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Abstractچکیده
جهت ایجاد کشتAgrobacterium rhizogenesاستفاده از 

به ثانویههايتمتابولیتولیدافزایشي برامناسب روشی، ینئموهاي ریشه
مختلفگیاهیهايهگوندرin vitroروش خصوص ترکیبات دارویی به

دلیل داشتن بسیار سریع بوده و بهرشددارايموئینهریشهاي سیستم. باشدمی
ها در هاي کشنده فراوان و همچنین میزان بیشتر سنتز متابولیتانشعابات و تار

ازبیشتریاومشابه، داراي ظرفیت بیوسنتزي )تودهزیست(بیوماس هر واحد 
هاي در این تحقیق ریشه. هستندثانویهي هاتـمتابولیی براي طبیعاي هریشه

درون روزه8هاي آمده از گیاهچهدستاي بههاي لپهموئین در ریزنمونه
روش به15834و A4 ،A13هاي کاسنی توسط سویهايشیشه

اسید در میزان ترکیبات فنولی کل و کلروژنیک. شدالقاءنسیونی سوسپا
گیري اندازه) شاهد(هاي غیرتراریخته هاي ریشه موئین رشد یافته و ریشهکلون

هاي بررسی اسید در تمامی کلونحاکی از عدم تولید کلروژنیکنتایج . شد
توسط شدهاءالقهاي دار میزان ترکیبات فنولی کل در کلونافزایش معنی،شده

القاء توسط سویهو کاهش این ترکیبات در اثر A13و A4هاي ویهس
هاي ثیر چشمگیر سویهأکننده تیدأینتایج این مطالعه ت.باشدمی15834

که با به نحوي،باشددر تولید ترکیبات فنولی میاگروباکتریوم رایزوژنز
موئینهاي ریشه کشتتوان تولید این ترکیبات را در انتخاب سویه مناسب می

.افزایش داد

هاي کشت، ترکیبات فنولی کل، اگروباکتریوم رایزوژنز: هاي کلیديواژه
اسیدریشه موئین، کلروژنیک

Using Agrobacterium rhizogenes to induce hairy
root cultures is a useful method to increase the
production of secondary metabolites especially
medicinal compounds in vitro in various plant species.
Hairy root cultures are fast growing and highly
branching and due to the higher amount of metabolites
synthesized per unit of biomass, possess the same or
greater biosynthetic potential for secondary metabolite
production compared to the normal roots. In this
research the amounts of total phenolics and chlorogenic
acid were determined in hairy root clones induced in
cotyledonary leaves of Cichorium intybus by A4, A13
and 15834 strains of A. rhizogenes, as well as in the
control (untransformed) roots. The results obtained
indicated that the absence of chlorogenic acid in all the
studied clones led to a significant increase in total
phenolics in hairy root clones induced by A4 and A13
but a significant decrease in the 15834-induced hairy
root. This study revealed the role of bacterial strains in
biosynthesis of phenolic compounds, and therefore,
selection and application of the best strain of A.
rhizogenes could be regarded as an important strategy
for increasing phenolic compounds production in hairy
root cultures of C. intybus.
Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Chlorogenic
acid, Hairy root cultures, Total phenolics.
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مقدمه
Cichorium intubysکاسنی با نام علمی L. یکی از

به علت کهباشد میAsteraceaeمهمترین گیاهان خانواده
دارابودن ترکیبات دارویی فراوان در ریشه و برگ، در طب 

اي آن در زش علوفهدلیل ارسنتی و مدرن و همچنین به
Bais)زراعت کاربرد زیادي دارد  et al., کاسنی . (2001

زیرا این گیاه شود محسوب میارزشی گیاه بسیار با اي، علوفه
Kemp)به شرایط نامساعد طبیعی مانند خشکی et al.,

دلیل به(ها و آفات، حاصلخیزي پایین خاك و بیماري(2002
بسیار مقاوم  است) هاها در برگآلکالوئیدد ویاسوجود کافئیک

