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  چكيده
     Artemisia annua  نين بوده و به طور وسيعي يد مالارياي آرتميزموثره ضگياهي است يك ساله و آروماتيك كه داراي ماده

عدم موفقيت در ساخت  و نيز گياه اين در آرتميزنين مادهر ادمقبودن  پايينبه دليل . نواحي معتدل پراكنده است در سراسر
 هاي اين ماده از طريق انتقال ژن ، تنظيم مولكولي بيوسنتزهاي اصلاحي كلاسيك گياهي و تاثير ناچيز روش اين ماده شيميايي

فراواني  .مورد توجه قرار گرفته است كننده از توليد آن، ممانعتهاي  هاي آنزيم ژنو يا جلوگيري از ميان هاي كليدي  آنزيم
 .نژاد اگروباكتريوم استو  سن منبع گياهي ژنوتيپ گياه،، يگياهنمونه چون نوع ريز  در اين گياه تحت تاثير عواملي تراريختي

اين گياه به ميزان زيادي به . صورت گرفته استكه كارهايي در اين زمينه  استلازمه تراريختي كشت بافت و باززايي گياه 
هاي ريشه مويي نيز در اين گياه  كشت. يابد كانامايسين حساس است و القاي ساقه و ريشه در حضور اين ماده به شدت كاهش مي

ماده انجام هاي سوسپانسيون گياهي جهت توليد اين  به دليل رشد سريع و پايداري ژنتيكي و بيوسنتزي به عنوان جايگزين كشت
  .ها در طراحي بيوراكتورها براي توليد اين متابوليت ثانويه از ريشه مويي ادامه دارد گرفته است كه تلاش

 

  آرتميزنين، متابوليت ثانويه، ريشه مويي، Artemisia annua :واژگان گل
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 ...مروري بر كشت بافت، باززايي و

 

 

  مقدمه
Artemisia annua L.  هاي نام بهكه  sweet annie، 

annual wormwood در ايران به نام ( شود مي ميدهنا نيز
گياهي است يك ساله و آروماتيك  )درمنه خزري معروف است

معتدل  معمولاً در نواحيو  استكه بومي آسيا و شرق اروپا 
به عنوان يك ماده  چين اين گياه در .]1[ پراكنده شده است

اين گياه منبع ماده  .ه استرفت كار ميبه ضدتب و ضدمالاريا 
ترپن  لاكتون سزكويياست كه يك  1زنينآرتمي دارويي

آرتميزنين يك متابوليت ثانويه است كه . است 2اندوپراكسيد
هايي كه  نژاده .دارد فعاليت موثري عليه نژادهاي پلاسموديوم

به دليل افزايش ]. 2[اند  به داروهاي چندگانه فعلي مقاوم شده
چون  مالاريا مقاومت پلاسموديوم به داروهاي تجاري ضد

توجه خاصي  مورد آرتميزنين ،4و سولفادوكسين روكويينكل
از طرفي به دليل منابع محدود و سختي ساخت  وقرار گرفته 

براي افزايش هاي زيادي  مصنويي و شيميايي اين ماده تلاش
آوري  هاي فن توسط روش A.annuaتوليد آرتميزنين از 

 – 08/1[عملكرد نسبي كم  ].3[ زيستي صورت گرفته است
اي در توليد  اين ماده در گياه محدوديت عمده ]درصد 01/0

تغييرات در شرايط كشت و محيط رشد در . تجاري آن است
هاي سلولي و تغيير سطوح هورموني در كشت بافت به  كشت

در  ].4،5[ موفق بوده استنامنظور بالا بردن مقدار آرتميزنين 
يوسنتز هاي بيشتري در تنظيم مولكولي ب پيشرفتهاي اخير  سال

هاي كليدي در  هاي آنزيم ژن. اين ماده صورت گرفته است
و   (FPS)فسفات سينتاز بيوسنتز اين ماده مانند فارنسيل دي

هايي كه  هاي آنزيم و ژن(AMS)  6دي ان سينتاز 11و  4آمورفا 
 مرتبط با بيوسنتز آرتميزنين هستند مثل اسكوآلن سينتاز

