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 3، نفیسه خسروی2، سید علی پیغمبری2*، محمدرضا نقوی1فاطمه محمدی
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 چکیده
ی هاتیمتابولبرای تولید  ی در گیاهاناگسترده طوربهی، اشهیشکشت درون  فنیک  عنوانبهی سوسپانسیون سلولی هاکشت

سانان، ی گیاهی هستند که به مقدار زیاد در خانواده کلاهپرکهاتیمتابولیکی از  هافروکتان. شوندیمانویه استفاده اولیه و ث
کتوز، نیستوز، اینوولین، -1. در این پژوهش، مقدارگلوکز، فروکتوز، ساکارز، شوندیمیره ی کاسنی ذخشهیردر  خصوصبه

( در ریشه و FEHII-1 و SST، 1-FFT، 1-FEHI-1) ی درگیر در تولید اینولینهاژنآن و بیان  ونیزاسیمریپل درجهمیانگین 
اینوولین در  ونیزاسویمریپلوکشت سوسپانسیون سلولی کاسنی بررسی شدند. نتایج نشان داد که مقدار و میوانگین درجوه 

( نشان داد که بیان qRT-PCR) واکنش زنجیره ای پلیمراز در زمان واقعی هیتجزسوسپانسیون سلولی، کمتر از ریشه است. 
، تفاوت معنویهاژناست. برای سایر  افتهیکاهشمعناداری  طوربهگیاه،  در سوسپانسیون سلولی نسبت به ریشه FFT-1ژن 

 دهنودهداری بین ریشه و سوسپانسیون سلولی مشاهده نشد. مقادیر بالای گلوکز و فروکتوز در سوسپانسیون سولولی نشوان
کمتور  ونیزاسیمریپل( است. بنابراین مقدار و میانگین درجه FEHII-1و  FEHI-1فروکتان ) ی تجزیه کنندههافعالیت آنزیم

باشود. نتوایج ایون  FEH-1های و افزایش فعالیت ژن FFT-1ناشی از بیان کم ژن  تواندیم اینولین در سوسپانسیون سلولی
های سوسپانسیون سلولی، لولی کمتر از ریشه است، اما کشتپژوهش نشان داد که اگرچه مقدار اینولین در سوسپانسیون س

 از قابلیت تولید اینولین را در مدت زمان کوتاه دارا برخوردارند.  

 .Cichorium intybus مریزاسیون،سوسپانسیون سلولی ، میانگین درجه پلی کشتاینولین،  :کلیدی هایهواژ
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ABSTRACT 
Plant cell suspension cultures are widely used as an in vitro culture technique for primary and secondary 

metabolites production. Fructans are one of the herbal metabolites that considerably accumulate in the 

Asteraceae family, especially in chicory root. In this study, the amount of glucose, fructose, sucrose, 1-

kestose, nystose, inulin, mean degree of polymerization (mDP) of inulin and expression of genes involved 

in inulin biosynthesis (1-SST, 1-FFT, 1-FEHI, and 1-FEHII) were investigated in the roots and the cell 

suspension cultures of chicory. The results showed that inulin quantity and the mDP of inulin in cell 

suspension cultures are less than roots. Quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) 

analysis showed that the gene expression of 1-FFT was significantly down-regulated in the cell 

suspension cultures compared to the root. For other genes, no significant differences were detected 

between the roots and cell suspension cultures. High quantity of fructose and glucose in cell suspension 

culture indicates the high activity of fructan hydrolyzed enzymes (FEHI and 1-FEHII), therefore, lower 

inulin content and mean degree of polymerization could be due to low expression of 1-FFT gene and high 

activity of 1-FEHs. The results showed that the quantity of inulin in cell suspension culture is lower than 

roots, but cell suspension cultures have desirable capabilities in inulin production in a short time. 
Keywords: Inulin, cell suspension culture, mean degree of polymerization, Cichorium intybus, qRT-