(Ge. دلیل عملکرد بالا و بهاین گیاههمچنین (2006
ها و ماکیان مورد استفاده قرار پایابودن آن براي مصرف دام

. گیردمی
ین درئهاي موریشهالقاءدر A. rhizogenesتوانایی 

مطالعه، سیستم مناسبی را جهت از گیاهان میزبانايگستره
دستهسهولت ب. هاي ثانویه فراهم آورده استمتابولیتتولید 

ترکیبات مداومین و قابلیت سنتزئهاي موآوردن ریشه
عنوان منبع تولید هها بآنبرتريسبب ،شیمیایی مختلف

هاي ریشهطور معمولبه.هاي ثانویه گردیده استمتابولیت
هاي شده در ریشهین قادر به تولید همان ترکیبات شناختهئمو

شده غلظت مشاهدهکمترین کاهشی نسبت به گیاه والد بدون
باشندهاي سوسپانسیون سلولی یا کالوس میدر کشت

(Vivanco et al., که تولید این حقیقت . (2002
تر بوده زیادیافته هاي تمایزدر بافته معمولاًهاي ثانویمتابولیت

، باشدیبیشتري برخوردار مثباتنیز از و از لحاظ ژنتیکی
براي استفاده از جایگزینتکنیکی را به ین ئهاي موریشه
هاي هاي سوسپانسیون سلولی جهت تولید متابولیتکشت
ین در مطالعهئهاي موپتانسیل ریشه. تبدیل کرده استثانویه

هاي تحقیقاتی فعال گیاهی توسط گروهترکیبات زیست
قابلیت ین ئموریشههايکشت. متعددي تأیید گردیده است

ها، استیلنترپنوئیدها، پلی، نیکوتین،تولید آلکالوئیدهاي تروپانی
Vivanco)اندها و غیره را نیز نشان دادهشیکونین،ها تیوفن

et al., 2002).
ي اي از موادگستردهدامنهترکیبات فنولی در برگیرنده

آروماتیکی حامل یک استخلاف يکه داراي حلقههستند
از چنین ترکیباتی زیادي که تعداد ی بوده و درحالیهیدروکسیل

هستندگیاهیاءها داراي منشدر جانوران موجودند، اغلب آن
(Brielmann et al., هاي گیاهی لوفنتمامی پلی.(1999

شیکیمات و از طریق مسیر آلانین، آنزیمتوسط فنیل
Brielmann)گردندتولید میاسیدشیکیمیک et al.,

که ترکیبات فنولی بسیار سودمند بوده و گزارش شده. (1999
هاي قلبیحفاظت در مقابل بیماريها واکسیدانعنوان آنتیبه
Crozier)کنند ها عمل میعروقی و برخی سرطانـ  et al.,

ناشی از تجزیهکنندههمچنین این ترکیبات ممانعت. (2006
هاي آزاد لپیري اجزاي سلولی بوده و قادر به مهار رادیکا

Crozier)باشندمخرب می et al., 2006).
اي دارند را هاي غیرفلاونوئیدي که ارزش تغذیهفنول

سینامیکفنولیک، ترانساسیدهايتوان در سه دستهمی
هاي کافئیک، فرولیک و اسید. ها قرار دادها و استیلبناسید

. ها هستنداسیدکوماریک از جمله ترانس سینامیک
O-5و 4-3اسید مانند اسید و کافئیکهاي کوینیککانجوگه

.شوندها یافت میاسید در سبزیجات و میوهکافئویل کوینیک
اسید اسید، کلروژنیککافئویل کوینیک- O-5به ترکیب 

)CGA (شود گفته می(Crozier et al., این . (2006
اکسیدانی،هاي آنتیترکیب بسیار ارزشمند، داراي فعالیت

روماتیسمی و ویروسی، ضدباکتریایی، ضدموتاژنی، ضدضد
کنندگی فشارخون، بري، تنظیمدرد، تبدهنداثرات تسکین

تشنج است دهندهکنندگی دستگاه گوارشی و کاهشضدعفونی
(Mares et al., 2005; David et al., 2006) .