(SQS) ها  شناسايي اين ژن. ]6،7[اند  شناسايي و كلون شده
توسط مهندسي ژنتيك بيان  يمسبب شده است كه بتوان

 و FPSهاي كليدي موثر در ساخت آرتميزنين نظير  آنزيم
AMS  هاي مسير رقابتي مثل  و يا از بيان آنزيم نيمكرا بيشتر  

  

                                           
1 Artemisinin        2 Endoperoxide sesquiterpene lacton 
3 Choloroquine              4 Sulphadoxin 
5 Farnesyl diphosphate    6 Amorpha-4, 11- dine synthase 
7 Squalen synthase 

  
  

SQS 1[ نيمك جلوگيري[ .cDNA  كد كنندهFPS  از تعدادي
،  A. annua L.  ،Arabidopsis thalianaاز گياهان از جمله 

Lupin ablus ، arbareum Gossypium جدا شده است 
]8،9[. 

هاي  از اثرات مشتقات آرتميزنين فعاليت آنها بر عليه سلول
كه داراي اثر كشندگي انتخابي است و  استسرطاني سينه انسان 

 2005تحقيقات جديد در سال . همچنين خاصيت ضد توموري دارد
كه آرتميزنين به تنهايي قادر به از بين بردن انتخابي نشان دادند 

سويي  هاي طبيعي اثر در حالي كه بر سلول. هاي سرطاني است سلول
و دور  )آليلوپاتي(گر آسيبي بين گياهي يد تخاصي. ]10[ندارد 

  .]11،12[كنندگي حشرات نيز از ديگر اثرات اين گياه است 
  

  نينيبيوسنتز آرتميز
پنوئيدها در طبيعت، همگي داراي مسير رغم تنوع تر علي

 (IPP) 2بيوسنتزي واحدي بوده كه از ايزوپنتيل دي فسفات
از مسير  IPPثابت شده است كه بيوسنتز . شوند مشتق مي

منشاء  A4سيتوزولي از استيل كوآنزيم  موالوناتوابسته به 
از مسير وابسته  IPPدر حالي كه در پلاستيدها ذخيره . گيرد مي

 3گليسرآلدهيد  Dپيروات و به واسطه تركيب لونات به موا
شواهد جديد تعامل اين دو مسير و . شود فسفات مشتق مي

واكنش . كند يد مييبين سيتوزول و پلاستيد را تا IPPتبادل 
متيل  3هيدروكسي  3آنزيم كليدي در مسير موالونات احياي 

ط كه توس استبه فرم موالونيك اسيد  A گلوتاريل كوآنزيم 
در . شود كاتاليز مي ردوكتاز Aمتيل كوآنزيم  3هيدروكسي  3

 Dفسفات توسط  3گليسرآلدهيد  Dپلاستيد تركيب پيروات و 
هاي مرحله  بازدارنده. شود كاتاليز مي 2فسفات سينتاز 5گزيلوز 

اكسي ي د 1تشكيل  اول آنزيمي مسير وابسته به موالونات، با
D  ه هر حال اولين مرحله ب .شود فسفات رهبري مي 5گزيلوز
  ايزوپرنوييد جرياندر مسير بيوسنتز . گيرد صورت مي IPPبا 

  

                                           
1 Allelopathy                 2 Isopenthenyl diphosphate 
3 Mevalonate                 4 Acetyl-CoA 
5 3-Hydroxy, 3-Metyl glutaryl-CoA 
6 HMG-CoA reductas 
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  مسير ساخت آرتميزنين از فارنسيل دي فسفات -1شكل شماره 
  

و ممكن است به دو مسير  آغازحد واسط  FPSكربن از 
هايي و ديگري براي  ترپن سزكوييمختلف برود يكي به سمت 

توسط اسكوآلن  هر دو هايي كه ساپونينها و  سنتز استرول
هايي مبني بر جلوگيري از  گزارش. ]13[ شوند سينتاز كاتاليز مي

فعاليت اسكوآلن سينتاز با القاي بيوسنتز فيتوالكسين سزكويي 
يد فارنسيل دي يمسير سنتز ايزوپرنو. ]14[ ترپنوييد وجود دارد