PCR. 
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 مقدمه

 اهیننگ نیتننری( اصنن L. Cichorium intybus) یکاسننن

توسنعهی فروکتان در کشنورهای استخراج صنعت یبرا

یک ترکین   عنوانبه ،فروکتان است. نوع اینولین افتهی

 80)تقریبننا  در ریشننه کاسننی  وفوربنهپنری بیوتیننک، 

  ابنننننندییمخشننننننک( ت منننننن   وزندرصنننننند 

(Baert et al., 1993فروکتننان .)هینندرا  هننا، کربو

 دارگنلی هاگونهدرصد از  15 هستند که در یارهیذخ

بنرای پنر  هاآن( و گیاه از Hendry, 1993دارند )وجود 

 برابنر تنن شدن دانه و رشد م دد، عوامل محافظ در 

ی از طرینننث تتبینننت  شنننا  و سنننالکخشسنننرما و 

 ی اسننمزی در طننوز بنناز شنندن گننلهاکنننندهمیتنظ

فروکتان ننوع ایننولین،  و علاوه براین، کندیماستفاده 

  ترکیننن   نننمایی عم منننرا اهمینننت دارد عنوانبنننه

(Valluru et al., 2008.)  ایننولین، پ یمنری خ نی از

است که به یک گ نوکز کنه  β(2→1)فروکتوز با پیوند 

یمنبه فروکتوز متصل اسنت، خنتم  α(1→2) با پیوند

( ایننولین بنین دو تنا DP) ونیزاسیمریپ . درجه شوند

ولین با درجه پ یمریزاسیون پنایین، بنرای است. این 60

و اینننولین بننا درجننه  1فروکتوالیموسنناکارید دیننتول

پ یمریزاسننیون بننار، بننرای کاربردهننای  ننما دارویننی 

(. ذخیننره Saengkanuk et al., 2011مفیداسننت )

کربوهیدرا  به شکل فروکتان در ریشه و ساقه گیاهان 

ک و در ی و قاصدترشینیزمدولپه مانند کاسنی، سی  

و در  ای ماننند مارووبنه و آگناوی  یر گرامینهالپهتک

و جو گزارش شده اسنت  ی گرامینه مانند گندمهاگونه

(Cairns, 2003; Avila et al., 2015.) 

 -1دو آنزیم، سناکارز یعننی سناکارز  ی هوساینولین به 

و فروکتنان:  (SST, EC 2.4.1.99-1فروکتوترانسنفراز )

 FFT, EC-1سننیل ترانسننفراز )فروکتو -1فروکتننان 

شنروع، آنننزیم  مرح ننهشنود. در یم( تولیند 2.4.1.100

فروکتوترانسفراز، ینک واحند فروکتنوز را از  -1ساکارز 

به عننوان  یک مولکوز ساکارز به مولکوز ساکارز دیمر

کتنوز  -1کند تنا یمی فروکتوز منتقل واحدهاپمیرنده 

آزاد  و ینک گ نوکز( که کووکترین مولکوز فروکتنان)

 -1طویل شندن، تنری سناکارید  مرح هبوجود آید. در 

                                                                               
1 Fructooligosaccharides (FOS) 

 -1کتوز بنا فعالینت آننزیم فروکتنان یعننی فروکتنان 

 وسنی هفروکتوسیل ترانسفراز، طویل شدن زن یره را به

یی بنا درجنه پ نی مریزاسنیون هنافروکتانینا  کتوز-1

 Van Laere & Van Denآورد )یمنبیشنتر فنرآهم 

Ende, 2002ین با فعالیت آنزیم فروکتان (. ت زیه اینول

ی آن فروکتوز ی هنت شود که دریمان ام  هیدرورز -1

 (.Peukert et al., 2014شود )یمآزاد تولید 

م العننا  بسننیاری در مزرعننه و گ خانننه روی کاسنننی 

ان ام شده است. اثرا  تغییر فصل روی مقدار اینولین، 

ی مسنیر بیوسننتز هناژندرجه پ یمریزاسنیون، بینان 

با تاریخ برداشنت بررسنی شنده  هاآناینولین و ارتباط 

و همچننین اثنرا   (Van Arkel et al., 2012اسنت )