ثیر این ماده در کنترل و درمان آلرژي، تورم، آسم، أهمچنین ت
وBایـدز، یرقان، ورم مفاصل، اسهال، سرطـان سینه، هپاتیت 

.Kim and Yang)به اثبـات رسیده استدیابت نوع دوم 

2001; Lepelley et al., 2007; Marques and
Farah, 2009; Wang et al., 2009; Yang et al.,

هاي ید علاوه بر پزشکی داراي کاربرداسکلروژنیک. (2005
این با وجود فواید متعدد. باشداي در صنایع نیز میگسترده

Farah andنیز توسطکمی ماده، اثرات جانبی و سمیت 

Donangelo(2006)گزارش شده است.
گیاهان اسید شامل عصارهمنابع تجاري رایج کلروژنیک

Lonicera japonica ،Eucommia ulmoides ،
Nicotiana tabacum وCichorium intybus است

Chen)قیمت هستند منابع محدود و گراننکه ای et al.,

علت تولید تجاري محدود و ارزش دارویی این به. (2001
منظور افزایش هاي بیوتکنولوژي بهماده، استفاده از روش

ق تشویگیاهانواسید در محصولات غذایی میزان کلروژنیک
Niggeweg)شده است et al., با توجه به ارزش . (2004

خصوص اي بالاي ترکیبات فنولی و بهدارویی و تغذیه
هاي ریشهاسید و از طرفی اهمیت استفاده از کشتکلروژنیک

ثیر چشمگیر أهاي ثانویه و تموئین جهت تولید متابولیت
ها بر کمیت و کیفیت تولید گر این کشتالقاءهاي سویه

کیبات ثانویه، در این مطالعه توانایی تولید ترکیبات فنولی تر
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آمده دستهبموئینهاي ریشهاسید در کشتویژه کلروژنیکبه
در گیاه دارویی اگروباکتریوم رایزوژنزهاي مختلف از سویه

.کاسنی مورد بررسی قرار گرفت

هامواد و روش
مواد گیاهی

Cichorium intybus(بذر کاسنی  L. ( از شرکت
بذرهاي کاسنی پس از . پاکان بذر اصفهان تهیه شد

% 5وایتکسمدت یک دقیقه وبه% 70الکل شدن بااستریل
روي ،مقطر استریلبا آبشستشو بار سهدقیقه و30مدت به

Murashige)محیط کشت  and Skoog. 1962) MS

.جامد قرار گرفتند
موئینهايالقاء ریشه

و A4 ،A13هاي کشتی از سویهدر این تحقیق جهت هم
منظور تهیهبه. استفاده شداگروباکتریوم رایزوژنز15834

صورت جداگانه در هاي باکتري بهسوسپانسیون تلقیح، سویه
ر دگرم میلی50حاوي LBمایع محیط کشتلیترمیلی40

دلیل ، بهA13به استثناي سویه (ین سبیوتیک ریفامپلیتر آنتی
بر روي C˚27در دماي ) بیوتیکحساسیت این سویه به آنتی

. داده شدندکشت ساعت 24مدت بهrpm180شیکر 
و C˚4در دماي 5/0برابر با ODسوسپانسیون باکتري با 

20دور در دقیقه رسوب داده شد و رسوب باکتري در 4500
حاوي 7/5حدود pHغلظت با مایع نیمMSلیتر محیط میلی
میکرومولار استوسیرینگون به آرامی حل شده و از این 100

اي هاي لپهریزنمونه. منظور تلقیح استفاده شدسوسپانسیون به
ي کاسنی در اشیشهدرونروزه8هاي آمده از گیاهچهدستبه

ور شده و پس از دقیقه غوطه2مدت سوسپانسیون تلقیح به
ی استریل روي محیط کشت شدن روي کاغذ صافخشک

pH7/5آگار و % 8/0درصد ساکارز و 3حاوي MSگیاهی 
هاي گیاهی در هاي حاوي ریزنمونهدیشپتري. کشت گردیدند