تيل دي آميختن ايزوپندو واكنش به هم  (FPS) فسفات سينتاز
حاصل  1فسفات با دي متيل آليل دي فسفات و گرانيل دي فسفات

كند كه محصول نهايي اين دو واكنش فارنسيل دي  را كاتاليز مي
تركيبات  ها و ليكولها و دو فسفات است كه در بيوسنتز استرول

ي ياي از سزكو زنجيره انتقال الكترون ميتوكندري و دامنه گسترده
سنتز مسير  1شماره  شكل. ]9[شود  صرف مييدهاي ثانويه ميترپنو

  .]13[ دهد را نشان مي آرتميزنين
  
 A. annuaكشت بافت  - 1

 باززايي گياه -1-1

هاي صورت گرفته در  دهنده تلاش نشان 1 شماره جدول
در يك آزمايش از . است Artemisia annuaكشت بافت 

 هاي رشد يافته بالغ نوك ساقه جدا و بعد از استريل گياهچه
 هاي حاوي تركيب فاكتوريل از هورمون MSروي محيط 

)mgl -11  0و  1/0و(  4-2D و)mgl -110  0و  1/0و  1و( 
BAP )در تمام اين تيمارها  و كشت شد) بنزيل آمينوپورين
 mgl -1 10 به تنهايي در BAP. دهي وجود داشت ساقه

ولي بيشترين ساقه طبيعي در . دارد دهي را ساقهتعداد بيشترين 
هاي درون  ميزان آرتميزنين در ساقه. ايجاد شد mgl -11 ميزان 

                                           
1 Granyl diphosphate 

ها  تمام ساقه. درصد وزن خشك بود 05/0تا  03/0اي  شيشه
  .]1[ ددار شدن ريشه IAAهورمون از توسط 

 با براي القاي ساقه بعد از تراريختي آزمايش ديگري
در . صورت گرفت NAAو  BAPتركيبات مختلف هورموني 

 BAPو  NAA mgl -1 05/0 هورموني تركيباين آزمايش در 
mgl -1 2  025و  001هاي  دو نژاد مورد آزمايش ژنوتيپدر 

 در حالي كه غلظت ،دهي را داشتند ساقه فراواني بالاترين ميزان
mgl -1 05/0 NAA را  دهي ريشهترين ميزان  اين نژادها مناسب

ايه پ MS، محيط محيط استاندارد براساس اين نتايج .دربرداشت
به عنوان محيط  mgl -1  2 BAPو mgl -1 05/0 NAAحاوي 

   .]15[منتخب جهت القاي ساقه بعد از تراريختي معرفي شد 
ژنوتيپ  در فراواني القاي ساقهنشان داد كه  آزمايش ديگر

  و NAA mgl -1 05/0 يها با هورمون Njگياهي 
BAP mgl -1 5/0  در فراواني القاي ساقه وبالاترين مقدار بود 

و  NAA mgl -105/0 هورموني با تركيب 001 گياهي ژنوتيپ
BAP mgl -1 1/0  نكته مهم در القاي  .]5[بود بالاترين مقدار

ها به طور مستقيم از محل  ساقه اين بود كه در اين روش ساقه
آمدند ولي در  زخم و بدون واسطه كالوس به وجود مي

تبديل به ساقه دهي رخ داده سپس  كالوس هاي قبلي ابتدا روش
. هاي قبلي متفاوت بود اين روش القاي ساقه با روش. گردد مي

هاي متعددي  هاي قبلي يك برگ به قسمت اولاً اينكه در روش
شد، در حالي كه در اين روش تمام برگ به طور  تقسيم مي

 براي ژنوتيپ .گيرد كامل درون محيط القاي ساقه قرار مي
دمبرگ مستعد رشد ساقه ها در محل زخم  سلول 001 گياهي

  هاي برگ مستعد هاي ساير بخش هستند در حالي كه سلول
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 ]A. annua ]1مطالعات كشت بافت  -1شماره  جدول