 یخشننننننکی محی ننننننی مانننننننند هننننننات 

 De Roover et al., 2000) ،)سرماWei et al., 2016) )

نینز منورد  (Kusch et al., 2009)و کمبنود نیتنروژن 

ر بررسی قرار گرفته است. تناریخ م  نوب برداشنت، بن

اساس عم کرد ریشه و درجه پ نی مریزاسنیون تعینین 

(. در شنرای  عنادی Wilson et al., 2004شنود )یمن

در انتهای فصل رشد و بنه دلینل وقنوع سنرما،  مزرعه،

کیفیت اینولین )درجه پ یمریزاسنیون ایننولین: تعنداد 

کنند و ی فروکتوز متصل بنه زن ینره( افنت میواحدها

ی آن، فعالینت زیناد رسد کنه ع نت اصن یم 25زیر به

 اسنننننننننننت  FEH-1و  FFT-1هنننننننننننای یمآنز

(Van Arkel et al., 2012از آن .) جننا کننه تولینند

فروکتان، به تغییرا  محی ی وابسنته اسنت و عوامنل 

یر قنرار دهنند، تأثتوانند تولید آن را تحت یممحی ی 

ماننننند  ی جنننایمزینهننناروشبننننابراین اسنننتفاده از 

ر گیناه و تولیند ای بنرای تکتینیشهشی درون هاکشت

 رسد.یمنظر م  وب به فروکتان،

ای، یننک منندز خننوب بننرای یشننهشی درون هاکشننت

های مخت ن  هسنتند یتمتابولبررسی و افزای  تولید 

توان ترکیبا  محی  کشت، نور و دما یمراحتی زیرا به

کنالوس و ) یافتنهنی س ولی تمایزهاکشترا تغییر داد. 

لیل انع نا  پنمیری دسوسپانسیون س ولی(، ا    بنه

 شنننوندیمننناسنننتفاده  بننناریی و هترتنننرو  بنننودن، 

Mulabagal & Tsay, 2004) حضننور اینننولین در .)
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ای در یشنهشی کشنت شنده در شنرای  درون هابافت

( و سننایر گیاهننان Kumari et al., 2007کاسنننی)

ی گیاهنانی ماننند هاکالوسکننده فروکتان و در ذخیره
Phleum pratense L. (Poaceae) (Hale et al., 

1987)، Symphytum officinale L. (Boraginaceae) ،

Vernonia herbacea (Trevisan et al., 2014و )  در

 Viguiera discolor Bakerی ا دههای یشهرکالوس و 

(Asteraceae) (Itaya et al., 2005)  گننزارش شننده

هنای یتمتابولتواننایی تولیند  هاکالوسبنابراین  است. 

انویه را دارا هستند و ا    از این جهت، قابل مقایسه ث

 ;Parsaeimehr et al., 2010 (دی باشننبا گیاه اص ی م

Molchan et al., 2012). های با توجه به قاب یت کشت

هنا و عندم بررسنی ای در تولید متابولینتدرون شیشه

هنای سوسپانسنیون سن ولی، تولید فروکتنان درکشنت

لید فروکتنان در کشنت هد  از این تحقیث، بررسی تو

سوسپانسیون گیاه کاسننی بنه عننوان گیناه مندز در 

 یشننهرو مقایسننه مقننادیر آن بننا هننا فروکتانبررسننی 

گیاهانی بود که در شرای  کنترز شده گ خاننه کشنت 

 اندشده

 

 هاروشمواد و 

 ایآزمایشات گلخانه

 قالن  در .Cichorium inybus L یکاسنی گیاه بمرها

 گ خاننه در تکنرار، سنه بنا صنادفیت کامل آماری طرح

تحقیقاتی دانشکده کشاورزی دانشماه تهنران در کنرج، 

 درجنه شنرقی 50درجه عرض شمالی،  35با موقعیت 

 16و شنرای  ننوری  گنرادیسنانتدرجنه  25دمای  در

ساعت روشنایی و هشت ساعت تاریکی کشنت شندند. 