انکوبه C˚2±25ساعت و در دماي 48مدت تاریکی، به
. شدند

هازدایی از ریزنمونهباکتري
ساعت از زمان تلقیح، زمانی که 48پس از گذشت 

ها زدایی از کشتکافی رشد نمودند، باکتريها به اندازهباکتري
بیوتیک سفوتاکسیمآنتیگرم در لیتر میلی500توسط غلظت 

. انجام شد
موئینهاي ریشهتثبیت کشت

هاي در حال موئین، ریشههاي ریشهتثبیت کشتمنظور به

از متر رسیدند،سانتی5-10که به طول حدود هنگامی رشد 
حاوي لیتري میلی100هاي و به ارلنها جدا گشته ریزنمونه

pHساکارز با % 3حاوي مایعMSکشت لیتر محیطمیلی10

درجه 25دماي و منتقل شده و در شرایط تاریکی7/5حدود 
دور در دقیقه90روي شیکر چرخشی با سرعت گرادسانتی

ها از محیط پس از گذشت یک ماه ریشه. شدندنگهداري
مقطر در آون در کشت خارج شده و پس از شستشو با آب

. تا رسیدن به وزن ثابت نگهداري شدندC˚40دماي
گیري ترکیبات فنولی مورد شده براي اندازههاي خشککلون

.استفاده قرار گرفتند
هاي شاهد و موئین ژنومی از ریشهDNAاستخراج 

کاسنی
DNAهاي معمولی و موئین کاسنی با ژنومی از ریشه

شده در بر طبق روش ذکرDNA1استفاده از کیت استخراج 
ژنومی از طریق انجام DNAاستخراج . کیت استخراج شد

و خلوص یید گردیدتأ% 1وفورز افقی بر روي ژل آگارز الکتر
.ه دستگاه اسپکتروفتومتر تعیین گردیدوسیلهآن ب

PCRآزمون 

هاي موئین آزمون یید ماهیت تراریختگی ریشهبراي تأ
PCRهاي اختصاصی ژن با کمک آغازگرrolB و به روش

Dehghanشده توسط ارائه et al., . انجام گرفت(2012)
هاي رفت و برگشت مورد استفاده براي تکثیر توالی پرایمر

:صورت زیر بودبهrolBاي از ژن قطعه
رفتآغازگر 

5'GCTCTTGCAGTGCTAGATTT 3'
شتآغازگر برگ

3'5' GAAGGTGCAAGCTACCTCTC
حجم با PCRواکنش این قطعه با استفاده از تکثیر 

مواد لازم .هر مخلوط واکنش انجام شدبراي μl20نهایی 
و در ه با یکدیگر مخلوط شد1براي انجام واکنش طبق جدول

هاي از کلونشده استخراجژنومی DNAمیکرولیتر 2نهایت
براي نمونه. دبه هر مخلوط واکنش افزوده شموئینریشه

گیاه و ) معمولی(خته تراریهاي غیرریشهDNAشاهد منفی، 
.Aبت، یک کلنی از کشت جامد و تازهشاهد مثبراي نمونه

rhizogenesعنوان بهDNA ژنومی به مخلوط اضافه
. اجرا شد2شده در جدول ذکرPCRسپس برنامه . گشت

از PCRوسیله بهDNAباند حاصل از تکثیر براي مشاهده
.روش الکتروفورز افقی استفاده شد

1. Qiagene, DNeasy Plant Mini Kit, Germany
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μl20در حجمPCRاجزاء مخلوط واکنش - 1جدول