 نتيجه ريزگياه منبع گياهي
  تركيب هورموني محيط پايه

MS )گرم در ليتر ميلي( 
  منبع

 ريشه ،كالوس ساقه ساقه وحشي
05/0, NAA 2IBA  

05/0 , NAA 2/0BAP 
Nair 1986 همكاران، و 

 1989همكاران،  و 4D 1/0 kinetin Tawfiq-2 , 1  كالوس  كالوس -

 تراريخت با -

A. rhizogenes  
 1992همكاران،  و pcPA  5 BAP  Kim ,05/0  گال-كالوس  ريشه

 4D 025/0-1/0 BA-2 5/0  كالوس  برگ  -

5/0- 2 NAA 
Basile ،1993 و همكاران  

  BAP 05/0 NAA Woerdenbag ، 1993 2/0  ساقه  برگ و ساقه  ويتنام

 4D 5/0 NAA-1,2  كالوس  هيپوكوتيل  -

5/0-5/2 BAP , 5/2 NAA 
Brown ، 1994  

  هيپوكوتيل  وحشي
 zeatin1NAA 2BA 2  ساقه -كالوس  ريشه -برگ

3 , BA  2/0  NAA 
Panigo  ،1995  

  Kinetin 2/0 IAA Moraes  ،1995 ,5/0  ساقه  ساقه  -

 تراريخت با

A. rhizogenes 
 BA Mukherjee  ،1995  25-35  ريشه مويي  ريشه

  4D,5/0-5  BAP 35/0,.GA3  Ferreia  ،1996-2 67/0  ساقه-كالوس  برگ P1,P2 هاي لاين

  NAA 3  BAP1/0 GA  Gulati  ،1996 1  ساقه  ساقه-برگ  -

 NAA 5/0 BAP Vergauwe  ،1996, 05/0  ريشه - ساقه – كالوس  ساقه ريشه -برگ  يوگسلاوي -ويرجينيا

 تراريخت با

A. rhizogenes 
  GA3 Smith  ،1997 01/0  ريشه مويي  ريشه

 تراريخت با

A. rhizogenes 
  Weathers  ،1997  بدون هورمون  ريشه مويي  ريشه

  BAP, 05/0 NAA Liu  ،1998- 1999 ,5/0  كشت سلول  كشت سلول  -

  NAA2  BAP Chen  ،2000 ,05/0  ساقه  برگ  025,001 هاي لاين

  يخت باترار
A. rhizogenes 

  Xie  ،2000  بدون هورمون  ريشه مويي  ريشه

 


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 ]A. annua ]1مطالعات كشت بافت  -1شماره  جدولادامه 

 نتيجه ريزگياه منبع گياهي
  تركيب هورموني محيط پايه

MS )گرم در ليتر ميلي( 
  منبع

A201,A202  1  ساقه -كالوس  برگ  ,NAA 5/0 BAP Chenshu  ،2003  

 NAA0.5  BAP  , 2  ريشه - ساقه – كالوس  برگ  ايران
Sharafi, Hashemi 

  )منتشر نشده( 2005 – 2006

 بدون هورمون  ريشه مويي  برگ  ايران
Sharafi, Hashemi 

 )منتشر نشده( 2005 - 2006

  

  
استفاده شده  001ژنوتيپ سن گياهان  ثانياً. ندهستتوليد كالوس 

هاي  رسد برگ نظر ميبه . روز پيرتر از روش قبلي بود 15حدود 
براي  .مناسب نبودند 001 گياهي جوان براي القاي ساقه در ژنوتيپ

A. annua يك . تر است القاي ريشه نسبت به القاي ساقه آسان
دهي  ها به محيط القاي ريشه، ريشه هفته پس از انتقال ساقه

نتايج نشان داده است كه القاي ريشه حتي در . گيرد صورت مي
با اين حال محيط . دهد پايه رخ مي MSرمون و هومحيط بدون 

را براي القاي ريشه پيشنهاد داده  NAA mgl -1 05/0 حاوي
دهي وجود  امكان ايجاد كالوس هاي بالاتر شده و در غلظت

