايتانولياز و يكيآ، نيتافريو
 (Mondal et al., 2010; Ryeong and singh, 2013)باشديه، پوست و روده بزرگ، تخمدان و تيروئيد مؤثر مينه، كليس

اه يـدها از گيـتانوليد ويـتول يبرا ياقات گستردهي، تحقياه، در مطالعات خارجين گيا يژهيو ييت داروي. با توجه به اهم
 ,.Bandyopadhyay et al)نـه انجـام گرفتـه اسـت ييمو هايشـهيرستم يط كشت بافت و سيفرا و در شرايا سومنيتانيو
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ي حامـل ژن هيخـت ايجـاد شـده از سـويي ترارنهييي موشهيستم كشت رين بار سياول يق حاضر، برايدر تحق. (2007
آ تحـت اه ويتانيا سومنيفرا، به منظور بررسي تغييرات و ارزيابي توليد تركيـب بـا ارزش ويتـافرينينتاز در گياسكوالن س

هـاي هـاي تراريخـت بـا لاينلاين تيمار با اليسيتورهاي زيستي و غير زيستي قرار گرفته است و توليد ايـن تركيـب در
 ايي مورد مقايسه و ارزيابي قرار گرفته است.شيشهي وحشي ايجاد شده در شرايط درونسويه

 
 هامواد و روش

 يهااهچـهيفرا حاصـل از گيا سـومنيـتانياه ويـبرگـي گ يهانمونههاي مويينه بر روي القاي ريشهدر اين پژوهش 
نـژاد  و(A4) وم مولـد ريشـه زايـيياگروبـاكتر ينژاد وحشبه اين منظور  انجام گرفت. ياشهيط درون شيل در شراياستر

همـراه بـا نشـانگر مقاومـت بـه  (SQS) نتازيد داراي ژن اسكوالن سـيپلاسم يآر آ يوم مولد گال طوقه حاوياگروباكتر
هاي پس از ظهـور ريشـه. شد استفاده (Kribii, 1997; Van Larebeke, 1974) يآيبين كلون شده در ناقل پيسيكاناما

كشت  طيمح يحاود يط كشت جديمح يها بر روشهيكوتاه، ر يرشد، به تناوب و به فواصل زمان يدورهدر طول مويينه 
MS Murashige and Skoog, 1962)(  بـيـوتيب يآنت هورمون به همراهبدون) بـار) 15ش از يك واكشـت داده شـدند .

DNA شـات يآزما يرشـد كـافي بـر روي پليـت، اسـتخراج و بـرا يمشـاهدهنه پس از ييمو يهاشهير يهاكل از كلون
هـر كـدام از  ييشناسا يبرا PCR واكنشهاي تراريخت با استفاده از هويت ژنتيكي لاينتاييد د. ياستفاده گرد يمولكول

س از واكـنش پـ SQS و ژن Ags ، ژن RolCيهـاژن يبـرا ياختصاص يترانسفورم شده انجام گرفت. آغازگرها يهاژن
بـه منظـور مطالعـه ادامـه در كنند. يجفت باز توليد م 195و  347، 534هاي به اندازه DNA ب قطعاتياتصال، به ترت

درصـد،  3مه غلظت به همراه ساكارز ين MSط يون از محيط سوسپانسيدر مح هاريشه ها و بهينه سازي آن رشد يالگو
قـه يدور در دق 100كر با سرعت يون درون شيسوسپانس يهااستفاده شد. كشت ياي واكشت دوهفتهو دوره 8/5اِچ  يپ

بـا توجـه . )Praveen and Murthy, 2012; Praveen and Murthy, 2010(درجه قرار داده شدند  25در تاريكي و دماي 
ي تراريخـت و سـويه ي وحشيسويه يي مويينهها، تنها از دولاين ريشههاي حاصل از بررسي الگوي رشد ريشهبه داده

بـر اسـاس آزمايشـات  د.فاده گرديـشده، به دليل توان توليدي بيومس بالايي كه داشتند، براي آزمايش اليسـيتور اسـت
 3سـاكاريد قـارچيو پلي 2كـادميومكلريـد ، 1پيشين انجام شده اليسيتورهاي منتخب براي انگيزش شامل؛ سـولفات مـس