تعداد 
رخهچ

مرحله (C°)حرارت زمان

1 Initial Denaturation 95 دقیقه1

30

Denaturation 94 ثانیه30
Annealing 55 ثانیه45
Extension 72 ثانیه45

1 Final Extension 72 دقیقه7

ازاي پلیمراي واکنش زنجیرهبرنامه چرخه- 2جدول
مقدار مصرف در هر 

(μl)واکنش
مواد مورد نیاز

2 )PCR)10xبافر 

0.4
یدتري فسفات توئنوکلیدزوکس
)mM10 ریکهاز(

0.9 )mM50(کلرید منیزیوم
1+1 )از هر یکμl/pmol10(2و1آغازگر
0.2 DNAکپلیمراز ت)μl/5 u(
نانوگرم50-100 DNAژنومی

رسانده شود20به حجم  استریلهمقطر دیونیزآب

گیري ترکیبات فنولی کلاستخراج و اندازه
هاي گیري محتواي ترکیبات فنولی کل کلوناندازه

با استفاده از ) غیرتراریخته(هاي شاهدموئین و ریشهریشه
Sonald)انجام شد 1سیاکالتیو- روش فولین and Laima.

هاي نمونههاي خشک و پودرشدهگرم از بافت01/0. (2001
لیتر اتانول میلی1شده را در نظر را وزن کرده، مقادیر وزنمورد
ساعت در 24مدت درصد سائیده و مخلوط حاصل به95

دور در 6000پس از سانتریفیوژ در . تاریکی نگهداري شد
رویی برداشته لیتر از محلولمیلی5/0دقیقه، 10مدت بهدقیقه

درصد اضافه و حجم محلول 95لیتر اتانول میلی5/0و به آن 
به محلول حاصل . لیتر رسانده شدمیلی5/2مقطر به با آب

لیتر کربناتمیلی5/0درصد و 50ین لیتر معرف فولمیلی25/0
درصد اضافه و پس از یک ساعت نگهداري در 5سدیم 

موج تاریکی شدت جذب با دستگاه اسپکتروفتومتر در طول
غلظت ترکیبات منظور محاسبهبه. نانومتر خوانده شد725

در این . اسید استفاده شدفنولی، از منحنی استاندارد گالیک
شاهد عنوان نمونهروزه به8هاي گیاهچههايمقایسه از ریشه

تکرار 3گیري میزان ترکیبات فنولی کل با اندازه. استفاده شد

1. Folin-Ciocalteau

.انجام گرفت
اسید با روش گیري کلروژنیکاستخراج و اندازه

)HPLC(کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 
Liاز روش  et al.,(2005) با اندکی تغییر، جهت

خشک گرم از بافت1/0. سید استفاده شدااستخراج کلروژنیک
هاي ریشهو کلون) شاهد(روزه 8گیاهان ریشهو پودرشده

. یمئسالیتر اتانول خالص میمیلی5موئین را وزن کرده و در 
. ساعت در تاریکی نگهداري شد24مدت مخلوط حاصل به

مدت یک ساعت آمده، بهدستوط بهساعت مخل24پس از 
پس از سانتریفیوژ در . قرار گرفت2صوتفراامواج تحت تیمار 

دقیقه و فیلترکردن محلول 30مدت بهدور در دقیقه14500
هاي ، مقادیر مساوي از عصارهC18رویی توسط ستون 

رهاي جدید، در انکوباتوآمده را پس از انتقال به لولهدستبه
قیمانده در باعصاره. دهیم تا اتانول آن تبخیر شودقرار می

. تزریق به دستگاه شدمیکرولیتر اتانول حل و آماده200
تکرار 3شده با هاي ذکردر نمونهCGAگیري میزان اندازه

اسید توسط دستگاه گیري کلروژنیکاندازه.انجام گرفت
HPLC ساخت شرکتMerck Hitachiساز با آشکار

UV- visibleسازي استفاده براي جداستون مورد. انجام شد
CGA ستونC18)RP18 (اتیل -فاز متحرك آب . بود
با سرعت ) 3/0: 1/4: 6/95(اسید با نسبت استیک- استات 
متر براي نانو280موج لیتر در دقیقه و طولمیلی1جریان 

هاي استاندارد و گیاهی مورد استفاده قرار گرفتآنالیز نمونه
(Shahrzad and Bitsch. 1996) 25حجم تزریق