  .]5[ دارد
كه توسط  و ريشه مويي كشت بافت و باززايي هاي آزمايش

با گياه نگارندگان در ايران انجام شد، نشان داد كه باززايي 
برگي در محيط حاوي  1استفاده از ريز نمونه گياهي

القاي ريشه مويي . صورت گرفت NAAو  BAP هاي هورمون
نيز در  GMI 9534نژاد  Agrobacterium rhizogenes با 

 ، Artemisia annuaه گيا 2شماره  شكل. ايران انجام شد
  .دهد برگ و القاي ريشه مويي را نشان مي از باززايي

  

  به كانامايسين A. annuaمقاومت  -1-2
نشان داده  2004و همكاران در سال  Hun نتايج آزمايش

به ميزان زيادي به كانامايسين  A. annuaاست كه القاي ساقه 
 mgl -1 10القاي ساقه به طور كامل در . حساس است

 از ژنوتيپ Nj گياهي ژنوتيپ. شود كانامايسين بازداشته مي

                                           
1 Explant 

 اي از هيچ ساقه. تر بود يسين حساسبه كاناما 001 گياهي
. كانامايسين نيز القا نشد mgl -1 5حتي در  Nj ژنوتيپ گياهي
زماني كه غلظت  NJو  001 گياهي هاي براي ژنوتيپ

. شود اي القا نمي يا بالاتر باشد ساقه mgl -110 كانامايسين
يابد و زرد و رنگ پريده  همچنين كالوس نيز توسعه نمي

ن حال رشد ساقه به كانامايسين نسبت به القاي با اي. شوند مي
هاي القا شده در  زماني كه ساقه. ساقه كمتر حساس است

كانامايسين قرار گرفتند بعضي  20و  15و  mgl -1 10معرض 
القاي . شدند ها در يك تا دو هفته زرد و بعضي دفرمه مي برگ

ين القاي ريشه در ا. به كانامايسين بسيار حساس استنيز ريشه 
. كانامايسين متوقف شد mgl -1 10  به طور كامل در ها آزمايش

دهي بر روي  درصد ريشه 7/46كانامايسين  mgl -15  در
دهد در حالي كه هيچ  رخ مي 001 ژنوتيپ گياهي هايي از ساقه
در . شود حاصل نمي Nj ژنوتيپ گياهي هاي اي از ساقه ريشه
ولي . شود ايجاد نمي اي از زير ساقه هاي بالاتر هيچ ريشه غلظت
هاي به سمت بالاي محيط  هاي هوايي گاهي از ساقه ريشه

  .]5[شوند  حاصل مي
  

   A. annuaهاي ريشه مويي در  كشت -1-3
هاي گياهي  ترپنوئيدها به عنوان خانواده بزرگي از متابوليت

و از لحاظ علمي هستند  بسيار مهم گياهان  نرمال براي عملكرد
ند كه شامل هستمواد شيميايي مفيد و مهم  و اقتصادي منبعي از

ها و  داروهاي گياهي، عطرها، چاشنيمانند  ستموادي
  .ها كش حشره
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  از ريز نمونه برگي و القاي ريشه مويي باززايي ، Artemisia annuaه گيا: از راست به چپ - 2شماره  شكل

  
از لحاظ بيوشيميايي يك مدل  A. annua ريشه مويي

سزكويي  ترپنوييدها است كه شامل لاكتون براي مطالعهپايدار 
تنظيم مراحل متابوليسمي . شود يد آرتميزنين نيز مييترپنو
يدها در اين مدل گياهي بسيار مهم است زيرا نقش يترپنو

مراحل متعهد كه هدايت مستقيم و يا غيرمستقيم سنتز را به 
اوليه عهده دارند اساسي است تنظيم رونويسي مراحل آنزيمي 

تواند در ريشه مويي  در بيوسنتز فارنسيل دي فسفات مي
  .]13[صورت گيرد 

عامل  Agrobacterium rhizogenes خاكزي پاتوژن
هاي نابجاي مويي در محل آلودگي و همچنين  ايجاد ريشه

شود  باعث تغييرات بيوشيميايي ويژه اي در متابوليسم گياه مي
دارند كه به استفاده هاي ريشه مويي چند خاصيت  كشت. ]16[

