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  چكيده

 بر سيستمها آنتاثير  دليليدهاي مهم دارويي هستند كه بئمين از تروپان آلكالواسكوپولامين و هيوسيا

در فرايند توليد  .گيرنددر درمان تشنج، سياه سرفه و برونشيت مزمن مورد استفاده قرار مي عصبي

اد ي به دو متابوليت ثانويه ІTRدر نتيجه اثر آنزيم  تروپينون ماده پيش ساز، اسكوپولامين و هيوسيامين

كاليستيژن  بنام آلكالوئيد غيرتروپانيبه يك  ІІTR، در حالي كه در اثر  آنزيم رقيب گرددمي شده تبديل

با يكديگر و ميزان بيان دو  ІTR و TRII هاي ميزان رقابت آنزيم ه منظور مطالعهب .شودميتبديل 

 αDH5سوش تراريخت  E.coliاز  ІІTRژن  حاوي نوتركيب pBluescriptميد  ژفا متابوليت ياد شده،

براي همسانه  І Sacو  BamHIهاي برشي با استفاده از آنزيم 121pBIبه همراه پلاسميد  استخراج و

براي همسانه سازي در جهت سنس   І Xba برشيسنس و با استفاده از آنزيم سازي در جهت آنتي

يگاز در جهت آنتي ل DNA T4بعد از خالص سازي ژن هدف با استفاده از آنزيم .برش داده شدند

 pBI1121به داخل ناقل بيان  TRIIسنس براي خاموشي و در جهت سنس براي افزايش بيان ژن 

كلون شد و  DH5αسوش  E.coliابتدا براي تكثير داخل  pBI121ناقل نوتركيب . معرفي گرديد

وژنز و آگروباكتريوم رايز GV3101و  LBA4404متعاقبا در آگروباكتريوم تومفاسينس سوش هاي 

بعد از تاييد پلاسميد نوتركيب با استفاده از هضم . براي انتقال به گياه كلون گرديد MSV440سوش 

به گياه تنباكو  TRIIبراي انتقال ژن  LBA4404از آگروباكتريوم تومفاشينس سوش ، PCRآنزيمي و 

هاي اختصاصي مقاومت  با آغازگر PCRموفق آميز بودن انتقال ژن به تنباكو با استفاده از . استفاده شد

  .  تاييد شد TRIIبه كانامايسين و ژن 
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  انتقال ژن 1-1

  

سيسـتم رهـا   ) بارتند از الفكه ع)1-1شكل (كلي  انتقال ژن به گياه شامل تركيب سه مرحله

 1كول.(جهت انتقال به گياه مي باشد DNAناقل براي حمل ) سيستم كشت بافت ج) ب DNAسازي 

  ) 2010و همكاران 

به سلول با كمترين آسيب به بافت  DNAيك روش ايده آل براي رها سازي ژن شامل انتقال 

ت گيرنده براي باززايي بعدي گيـاه تراريختـه   گيرنده، تراريختگي پايدار ژنوم و مطالعه ازدياد سلول باف

). 1-1(روشهاي انتقال عمومي ژن به دو دسته بيولوژيكي و فيزيكي تقسيم مي شوند جدول. مي باشد

گروه بيولوژيكي شامل ارگانيسم هاي زنده از قبيل باكتري و ويروس براي رهايي و روش هاي فيزيكي 

يم كه با استفاده از مواد شيميايي يا نيروي فيزيكي به طور مستق DNAشامل تكنيك هاي رها سازي 

كـول و همكـاران   .(از قبيل فشار يا شارژ الكتريكي باعث رها سازي ناقل به سـلول ميزبـان مـي شـوند    

2010(  

  
  )2010كول و همكاران ( سه مرحله لازم براي انتقال ژن به گياه

  

                                                 
1 Kole et al. 
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  ).2010و  همكاران  1كول(روش هاي انتقال ژن، توضيح مختصر و منبع آن 1- 1جدول 

  

 

  

 
                                                 

1 Kole  et al. 

 روش ��ح ����� ����



  
 

  از طريق آگروباكتريوم DNAانتقال  1-1-1

  

-Tيك باكتري گرم منفي و پاتوژن خاكزي اسـت كـه بـا انتقـال      1مفاشينسآگرو باكتريوم تو

DNA  1907 2اسميت و تاونسند(به گياه ميزبان باعث ايجاد تومور گال قهوه اي مي گردد.(  

بين سلسله  DNAول هاي يوكاريوتي تنها مكانيرم شناخته شده انتقال بر هم كنش آگروباكتريوم و سل