. میکرولیتر بود
آنالیز آماري

تصادفی با سه تکرار براي این تحقیق در قالب طرح کاملاً
. اسید انجام شدگیري ترکیبات فنولی کل و کلروژنیکاندازه
هت ج. تجزیه و تحلیل شدندSPSSافزار ها با نرمدادهکلیه

. طرفه و آزمون دانکن استفاده شداین امر از آنالیز واریانس یک
ي آزمون دانکن با بندها با ذکر خطاي استاندارد و گروهنمودار

. رسم شدندExcel 2010افزار استفاده از نرم

نتایج و بحث
هاي اي گیاهچههاي لپهموئین در برگهايي ریشهالقا
کاسنیروزه8ن شیشهودر

روز از زمان تلقیح 8هاي موئین پس از گذشت اولین ریشه
شده خارج اي تلقیحهاي لپهیانی ریزنمونهاز محل رگبرگ م

شدند و این روند تا حدود چهار هفته پس از تلقیح ادامه یافت 

2. Ultrasound treatment
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تفاوت رشد قابل شده هاي انجامدر بررسی). 1شکل(
هاي مختلفهاي حاصل از نژاداي در بین کلونملاحظه

.هاي حاصل از تلقیح یک نژاد ملاحظه شدباکتري و نیز کلون
هنوز مشخص تنوع سوماکلونال قابل ملاحظهدلیل این

نگردیده است و فقط دلایلی همچون حضور دزهاي مختلفی 
هاي تراریخته اولیه هر کلون و باکتري در سلولT-DNAاز 

هاي باکتري در سلولT-DNAهاي یا بیان متفاوت ژن
، توسط محققین بیان گردیده است،هاي مختلفکلون

-Tاند که با توجه به محل ورود همچنین محققین دریافته

DNA به ژنوم سلول گیاهی، الگوهاي متفاوتی در تجمع
Mano.,شودهاي ثانویه مشاهده میمتابولیت et al

Duboisiaگیاه موئینهاي کلون از ریشه45،(1989)

leichhardtii F. را بررسی کردند و دریافتند که تنوع قابل
هاي ثانویه و متابولیتاي در سرعت رشد، تجمع ملاحظه

.ها وجود داردبازدهی کلون

15834اي توسط سویههاي لپههاي موئین القاءشده در ریزنمونهریشه-1شکل  (a) .شده در محیط مایع موئین تثبیتیک کلون ریشهMS)b(.
.(d)و (c)هاي مختلف با فنوتیپ متفاوت هاي موئین حاصل از سویهریشه

موئینهايبررسی ماهیت تراریختگی ریشه
توان با موئین را میهايی ریشهگبررسی ماهیت تراریخت

این باکتري که T-DNAهاي موجود بر روي ردیابی ژن
هستند انجام rolCو rolA ،rolBهاي ها ژنمهمترین آن

هاي رفت، در این بررسی ریشهانتظار میگونه که همان. داد
هاي اي پلیمراز با کمک آغازگرموئین، در واکنش زنجیره

تولید کردند bp430، قطعاتی به طول rolBاختصاصی ژن 
وجود این توالی و در دهندهها روي ژل نشانکه حضور آن

باشد، به ژنوم سلول گیاهی میT-DNAانتقال توالی نتیجه 
تراریخته هاي غیرژل الکتروفورزي ریشهاین قطعات در نمایه

ها در حضور این ژندیده نشدند که این امر حاکی از عدم
).2شکل (باشد گیاهان غیرتراریخته می

قطعه(PCRالکتروفورزي باند حاصل از واکنش نمایه-2شکل 
سایز . M. ، روي ژل آگارز یک درصدrolBاز ژن ) جفت بازي430

شاهد . PC، )هاي طبیعی گیاهریشه(شاهد منفی. NC، 100مارکر
-HR1، )اگروباکتریوم رایزوژنزحاوي کلنی از کشت جامد (مثبت