برداری از ها، نمونهیدرا کربوهیری مقدار گاندازهجهت 

 6و  5/2رویشی در سنه مرح نه ) مرح هریشه گیاه در 

ان نام شند و بنرای  ماه پس از کشت و انتهنای روز (

هایی از ی(، قسنمتسنازنرمازبنرای ژن )بررسی بینان 

و  شدند فریز مای  از  در فورا  روزه، 75های گیاه یشهر

 مرح نه هنر داری شندند. درنمنه -70سپس در فریزر 

 شند انتخناب تصنادفی ور بصن بوتنه سنه نمونهمیری،

 (van Arkel et al., 2012.) 

 یی و سوسپانسیون سلولیزاکالوس

ی اولینه وشنوشست، بعند از برای ای اد گیناه اسنتریل

درصند  70ضدعفونی بمرها با الکل بمرها با آب مق ر، 

و هیپوک رید پج درصد، به ترتی  به مد  پنج ثانینه  و

مرتبنه آب سپس بمرها وندین  دقیقه ان ام شد و 20

مق راستریل شست وشنو شندند. بنمرهای ضندعفونی 

 MS2/1های کشت حاوی محی  کشت یشهششده در 

ترتی  سنناکارز و و هفننت گننرم بننر لیتننر، بننه 30 یدارا

درجنه  23آگارکشت شدند و به اتاق کشنت بنا دمنای 

ساعت روشنایی و هشنت  16گراد و تناوب نوری یسانت

هننار هفتننه، سنناعت تنناریکی اسننتفاده شنند. بعنند از و

 MSکاسننی در محنی  کشنت  یهنابرگکوتی دون و 

گرم بر لیتر ساکارز و هفت گرم بر لیتر آگار  30حاوی 

بنه همننراه تیمارهنای هورمننونی متفناو  درون پتننری 

ها کشت شدند. جهنت انتخناب بهتنرین محنی  ی د

 Al)( 5/1، ینک و 5/0)  BAیی، سنه سن  زاکنالوس

Khateeb et al., 2012)    و سه سنNAA (3/0 ،5/0 

( و محننی  دارای 1و یننک( بررسننی شنندند )جنندوز 

بارترین درصد کالزایی برای آزمایشا  بعندی انتخناب 

 شد.

 

 درصد تولید کالوس در تیمارهای هورمونی متفاو . -1جدوز 

Table 1. Callus production percentage in different hormone treatments. 
 NAA    

1 0.5 0.3   

10% necrosis 40% 0.5  

50% necrosis 30% 1 BAP 

necrosis 90% 5% 1.5  

 

های برگ در محی  منتخ  کشت داده شدند یزنمونهر

دو واکشننت بننا  ی حاصننل ازهنناکالوس( و از 1)شننکل 

استفاده  سوسپانسیون س ولی یهتهروز، برای  21 فاص ه

 100سوسپانسنیون سن ولی، در ارلنن  ینهتهبرای  شد.
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لیتنر محنی  ی یم 40لیتر، یک گرم کنالوس بنه ی یم

 Al)مشننابه بننا کننالزایی امننا بنندون اگننارا افننزوده شنند

Khateeb et al., 2012). بنننه شنننیکر  هننناارلن

گراد و سنرعت درجه سانتی 25انکوباتورتاریک با دمای 

دور در دقیقننه منتقننل شنندند و منحنننی  120گننردش 

بر اساس  روزه محاسبه شد و 26 بازهدر  هاکالوسرشد 

، قبننل از ورود بننه فنناز 18آن، نمونننه بننرداری در روز 

از  هنناکالوسسننپس  (؛2شنند )شننکل ایسننتایی ان ننام 

 سوسپانسیون س ولی جدا شدند.

 

 
 کالوس و سوسپانسیون س ولی کاسنی. -1 شکل

Figure1. Callus and suspension culture of chicory. 
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Figure 2. Callus growth Curve. 