هاي سوسپانسيون گياهي  از آنها به عنوان جايگزين در كشت
هاي ثانويه كمك كرده است رشد سريع  جهت توليد متابوليت

ها به  آنها، پايداري ژنتيكي و بيوسنتزي آنها از جمله اين مزيت
  .آيند شمار مي

 در مطالعه انجام گرفته براي القاي ريشه مويي در 

A. annua  در ) 001/0 – 45/0(سطوح متنوعي از آرتميزنين
ها گزارش شده است فراواني تراريختي با نژادهاي  كشت

متفاوت است تركيبات فنلي مثل  A. rhizogenesمختلف 
هيدروكسي استوسيرنگون براي تحريك  استوسيرنگون و 

ند مطالعات اثر هست موثر virبرداري نواحي  نسخه

ي تراريختي و القاي ريشه مويي و استوسيرنگون روي فراوان
هاي ريشه مويي  امكان افزايش توليد بالاي آرتميزنين در كشت

  .]17[ صورت گرفته است A. rhizogenesبا نژادهاي مختلف 
تمركز اصلي  Anthemediaceaeاصولاً در خانواده 

هاي بيورآكتور براي بهبود  استفاده از ريشه مويي در سيستم
 رويي و اقتصادي مثل آرتميزنين در عملكرد مواد مهم دا

A. annua  طراحي بيورآكتور براي توليد  ]1[بوده است
تواند به طور  هاي مويي مي هاي ثانويه از ريشه متابوليت

هاي ريشه مويي تراريخت شده يك  اقتصادي مفيد باشد كشت
 مدل پايدار ژنتيكي و بيوشيميايي براي سنجش ساخت و بالا

توانايي رشد سريع  .ي مهم دارويي استبردن محصولات طبيع
هاي آلي  هاي مويي براي توليد دامنه وسيعي از مولكول ريشه
هاي مرسوم در مزرعه و  هاي بيشتري در مقايسه با روش مزيت
  .هاي سوسپانسيون سلولي بدون سازمان يافتگي دارد كشت

توانايي ريشه مويي براي رشد كردن با تراكم بالا و توليد 
آنها را يك سيستم  هاي ثانويه نيز داري از متابوليت عنيمقادير م

. مناسب براي كشت در حد وسيع در راكتور ساخته است
فاكتورهاي زيادي در حين تكثير هر نوع كشت سلولي تاثير 

گذارند كه شامل ميزان انتقال اكسيژن، انتقال گرما، حجم  مي
ون تاكن. ندهستهواي مرتبط با كشت و سن و پايداري كشت 

سازي شده  هاي ريشه مويي بهينه چندين نوع راكتور براي كشت
زن، ستون  هاي هم است كه شامل راكتورهاي فاز مايع مثل تانك
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حباب، راكتورهاي هوا بالا دهنده، راكتورهاي فاز گازي، و 
  .]13[ند هستو بالاخره راكتورهاي هيبريد  mistراكتورهاي 

هاي مويي  ريشه مشخص شده است كه ميزان آرتميزنين در
A. annua داري در راكتورهاي  به طور معنيmist  بيشتر از

هاي لرزان  هاي رشد يافته در فلاسك ستون حباب بوده و ريشه
  .داراي ميزان آرتميزنين اندكي بود

داري ميزان آرتميزنين بيشتري  به طور معني mistراكتور 
ستون  به ازاي هر گرم وزن تر كشت دارد در حالي كه راكتور

ديگر  هاي آزمايش. كند حباب ميزان بيوماس بيشتري توليد مي
 3ژن كليدي بيوسنتز ترپنوئيدها شامل  4سطوح بياني 

، (HMGR)ردوكتاز  Aمتيل گلوتاريل كوآنزيم  3هيدروكسي 
 Dداكسي  -1، (DXS)فسفات سينتاز  5گزيلوز  Dداكسي  -1

ل دي و فارنسي (DXR)فسفات ردوكتو ايزومراز  5گزيلوز 
. را در سه شرايط كشت مقايسه كردند (FPS)فسفات سينتاز 