HR3موئینهاي ریشهکلون.
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اسیدترکیبات فنولی کل و کلروژنیک
بهنسبتموئین هايدر ریشهمیزان ترکیبات فنولی کل

القاءشده جهت باکتریایی استفادهاساس سویهشاهد برنمونه

). 3شکل(داري شد موئین، دچار تغییرات معنیهايریشه

بر میزان ترکیبات فنولی کل ریشه اگروباکتریوم رایزوژنزاثر تراریزش با -3شکل 
.)دنمورد مقایسه قرار گرفت% 95با ضریب اطمینان ها داده(

آمده از دستههاي ببیشترین میزان فنول مربوط به کشت
A13)mg/gسویه  DW24 (هاي که کشتحالیبود، در

mg/g(کمترین مقدار 15834حاصله از سویه DW6/15 (
میزان . هاي شاهد نشان دادنداز نمونهتر فنول را، حتی پایین

داري را نسبت موئین کاهش معنیهاياسید در ریشهکلروژنیک
هاي در ریشهCGAمیزان . هاي شاهد نشان دادبه نمونه

هايخشک بود و در ریشهگرم بر گرم مادهمیلی12/0شاهد 
).4شکل (موئین اثري از این ترکیب دیده نشد 

اسید با غلظت یک استاندارد کلروژنیکمربوط به نمونهHPLCنمایه. اسید ریشهبر میزان کلروژنیکاگروباکتریوم رایزوژنزاثر تراریزش با - 4شکل 
هاي پیک).e(15834و )c( ،A4)d(A13توسط سویهشده موئین القاءهاي ریشهو کلون) b(گیاه شاهد ، ریشه)a(لیترگرم در میلیمیلی
.باشداسید میداده شده با پیکان مربوط به ترکیب کلروژنیکنشان

موئین با توجه به رشد سریع در شرایط هاي ریشهکشت
هاي ثانویه به اندازه عاري از هورمون و توانایی تولید متابولیت

اي در تولید طبیعی، اهمیت ویژههايیا حتی بیشتر از ریشهو 
در این تحقیق افزایش . هاي ثانویه دارندمتابولیتشیشهدرون

هاي طبیعی بر با ریشهتولید کلروژنیک و یا حداقل تولید برا
با این وجود نه تنها افزایشی دیده نشد، . انتظار بودکاسنی مورد

اسید در وجود کلروژنیکاز عدمآمده حاکیدستبلکه نتایج به
منظور درك مطالعات زیادي بهتاکنون . موئین بودهايریشه
اما نتایج انجام گردیده،روي نمو گیاهی rolهاي ژناثرات

هاي ها بر ویژگیاین ژنچندگانهعلت اثرات بهاین مطالعات 
و بیوشیمیایی گیاهان ضد و نقیض بوده استیفیزیولوژیک

(Bulgakov et al., نمودن به دنبال متأثر.(2005

زاي باکتریایی هاي سرطانهاي سیگنالینگ توسط ژنمسیر
هاي گیاهی، تنظیمات مسیرهاي شده به سلولمنتقل

متابولیسمی اولیه و ثانویه با تغییرات چشمگیري همراه 
هاي موجود در این تغییرات قادر به رفع محدودیت. شودمی

هاي بیوسنتزي ترکیبات ثانویه و در نتیجه تولید بعضی از مسیر
که اکثر گزارشات نیز به طور هاي مربوطه بوده،بیشتر فراورده

بسته به گونه و ژنوتیپ . باشنداین امر میمؤیدمستقیم غیر
قدر قوي باشد که تواند آنگیاهان تراریخته، این تغییرات می

Panax ginsengشده در رابطه با حتی مانند مورد گزارش

هاي موئین منتهی استیلنی جدید در ریشهبه تولید ترکیبات پلی
Kwon)گردد  et al., بیان و یا مانند شیرین(1997

(Glycyrrhiza glabra) به تولید دو ترکیب فلاونوئیدي
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Asada)هاي موئین منجر شودجدید در ریشه et al.,