 

 هایدراتکربوه یریگاندازهاستخراج و 

های گیاه در سه مرح ه و همچنین کالوس هنای یشهر

جداسازی شده از سوسپانسیون س ولی با دستماه فرینز 

و پنننودر شننندند. بنننرای اسنننتخراج  درای، خشنننک

بنا   .Raessler et al (2008) ها، از روشیندرا کربوه

 اندکی تغییرا  استفاده شد. 

از دستماه کروماتوگرافی مای  با عم کرد بار متصل بنه 

سنناخت  شننرکت C-650منندز   ELSDآشننکار سنناز 

BUCHI .واق  در دانشماه پروجا ایتالیا، اسنتفاده شند ،

میکرولیتننر عصنناره اسننتخراجی بننه سننتونی بننا  10

، بنه طنوز Shodex Asahipac NH2P-50 مشخصنا 

متر با ق ر ذرا  ی یم 5/4تر و ق ر دخ ی می یم 250

گراد درجننه سننانتی 60یکرومتننر و در حننرار  م پنننج

اسنتونیتریل  %75ترزیث شد. حلاز شست و شو شامل 

-)صنفر آب خالص بود که به صور  گرادیاننت %25و 

، 50-30:50-25، 50:50: 25-10، 75:25دقیقننه:  10

( اعماز شدند و سرعت شست و شنو، 75-25: 30-35

هنای خروجنی بنر یکپمتنر در دقیقنه بنود. ی یمک ی
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ی اسنتاندارد گ نوکز، هانموننهاساس زمان بنازداری بنا 

فروکتوز، ساکارز، کتوز و نیستوز شرکت سیمما تعینین 

آمده و اطلاعنا  مربنوط  دستبهنتایج  (.3شد )شکل 

هنای نموننه و زمنان بنازداری هنر یمنحنبه س   زیر 

ثبنت  Clarity ver. 3.0.5.505یک، با کمک نرم افنزار 

و   ظنت فروکتنوز، سناکاروز و گ نوکز ( 4)شنکل شد 

موجود در هر عصاره با توجنه بنه منحننی اسنتاندارد و 

زمان بازداری، محاسبه شد. برای انندازه گینری مقندار 

 .Maicaurkaew et al اینولین از روش ت زینه اسنیدی

 استفاده شد. (2017)

 

 
 

 .HPLCهای استاندارد منحنی -3شکل 

Figure 3. HPLC standard curves. 

 

ی مسایر سانتا ایناولیر در سا   هااژنبیان 

 رونوشت

ی استخراج شده از هاکالوسکل از  اسید ریبونوک ئیک

 بنا روزه، 75های گیناه یشنهرسوسپانسیون سن ولی و 

 اسنتخراج (BIOFLUX) بنایوزوز کینت اسنتفاده از

 از اطمیننان منظنور بنه (.Khaldari et al.,2018شند)
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 طنوز در هانموننه جمب شده، استخراج RNA کیفیت

 دسنتماه از اسنتفاده بنا ننانومتر 280 و 260 هنایموج

 بنا هنا RNA همچننین کیفینت شد. خوانده نانودراپ

شنند. پننس از اطمینننان از  بررسننی ژلننی الکتروفننورز

 ,DNase (Fermentase آننزیم  بنا هنا RNAکیفینت،

Waltham, Massachusetts, USA) و شندند تیمنار 

مورد  cDNA مشخص، جهت سنتز هایبا   ظت سپس

 کینت از استفاده با cDNAاستفاده قرار گرفتند. سنتز 

Takara  شد. ان ام cDNA بنرای آزمنون شنده آمناده 

 .شد استفاده Realtime PCR و پرایمرها
 

 
 سوسپانسیون سلولی. HPLCکروماتوگرام  -4شکل 

Figure 4. HPLC chromatogram of cell suspension culture. 
 