را به گروه وسـيعي از ارگانيسـم هـا از     T-DNAآگروباكتريوم مي تواند . هاي مختلف در طبيعت است

و بازيـدو   4، اسكومايسـت 3مخمر(بازدانگان و قارچ ها ) تك لپه اي، دو لپه اي (قبيل گياهان نهان دانه 

را بـه سـلول هـاي انسـاني نيـز       DNAال دهد مشخص شده كه اگروباكتريوم مي تواند انتق)  5مايست

  ).2003 6قلوين(منتقل كند

و  زيست شناسيتراريخته كردن با استفاده از آگروباكتريوم به طور گسترده براي تحقيقات در   

نسبت به بقيـه  مزيت هاي اين روش . مورد استفاده قرار مي گيرد 1983اصلاح گياهان زراعي از سال 

 : روش هاي ديگر عبارتند از

بـه داخـل    DNA T-شـده تنهـا يـك كپـي از      تراريختـه در درصد بالايي از ريز نمونـه هـاي    - 1

 ).2002و همكاران  8كروزت(شود  شده وارد مي 7كروموزوم سلول تراريخت

 9بيان پايدار ژن به علت درج ژن خارجي در كروموزم گياه ميزبان - 2

شامل كروموزم هاي مصنوعي باكتري وجود  DNAتقال قطعات بزرگي از با اين روش امكان ان - 3

 ).1992و همكاران  10هميلتون (دارد

بدون نيـاز بـه كشـت بافـت در بعضـي از گونـه هـا از قبيـل          in plantامكان تراريخته كردن  - 4

Arabidopsis thaliana و Medicago trunculata )وجود دارد) 2000وهمكاران  11تريو. 

 1و نشانگر هـاي انتخـابي   12، ژن هاي گزارشگرT-DNAناقل متعددي كه شامل سيستم هاي  - 5

 .هستند در دسترس مي باشند

                                                 
1Agrobacterium tumefaciens  
2 Smith and Townsend 
3 yeast 
4 ascomycete 
5 basidiomycete 
6 Gelvin 
7 Transform 
8 Crouzet  et al. 

٩   
10 Hamilton et al. 
11 Trieu et al. 
12 Reporter genes 
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با وجود همه اين مزيت ها رسيدن بـه قابليـت تكـرار پـذير و سـازگار كـه پـيش نيـاز آزمـايش هـاي           

 .گياهي هستند، سخت است زيست شناسيتراريختگي در مقياس بزرگ در  

  

  از طريق آگروباكتريوم DNAمكانيزم انتقال  1-1-2

  

اسيد هاي آمينه، پلي ساكاريد ها و اسيد هاي آلي كه از بافت هاي گياهان زخمي ترشح مـي  

مي گردد در پاسخ به اين جذب شيميايي بعد از حركت باعث جذب آگروباكتريوم به بافت زخمي شود 

تزفيرا (آنها متصل مي شودبه  2آگروباكتريوم به طرف سلول هاي زخمي از طريق مكانيزم جذب قطبي

در مدت جذب بيان هماهنگ يك سلسله اپران هاي ژنتيكي براي انتقـال ژن آغـاز   ). 32002و وينانس

ناميـده   regulan virكـه   virGو  vir B، virC  ،virD، virEاين اپران هـا  ). 41985استاچل(مي شود 

virAبه طور هماهنگ توسط يك سيستم دوگانه  ،مي شوند /virG م مي شوندتنظي .  

 5تركيبات فنوليك و پلي ساكاريدي به طور مستقيم و غير مستقيم سبب اتو فسفوريلاسـيون 

مي شوند كه به نوبه خود باعث فعاليت فـاكتور نسـخه    virAوابسته به  6كيناز گيرنده انتقالي غشايي

فعاليت . ي گرددم 7محلول در سيتوپلاسم از طريق ديگر وقايع فسفوريلاسيون virGبرداري وابسته به 

virG  متعاقبا باعث تحريك نسخه برداري از اپران هاي تخصصيvir  از طريق اتصال به بالا دست جعبه

vir محصـولات ژن توليـد شـده از    ). 92000زوپان و وينـانس (مي شوند  8سيس/عناصر افزايش دهنده

ي بـه سـلول هـاي    پلاسـميد در بـاكتر   Tاز  T-DNAنقش كاركردي مهمي در انتقال  virاپران هاي 