كادميوم مورد استفاده ابتدا وزن شده و كلريد . سولفات مس و )Sivanandhan et al., 2014Baldi et al., 2008;( بودند
حل شدند. به دليل حساسيت اين دو ماده به دمـا، بـراي اسـتريل كـردن، زيـر هـود  4سپس در آب مقطر دوبار استريل

ي پلي ساكاريد قارچي، قطعات قارچ مورد ميكرون براي استريل كردن، عبور داده شدند. براي تهيه22/0لامينار از فيلتر 
 21نتقل شده و بـه مـدت م MSنظر در محيط جامد پي دي ايِ كشت شدند و بعد از رشد به محيط مايع نيمه غلظت 

ي سـانتي گـراد قـرار داده درجـه 25±2اِم در شرايط تاريكي و دماي آرپي 80محيط و بر روي شيكر با دور روز در اين 
هاي قارچ با استفاده از دستگاه فريزدراير در دمـاي منفـي قارچ رشد كرده با استفاده از صافي جدا و هيف يتوده شدند.

قارچي نيز جهت تيمار طبق مقاله يونـگ و  يشد و بعد در ازت مايع پودر گرديد و عصاره درجه  تحت خلاء خشك 40
با استفاده از اليسيتورهاي ذكر شده، ريشـه تيمارهاي انگيزش  اعمالپس از  گرديد. استخراج )Li and Tao, 2009(ون 

هاي پودر شده بـا كمـك متـانول خـالص و نمونهخشك و عصاره گيري آ، به منظور تعيين ميزان ويتافرينهاي مويينه 
 استفاده شد. 5بالابراي آناليز، از دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي  .دستگاه سونيك انجام گرفت

  
 

                                                 
1 CuSO4.5H2O 
2 CdCl2.2 ½H2O 
3 Stemphylium sedicola 
4 SDDW(sterile double-distilled water) 
5 High liquid choromatography 
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  نتايج و بحث
ساعت در معرض اليسـيتور قـرار  48از  پس بيومستغييرات  ،تراريختي هاي مويينهاعمال اليسيتورها بر ريشها ب

گيري و ثبـت هاي تيمار شده در هـواي آزاد انـدازهاز قرار دادن ريشه ها پسريشهها ثبت شد. وزن خشك گرفتن ريشه
بعد از اعمال اليسيتيشن بـر  باشند.مي )1(نمودارطبق  هاي تراريخت حامل ژن،براي ريشه گرديد. اين تغييرات بيومس

ره شده، تزريق شدند. نتايج ه اِچ پي اِل سي كاليبها در سه تكرار به دستگاي متانولي اين ريشههاي مويينه، عصارهريشه
ي وحشـي كـاربرد ي سـويههاي مويينـهي مويينـه نشـان داد كـه؛ در ريشـههاي ريشـهحاصل از اِچ پي اِل سي نمونـه

نسـبت بـه شـاهد  آيي كه تغييرات ميزان ويتـافريناآ توليدي نداشته، به گونهاليسيتورها تأثير زيادي بر ميزان ويتافرين
كلريـد آ هنگامي مشاهده شـد كـه بيشترين تأثير بر تغيير ويتافرينجهي نداشتند، با اين حال تفاوت مشخص و قابل تو

مس به عنوان سولفات آ زماني بدست آمد كه ها اضافه گرديد، و كمترين ميزان ويتافرينكادميوم به محيط كشت ريشه
كادميوم بيشترين تأثير بر كلريد مد. بعد از توليدي حتي از شاهد هم كمتر بدست آ اليسيتور استفاده گرديد و ويتافرين

). در 2مس) داشت (نمـودارسولفات ي همزمان اليسيتورهاي زيستي و غير زيستي (قارچ + توليد اين تركيب را استفاده
ي تراريخت نتـايج متفـاوت و هاي مويينهآ از طريق ريشهصورتي كه تأثير اليسيتورهاي مورد استفاده بر توليد ويتافرين