نخواهد شد و بدیهی است که تغییرات به اینجا ختم. (1998
شدن و مهار تولید ترکیب یا ممکن است تراریزش سبب بلوکه

هاي ژن یا ژنترکیبات خاص از طریق کاهش یا خاموشی بیان
از سوي دیگر ممکن است با تغییرات گسترده. مربوطه گردد

ساز یا بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی ایجادشده، پیش
بات به سمت سازهاي موردنیاز براي سنتز این ترکیپیش

در این حالت کاهش . مسیرهاي ثانویه دیگر سوق داده شوند
گزارشات بسیار . تولید ترکیب خاصی دور از انتظار نخواهد بود

تولید ترکیب یا ترکیبات کمی در رابطه با کاهش و یا عدم
در . موجود استاگروباکتریوم رایزوژنزخاص در اثر تراریزش با 

هاي سلولی تراریخته د که کشتاین راستا گزارشی وجود دار
Eritrichiumدر گیاهان rolCبا ژن  sericeum و

Lithospermum erythrorhizon 2-3کاهش تولید
هاي اسید را نسبت به کشتهاي کافئیکبرابري متابولیت

Bulgakov)دادند تراریخته نشان میغیر et al., 2005).
سنتز ترکیبات مختلف از جمله کنندهپروتئین فسفاتازها فعال

روي پروتئین rolCباشند و از آنجا که ژن اسیدها میکافئیک
ها و کاهش تولید ثیر مستقیم دارد، سبب مهار آنأفسفاتازها ت

اسید نیز استري از کلروژنیک. این ترکیبات شده است
تواند بنابراین میباشد، اسید میاسید و کوینیککافئیک

هايیا سایر ژنrolCدستخوش اثرات ضد و نقیض ژن 
واقع شود، بنابراین RiپلاسمیدT-DNAزايسرطان

تواند هاي کاسنی میموئیناسید در ریشهتولید کلروژنیکعدم
هاي واردشده ازژنثیر گروهی یا جداگانهأناشی از ت

.باشداگروباکتریوم
هاي ترکیبات فنولی کل در ریشهنتایج مربوط به میزان

هاي دار این ترکیبات در ریشهموئین حاکی از افزایش معنی
و کاهش این A13و A4هاي شده توسط سویهالقاءموئین 

15834شده توسط سویهالقاءهاي موئین ترکیبات در ریشه

Sevonهاي انجام گرفته توسط در بررسی. باشدمی et al.,

هاياي در بین کلونرشد قابل ملاحظهتفاوت ، (1998)
مختلف هاي سویهحاصل از بذرالبنج مصريموئینریشه

و نیز مقدار آلکالوئید تولیدي توسط اگروباکتریوم رایزوژنز
دلیل لیت تفاوت را می توان . گزارش شدهاي مختلف کلون

باکتري در T-DNAاز متفاوتیمقادیرحضور به علت
هاي هر کلون و یا بیان متفاوت ژناولیههاي تراریختهسلول

T-DNAنستداهاي مختلفهاي کلونباکتري در سلول .
-Tاند که با توجه به محل ورود همچنین محققین دریافته

DNA به ژنوم سلول گیاهی، الگوهاي متفاوتی در تجمع
Mano. شودهاي ثانویه مشاهده میمتابولیت et al.,

هاي موئین گیاه کلون از ریشه45، (1989)
Duboisia leichhardtii F. را بررسی کردند و دریافتند

هاي اي در سرعت رشد، تجمع متابولیتکه تنوع قابل ملاحظه
با توجه به گزارشات فوق . ها وجود داردثانویه و بازدهی کلون

هاي ثانویه از یک رسد که میزان تجمع متابولیتنظر میبه
دیگر و همچنین از یک کلون به کلون دیگر به سویهسویه 

هاي کننده ریشهالقاءمتفاوت است و با توجه به نوع سویه
ین و سایر عوامل دخیل، میزان سنتز این ترکیبات تغییر ئمو

.کندمی
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