  .گياهي دارند

محـدود   Tبه طور هماهنگ مسئول شكسـته شـدن رشـته     virD2و  virD1توليدات ژن هاي 

بـه   virD2پـروتئين  . مي باشـند ) 111985استاچل) (چپ و راست( 10شده به وسيله توالي هاي حاشيه

ته اي ديگر يك پروتئين تك رش virE2متصل شده و سپس با  Tرشته  5صورت كووالانسي به انتهاي 

از طريـق سيسـتم    Tكمـپلكس  . را مـي دهنـد   T، پوشيده شده و تشكيل كمـپلكس  يا گياه درباكتري

                                                                                                                                               
1 Selectable marker 
2 polar attachment mechanism 
3 Tzfira and winans 
4 Stachel 
5 autophosphorylation 
6 virA transmembrane receptor kinase 
7 phosphorylation 
8 vir box cis/enhancer elements 
9 Zupan and Winans 
10 border sequences 
11 Stachel 
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ــارترشــح ــوع چه ــران    ي ن ــيله اپ ــه وس ــه ب ــاكتري ك ــي    virB4و virBب ــادر م ــوند ص ــي ش ــد م ك

  )12000ورگونست.(گردد

virD2  وvirE2 گياهي  تركيبات شامل توالي هاي موضعي هسته اي هستند كه با اثر متقابل

فاكتور هاي واكنش دهنده ( 3و سه سيكلوفيلين 2c2و يك نوع فسفات پروتئين  Importin-αشامل 

 Tبا هم كمك مي كنند تا كمپلكس ) virE2فاكتور هاي واكنش دهنده با ( vip2 و  vip1و ) virD2با 

  .وارد هسته گياه گردد

تئين هـاي كـد شـده بـه     از طريق نوتركيبي غير هومولوگ از طـرق پـرو   Tسمت ديگر رشته 

وسيله گياه كه شبيه بخشي از فرايند نوتركيبي يا فرايند تعمير در گياهان است به هسته متصـل مـي   

  )42002تزفيرا و چيلتون.(شود

ناقل آگروباكتريوم به وسيله چندين فـاكتور آزمايشـي افـزايش مـي يابـد كـه        Tiاز  virبيان ژن هاي 

  : عبارتند از

  )51988سر و توورزاسپن(تركيبات فنولي-1

  )71990شيمودا و همكاران(كرو مولاريم 200تا  100از  6استوسيرينگون -2

  ساكاروز -3

4-PH   82001موندال و همكاران(4/5-6/5محيط هم كشتي بين(  

  )91996فولنر( virدما فاكتور مهم در اتصال باكتري و بيان ژن هاي -5

 

  آنتي سنس  RNAفناوري  1-2

 
RNA ندي است كه طـي آن يـك مولكـول    آنتي سنس فرايRNA    دو رشـته اي از بيـان ژن

مهـار  . دو رشـته اي همولـوگ اسـت    RNAاين ژن ضرورتا از نظر توالي با . معيني جلو گيري مي كند

                                                 
1 Vergunst 
2 2C protein phosphatase 
3 cyclophilins 
4 Tzfira  and Chilton 
5 Spencer and Towers 
6 acetosyringone 
7 Shimoda  et al. 
8 Mondal et al. 
9 Fullner et al. 
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انجام مي شـود و بـه همـين دليـل ايـن فراينـد را نـوعي مكانسـيم          mRNAبيان ژن، ازطريق تجزيه 

 .)21999فير(مندمي نا) PTGS1(خاموشي بعد از ترجمه ژن 

 

 مكانيسم 1-2-1

  

بعـد از نسـخه   . معكوس ژن در جهت بر عكس به گياه منتقل مـي شـود   در اين فناوري توالي

. برداري از ژن و  توالي آنتي سنس منتقل شده، به دليل مكمل بودن به هم ديگـر متصـل مـي شـوند    

mRNA 2-1ن ژن مي گردد شكلدو رشته اي توليد شده نمي تواند ترجمه شود و باعث خاموشي بيا .  