 سنه پرایمر برنامه از استفاده با آ ازگرها جفت طراحی

 نرم توس  شده طراحی پرایمرهای سپس و گرفت ان ام

 احتمناز لحنا  از آننالیزر، الیمو و افزارهای الیموک ک

 وهنار بنرای آ ازگرها شدند. جفت بررسی دایمر وقوع

 همچننین و SST، 1-FFT، 1-FEHI، 1-FEHII-1ژن

اسنتفاده شندند  خاننه دار ژن عننوان بنه RPL19ژن 

 (.2جدوز )

 

 .C. intybusدر  qRT-PCR برای  استفاده مورد آ ازگرهای توالی و نام -2جدوز 

Table 2. List of primer used in qRT-PCR in C. intybus. 

Primer  Sequence Product size 

1-SST F GTGGGTCGGCGTTTATCCAT 154 

R ATCTCCGCCCTGATGGTTGT  

1-FFT F AATGTTGGAGGAGCCGTTGC 191 

R CGCGATATCAAGTGCGCTGT  

1-FEH 1 F AGCATCTACGGAGCTTTTCTTG 147 

R CTTCTCCAAAACTTTCGAC  

1-FEH II F CCCGACCCAAGAAGCTGACA 185 

R CTTTGAATCGCTGCCGGTGT  

RPL19 
F CTGCCAGCGTCCTCAAGTG 

 

51 

R CATTGGGATCAAGCCAAACCT 

 

 

RPL19 ژن رفرنس معتبر در کاسنی :Wei et al., 2010; van Arkel et al., 2012)). 
RPL19: Valid chicory reference gene )Wei  et al., 2010 ; van Arkel et al., 2012). 

 

 دسنتماه از اسنتفاده بنا EvaGreen  (Solis BioDyn, Germany،)تکرار با  سه در پی سی آر تایم ریل واکن 
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Rotor gene-Q شننرکت Qiagene  گرفننت.  صننور

،  cDNAمخ ننوط واکننن  شننامل وهننار میکرولیتننر

 میکرولیتننر از هننر پرایمننر، هشننت میکرولیتننر 5/0

EvaGreen واکنن  و هفت میکرولیتر آب بود. برنامه 

 و دقیقه یک مد  به گرادسانتی درجه 95 شامل دمای

 30 بنرای درجنه 95دمنای   بنا سیکل 40 طی سپس

 برای درجه 72و  ثانیه 20 برای درجه 59تا  55 ثانیه،

 بود. ثانیه 20
Ratio= (Etarget) ΔCP target (Control-Sample) / 

(Eref) ΔCPreft (Control-Sample) 

تکتیننر  هننای ذوب هننر پرایمننر، نشننان دهننندهمنحنننی

 نسنبت فرموز، این (. بر اساس5اختصاصی بود )شکل 

 ن واکن تکتینر رانندمان بنر اسناس هند  ژن تظناهر

 نمونه (Δ) تقاط  نق ه تفاو  و (E) مراز پ ی اییرهزن 

 یهناداده شنود.یم محاسبه شاهد به نسبت ناشناخته

 Real از اسنتفاده بنا ،هناژن بیان گیری اندازه از حاصل

time PCR  افنزار نرم توس Rest دسنتور  و بنر اسناس

بینان  آوردن بدسنت برای et al. Pfaffl (2002) العمل 

 شدند. ت زیه هاژن نسبی

 

 
 RPL 19(e)( و d)SST (a ،)1-FFT(b ،)1-FEHI(c ،)1-FEHII-1: های ذوبمنحنی -5شکل 

Figure5. Melting curves: 1-SST (a), 1-FFT(b), 1-FEHI(c), 1-FEHII(d) and RPL 19(e) 
 

 هادادهتجایه 

نسنخه  SAS با نرم افزار آمناریها ت زیه واریانس داده

 ننرم افنزار از ،رسنم نمودارهناجهنت  ان ام شد و 9.1

Excel 2007  تح ینل مینانمین  شد. ت زینه و استفاده

  بنرو  9.1نسنخه  SAS با ننرم افنزار آمنارینیز ها داده

اساس آزمون وند دامنه ای دانکن در سن   احتمناز 

 .مقایسه شدندپنج درصدخ ای کووکتر از 

 