هايي  ژن در راكتورها مشابه، برابر يا بيشتر از ريشه 4بيان هر 
در اين . هاي لرزان رشد داده شده بود بود كه در فلاسك

  .]18[ژن موثر است  4آزمايش ثابت شده است كه نور بربيان 
ن، سيتوكنين، اتيلن، فيتوهورمون اكسي 5در يك مطالعه اثر 

را روي رشد ريشه مويي و  )ABA( آبسيزيك اسيدرلين و بجي
زماني كه . بررسي شد A. annuaميزان آرتميزنين ريشه مويي 

طول ريشه كل مقايسه شد بهترين شرايط براي تحريك طويل 
 > GA mgl -1 01/0< ABA mgl -1 1/0شدن به صورت 

GA mgl -1 02/0 ي كه هورمون هاي بوده و تمام كشتABA 
بنزيل  6دو هورمون . داشتند بيشترين عملكرد بيوماس را داشتند

 آمينو پورين و ايزوپنتيل آدنين از رشد ريشه جلوگيري كردند با اين

حال ايزوپنتيل آدنين باعث تحريك توليد آرتميزنين شد كه بيشتر از 
  .]19[و هر هورمون ديگري بود  B5محيط شاهد 

  
   A. annuaتراريختي  -2

  يكي از دلايل اهميت ايجاد يك سيستم تراريختي براي 
A. annua، هاي كليدي  هاي آنزيم ژن هاي مفيد نظير ژن انتقال

سيستم معمولي تراريختي در  استدر بيوسنتز آرتميزنين 
  كه در گياه  استاي استفاده از اگروباكتريوم  گياهان دولپه

A. annua اوليه  هاي مايشآز .نيز به كار گرفته شده است
سازي تراريختي نشان داد كه فراواني  تراريختي به منظور بهينه

داري تحت تاثير پارامترهايي چون نوع  تراريختي به طور معني
 است virريز گياه، نوع نژاد و سن منبع گياهي و نوع پلاسميد 

، نئومايسين gusهايي چون ژن گزارشگر  انتقال ژن. ]20[
ز و آهن سوپراكسيد دسموتاز و بلومايسين منگن، فسفوترانسفراز
   .]21[بررسي شده است  استيل ترانسفراز

  
در  A. annuaتاثير نژاد اگروباكتريوم و ژنوتيپ  - 2-2

  بازدهي تراريختي
 عملكرد هاي گياهي نقش مهمي در نژادهاي باكتريايي و ژنوتيپ

و  LBA4404برتر از  EHA105باكتري  نژاد .تراريختي دارند
اگروباكتريوم توانايي  .بود Nj ژنوتيپبرتر از  001پ گياهي ژنوتي

هاي مختلف گياهان حتي  مختلفي براي آلوده كردن گونه
به طور كلي اختصاصي بودن . هاي مختلف يك گونه دارند ژنوتيپ
 كه تحت تاثير استوابسته به شرايط فيزيولوژيكي  ژنوتيپ
هاي  هورمونپس از زخمي شدن، غلظت  فيزيولوژيكي هاي واكنش

  ].22[ درون سلولي، و ساختار ديواره سلولي است
ترين ريز گياه  ها، قطعات ساقه و ريشه مطلوب از بين برگ

زيرا علاوه بر فراواني  ،]20،23[ ندهستها  جهت تراريختي برگ
بالاتر القاي ساقه از برگ، اگروباكتريوم نيز توانايي بيشتري 

روزه  8 زماني كه كوتيلدون .]23[ها دارد  براي آلوده كردن برگ
 تراريختي بازده ،به كار رفت جهت تراريختي به عنوان ريز گياه

به كار گياه  به عنوان ريز بود و زماني كه بذور بسيار پايين
زني داشتند اما توانايي  بذور تراريخت فقط توانايي جوانهرفتند، 
س از روز پ 4اين بذور  .دهي در محيط انتخابي را نداشتند ريشه

غيرانتخابي جوانه زدند و توسط آزمايش رفع آلودگي در محيط 
كانامايسين نشان  mgl -120 تشكيل ريشه روي محيط حاوي
در . ها تراريخت نشده بودند داده شد هيچ كدام از گياهچه