  

  
ژن دسـت ورزي  ) b(ژن موجود در ژنوم خود گيـاه سـنس،   ) a(آنتي سنس،  mRNAخاموشي ژن از طريق  2-1شكل

 .دو رشته اي توليد شده c (RNA(شده در ژنوم گياه به صورت آنتي سنس، 

  

  mRNAمكانيسم تجزيه  1-2-2

  

و  4وآرگونات 3و آنزيم به نام هاي دايسردو رشته اي د mRNAمهره هاي كليدي در فرايند تجزيه 

مراحل اين فرايند را مـي تـوان در دو بخـش در    . است siRNA5كوچك به نام  RNAيك نوع مولكول 

  .نظر گرفت

                                                 
1
 Post-transcriptional gene silencing 

2 fire 
3 Dicer 
4 Argonaut 
5  Small interfering RNA 
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 23-21به قطعـاتي بـا طـول     دايسرتوسط آنزيم ) dsRNA١(دو رشته اي بلند RNA: مرحله آغاز - 1

ولكـول هـاي اجرايـي ايـن فراينـد      معروفنـد و م  siRNAجفت بـاز شكسـته مـي شـوند كـه بـه       

 ).2001و همكاران 2برنستين(هستند

سپس رشته . قرار مي گيرند RISC3داخل يك كمپلكس چند پروتئيني به نام  siRNA: مرحله اثر - 2

داراي  mRNAاين (هدف هدايت مي كند mRNAاين كمپلكس را به سمت  siRNAآنتي سنس 

اسـت   RISCكه عضـوي از كمـپلكس    آرگوناتم در اين موقع آنزي). است siRNAتوالي مكمل با 

ــدن در   ــته ش ــبب شكس ــود  mRNAس ــي ش ــب  . م ــا تخري ــي   mRNAب ــف م ــان ژن متوق بي

 )2001و همكاران  4بلازسزيك(گردد

  

  5متابوليت هاي ثانويه گياهي 1-3

  

در بسياري از گياهان قسمت اعطم انرژي و كربني كه جـذب و تجزيـه مـي شـود بـه سـنتز       

نمو نداشـته باشـند ايـن     ص مي يابد كه ممكن است نقش آشكاري در رشد ومولكول هاي آلي اختصا

  .مولكول ها به متابوليت هاي ثانويه معروفند متابوليت هاي ثانويه عموما در مقادير كم يافت مي شوند

ليت هاي ثانويه تركيب هاي حد واسطي هستند كه در گروه تركيبات مختلفي ودر تعريف عمومي، متاب

براي رشد و حيات نيازي به آنها نيست و از راه هاي متـابوليكي مختلـف كـه خـود از راه      قرار گرفته و

تمايز متابوليت هاي اوليه وثانويـه  . هاي توليد متابوليت هاي اوليه منشعب شده اند، بيوسنتز مي شوند

لي يشه كار ساده اي نيست، به عبارت دقيق تر، متابوليت هاي ثانويـه بخشـي از سـاختمان مولكـو    مه

سلول نيستند بلكه در صورت نياز معمولا در بافت ها يا اندام هاي خاص و يـا مراحـل خاصـي از نمـو     

  ). 2003 6جوسس(يافت مي شوند

گياهان عالي بسياري از متابوليت هاي ثانويه را كه از لحاظ دارويي حائز اهميت هستند توليد 

درصد از گياهـان عـالي شـناخته     30تا  20اگرچه تا به حال ). 2007و همكاران  7مين نيا(مي كنند 

بـه طـور كلـي    . متابوليت ثانويه مختلف از آنها اسـتخراج و شـناخته شـده اسـت     10000شده اند اما 

  ).2003جوسس (متابوليت ها به دو گروه نيتروژن دار و بدون نيتروژن تقسيم مي شوند

                                                 
1 double stranded RNA 
2 Bernstein et al. 
3 Blaszczyk et al. 
4 Blaszczyk 
5 Plant Secondary Metabolite(PSM) 
6 Juses 
7 Yun Min et al 
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ا با بيش از يك سـوم تمـام   بزرگترين گروه از متابوليت هاي ثانويه شناخته شده ايزوپرنوئيده

تركيبات شناخته شده هستند و در مرتبه بعدي آلكالوئيد ها قرار دارند كـه شـامل خيلـي از داروهـا و     

  ).2005و همكاران 1لي زانگ (سموم مي باشند

  

  آلكالوئيد ها 1-3-1

  

به عنوان جزء اصلي شيميايي گياهان كشف و ايـن   1819در سال  2آلكالوئيدها توسط ميسنر

آلكالوئيد ها شامل آن دسته از تركيباتي هستند كه در سـاختمان آنهـا   . م را به خود اختصاص دادندنا