آ هاي بدست آمده از اين آزمون، بيشترين ميزان تأثير بر توليد ويتـافرينطبق داده). 3الب توجهي را ارائه داد (نمودارج
كادميوم) با يكـديگر بكـار كلريد هاي تراريخت، زماني بدست آمد كه دو اليسيتور زيستي(قارچ) و غير زيستي (در ريشه

هاي مويينه آ از طريق ريشهبيشترين ميزان توليد ويتافرين از وزن خشك)، (ميكروگرم بر گرم 500برده شد. اين ميزان 
ايـن اسـتراتژي تحت تأثير اليسيتورها بود. كمترين ميزان توليد اين تركيب در اثر كاربرد اليسيتور قارچي بدست آمـد. 

اي حامل ژن اسـكوآلن سـينتاز ههاي مويينه شكل ريشه، بويژه در لاينآ نسبت به شاهد در لاينباعث افزايش ويتافرين
هـاي ها و حتي گيـاه مـادري، ايـن لايننسبت به ديگر لاين SQSعلاوه بر بالاتر بودن شاخص رشد نژاد حامل ژن شد. 

شود بتوان بـا باشد. اين مزيت باعث ميآ ميتراريخت داراي پتانسيل توليد بالاتري نيز براي تركيب ضدسرطان ويتافرين
هاي مورد بحث را چندين برابر ي مختلفي مانند بكارگيري اليسيتورهاي مختلف توان توليد اين لاينهاكاربرد استراتژي

دها، يـتانوليد ويـوسـنتز و تولياه در بيـن گيـخت ايترار يهاشهير يتين پژوهش با توجه به استعداد متابوليج ايكرد. نتا
 كند.ين گونه را فراهم ميخت ايي ترارنهييمو يهاشهياز ر يتجار يبردارد و بهرهيامكان بهبود راندمان تول

  
: كلريد كادميوم S2، : شاهدS1بعد از تيمار با اليسيتورها ( SQS L14 هاي: تغييرات بيومس بر اساس وزن خشك ريشه1نمودار
،S3 ، سولفات مس :S4 ،اليسيتور قارچي  :S5 ، اليسيتور قارچي و كلريد كادميوم :S6 سولفات مس) و: اليسيتور قارچي  
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: A2: شاهد، A1( سيتورهاي زيستي و غير زيستيوحشي تحت تأثير اليهاي سويهآ در ريشه: تغييرات ميزان ويتافرين2نمودار

يسيتور قارچي و : الA6: اليسيتور قارچي و كلريد كادميوم ، A5:  اليسيتور قارچي، A4: سولفات مس ، A3كلريد كادميوم ،
  سولفات مس)

  

  
: S2: شاهد، S1ي تراريخت تحت تأثير اليسيتورهاي زيستي و غير زيستي (هاي سويهآ در ريشه: تغييرات ميزان ويتافرين3نمودار

يسيتور قارچي و : الS6: اليسيتور قارچي و كلريد كادميوم ، S5: اليسيتور قارچي، S4: سولفات مس ، S3كلريد كادميوم ، 
  سولفات مس)
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Abstract 

Kakang with scientific name of Withania somnifera (L.) Dunal (Solanaceae) is a medicinal 
plant rich in valuable phytochemical compounds such as steroidal lactones (withanolids). 
Overexpression of squalene synthase gene as a key component of isoprenoids biosynthesis pathway 
could be of significant importance in order to enhance the total withanolids of withania. In this 
study, two lines of the hairy roots established W. somnifera which are increased by two strain of 
Agrobacterium tumefaciens C58C1 (pRiA4) and (pBIs SQS1) infection has been used. In this 
inquiry, concurrent impact of two types (biotic and abiotic) of elicitors on the production of WFA 
was studied. The elicitors include: copper sulfate II, cadmium chloride and fungal (Stemphylium 
sedicola isolated as an endophytic-taxol producing fungus from Taxus baccata) cell extract. 
Maximum production of WFA (500 µg/DW) was observed when cadmium chloride with Taxus sp. 
endophyte fungal cell extract added to medium. This strategy caused a significant increase in the 
WFA compared to control. The results can be used in mass culture and control system for 
producing this precious compound. 
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