درصد ساقه ها ريشه دادند كه  58حالي كه روي محيط شاهد 
تراريخت توليد  دهد كه تراريختي بذور گياه اين امر نشان مي

زني و ايجاد گياه بالغ بعد از هم كشتي  كند، اگر چه جوانه نمي
  .]21[پذير است  با باكتري هنوز هم امكان

  
  تاثير دوره پيش كشت روي تراريختي -2-3

  هاي پيش كشت شده هيچ تاثير مثبتي روي بازدهي  ريز گياه
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تراريختي ندارد برعكس دوره پيش كشت طولاني، فراواني 
 .]5[دهد  القاي ساقه مقاوم به كانامايسين را كاهش مي

  
اثر تركيب سوسپانسيون باكتريايي آلوده كننده روي  -2-4

  بازدهي تراريختي
A. tumefaciens  در محيطLB  بهتر از محيطMS  رشد

براي تراريختي مناسب نيست  LBكند با اين وجود محيط  مي
 عصاره مخمر از مثل تريپتون و LBاحتمالاً تركيبات محيط 
 .]5[كنند  القاي ساقه جلوگيري مي

  
  كشتي روي بازدهي تراريختي هاي هم اثر روش -2-5

كشتي مايع براي  نشان داده كه در روش هم ها نتايج آزمايش
هاي مقاوم به كانامايسين  هاي آلوده شده فراواني ساقه برگ

هاي آلوده  درصد بود در حالي كه اين نرخ براي برگ 4/24
بازدهي تراريختي . ]14[درصد بود  8/32ده در همان محيط نش
كشتي بهبود يابد  تواند توسط افزودن هورمون به محيط هم مي

شود و نگهداري و  زيرا تقسيم سلولي ريز گياهان تسريع مي
البته اين احتمال هم وجود . ]24[يابد  فعاليت سلولي بهبود مي

ق افتد و در دوره دارد كه القاي ساقه در مراحل اوليه اتفا
ها در محيط انتخابي رشد خود را  ساقه كوتاهي شروع شود و

  جامد بدون  MSشود محيط  ادامه دهند به اين دليل پيشنهاد مي

  .]5[كشتي انتخاب شود  هيچ هورموني به عنوان محيط هم

كشتي تاثير مهمي در تراريختي دارد سرزندگي  دوره هم
ساعت است كه  16از  اگروباكتريوم درون زخم گياه بيش

كشتي  بنابراين دوره هم. تواند تشكيل تومور را تحريك كند مي
كشتي  كوتاه براي تراريختي مناسب نيست همچنين دوره هم

خيلي طولاني منجر به رشد بيش از حد اگروباكتريوم شده و 
 3دوره  A. annuaبراي .هاي گياهي مضر است براي سلول

  .مناسب استه روز
اوليه تراريختي براي اين گياه جهت ساخت هاي  در روش

بيوتيك وانكومايسين استفاده شده بود كه  محيط انتخابي از آنتي
علاوه بر گران بودن بر عليه اگروباكتريوم عملكرد ضعيفي 

سيلين استفاده شد كه براي رفع  سپس از پني. ]20[داشت 
 آمد آلودگي كارآمد بود ولي تنها كالوس تراريخت به وجود مي

ولي ثابت شد كه  ]15[شد  و ساقه تراريخت توليد نمي
تري بر عليه باكتري دارد و هيچ اثر  سفوتاكسيم فعاليت قوي

  .]5[منفي روي القاي ساقه ندارد 
درصد  20صورت گرفت  2004در آزمايشي كه در سال 

هاي مقاوم به كانامايسين به ازاي تراريختي وجود داشت و  ساقه
  و   MSدهي روي محيط ريشهدرصد آنها  50تا  20

mgl -1 05/0 NAA  وmgl -1 15  كانامايسين ريشه دادند و
 NAAبه گياهچه تبديل شدند محيط انتخابي باززايي داراي 

mgl -1 05/0 ،BAP mgl -1 1  وmgl -1  15  كانامايسين و نيز
  .]5[سفوتاكسيم بود 
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