ازت وجود دارد و از مهمترين فراورده هاي ازت دار گياهان محسوب مي شوند تركيبات اين گروه غالبا 

  .خواص دارويي دارند

  :آلكالوئيد ها به نوبه خود به گروه هاي زير تقسيم مي شوند

  آلكالوئيدهاي مشتق شده از اسيد هاي آمينه : لفا

منـابع   8و هيسـتيدين  7، تريپتوفان6، تيروزين5، فنيل الانين4، اورنتين3اسيد هاي آمينه ليزين

ازت اغلب آلكالوئيدهاي موجود در گياهان مي باشند در همه موارد اولين مرحله در توليد آلكالوئيـدها  

كاتاليز مي شود در محل انشـعاب   9توسط آنزيم دكربوكسيلاز اين واكنش كه. دكربوكسيلاسيون است

پس از حذف عامل كربوكسيل از اسيد هاي آمينـه، آمـين   . از راه اصلي متابوليسم اوليه اتفاق مي افتد

هاي به دست آمده ممكن است مستقيما در توليد آلكالوئيد ها به كار روند و يا در واكنش هاي حلقوي 

  .)1380صفري(شدن شركت نمايند

  

  ساير آلكالوئيدها: ب

اتم ازت اين آلكالوئيدها در آخرين مرحله مسير چرخه متابوليك ساخته شدن آلكالوئيـد بـه    

تامين مي گردد، به  11با انتقال عامل آمين كه احتمالا از اسيد آمينه آرژنين 10كمك ترانس آميناسيون

                                                 
1 Lei zhang et al. 
2 Meissner 
3 Lysine 
4 Ornitine 
5 Phenyl alanin  
6 Tyrosine 
7 Yryptophan 
8 Hystidine 
9 Decarboxylase enzyme 
10 Transamination 
11 Arginine 
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صـفري،  (لوئيد هاي كـاذب گفتـه مـي شـود    به اين متابوليت ها آلكا. شودمي مولكول آلكالوئيد اضافه 

1380.(  

فعاليت هاي بيولوژيكي آلكالوئيد ها در گياهان به وضوح شناخته شده نيست اما واضـح اسـت   

بـه  مي تـوان   كه آنها براي يك فعاليت خاص در گياهان توليد نمي شوند از فعا ليت ها و وظايف آنها 

مـواد   -2تركيبات ذخيره اي تامين كننده نيتـروژن  -1) 2008وهمكاران  1كومار(اين موارد اشاره كرد

محرك يـا تنظـيم كنـده     -3. سمي هستند كه گياهان را در برابر حشرات و حيوانات حفظ مي نمايند

  .هاي رشد گياهي مي باشند

  

  :مسيرهاي انتقال و محل ذخيره آلكالوئيد ها در گياهان 1-3-2

  

شـبكه   2ف گيـاه بـه ويـژه در سيتوپلاسـم،    بيوسنتز متابوليت هاي ثانويه در قسمت هاي مخل

يا در ارگانل ها صورت مي گيرد و تجمع ، ذخيره و آزاد سازي آنها در اندام هـا و بافـت    3آندوپلاسمي

هاي خاصي انجام مي شود اين تركيبات قابل حل بوده و معمولا در واكوئل ذخيره مي شوند در حـالي  

. يا غشا هاي تيلاكوئيدي ذخيره مي شـوند  ، و5يفرها، لاكت4كه تركيبات چربي دوست در مجاري رزين

براي انتقال فلاوونوئيد ها يك ناقل خاص وجود دارد اين ناقل تركيبات را به درون واكوئـل پمـپ مـي    

در لايه غشايي  ABCيا  ATPمطالعات نشان داده است كه گروهي از كاست هاي حامل متصل به .كند

در ورود متابوليت هاي ثانويـه بـه داخـل واكوئـل ايفـا مـي       سيتوپلاسمي وجود دارند كه نقش مهمي 

و برخـي از طريـق آونـد     6برخي از آلكالوئيد ها در گياهان از طريق آوند آبكش). 2003جوسس (كنند

تكامـل آلكالوئيـد هـا در     3-1مسير هـاي انتقـال و در شـكل     2-1در جدول. منتقل مي شوند 7چوبي

 .فيلوژني گياهي آورده شده است

  

  

 
 

                                                 
1 Kumar et al. 
2 cytoplasm 
3 endoplasmic reticulum 
4 Resin 
5 Lactifers 
6 Phloem 
7 Xylem 