 و بحث نتایج

 تولید کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی

روز بعند از  12یبا  تقری تشکیل کالوس، هانشانهاولین 

ها یزنموننهرهای بنرگ مشناهده شند. یزنموننهرکشت 

بزرگ و زرد کمرنگ شدند و بعد از وهار هفته، درصند 

ثبننت شنند. از بننین شنن  ترکینن   هنناکالوستشننکیل 

( و بنر اسناس درصند 1شده )جدوز هورمونی استفاده 

 ،5/1/. و 5شنامل ترتی  کالزایی ترکی  هورمنونی بنه

NAA  و BA،P .بنارترین درصند کنالزایی را نشنان داد

گزارشا  متفاوتی در مورد القنای کنالوس در کاسننی 

به عننوان بهتنرین اکسنین بنرای  NAA وجود دارد. از

 ینناد شننده اسننت BAالقننای کننالوس در ترکینن  بننا 

(Velayutham et al., 2006 و همچنین گزارش شنده )

گرم بر ی یمبی  از یک ) NAAاست که مقادیر باری 

دهند. بنر یملیتر(، سرعت تشکیل کنالوس را افنزای  

کینتنین  ینا BAدر ترکی  بنا   IAAعکس، استفاده از
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برای القای کالوس استفاده شده است که مقادیر بناری 

IAA  می ی گرم بنر لیتنر( در ترکین  بنا 2/0)بی  از 

BA، تشننننکیل کننننالوس را کنننناه  داده اسننننت 

 Rehman et al., 2003) دیمری از کاسننی،  گونه(. در

تنا دو  5/1درصد تولیند کنالوس در محی نی بنا  100

بنر لیتنر  NAAگنرم ی یم 5/0بر لیتر و  BAگرم ی یم

،  BAدست آمده است، در حنالی کنه محنی  حناویبه

ترین درصد تشکیل کنالوس را نشنان داده اسنت پایین

(AL Khateeb et al., 2012منحنی رشد کالو .) س بنر

( کنه قابنل 1آمند )شنکل دست اساس وزن خشک، به

تفکیک به سه فاز بود: رشد تاخیری در روزهنای اولینه 

و بعد از آن فاز 19سه، فاز لماریتمی از روز ش  تا -دو

 18بنر اسناس آن نموننه بنرداری در روز  ایستایی کنه

 (.2شد )شکل  ان ام

 هایدراتکربوهتجایه مقدار 

ت زیننه واریننانس، تفنناو  بننر اسنناس نتننایج حاصننل از 

های ریشه و سوسپانسنیون سن ولی معناداری بین بافت

 (.3ها وجود داشت)جدوز از نظر مقدار کربوهیدرا 

 ریشه گیاه

مقنندار  گینناه، یشننهرمراحننل مخت نن  در  یسننهمقادر 

 ی سننوم مشنناهده شنند مرح ننهفروکتننوز بیشننتری در 

یرا اینولین باشد ز یهت زتواند ناشی از یم ( که1شکل )

ی، گیاه از ذخایر خنود دهبا نزدیک شدن گیاه به ساقه 

کند و همنان طنور کنه در یمبرای رشد و نمو استفاده 

قابنل مشناهد اسنت، در اینن مرح نه، مقنندار  3شنکل 

قبنل  مرح نهاینولین و درجه پ یمریزاسیون نسبت بنه 

 کنناه  یافتننه اسننت. در شننرای ی نظیننر کنناه  دمننا 

(Van Den Ende et al., 1996)  و ورود به فناز زایشنی

(Roy et al., 2007 سنتز اینولین کاه  م و سنرعت ،)

یابد؛ در ونین شرای ی بیان ژن تخری  آن افزای  می

1-SST   یابنند و تعننادز بننین یمبننه سننرعت کنناه

بر تغییرا  طوز فروکتان  FEH-1و  FFT-1 هاییمآنز

اثنر گنمار اسنت  هناآن( DPیا درجنه پ یمریزاسنیون )

(Narai-kanayama et al., 2007.)  

 
 .ها و سوسپانسیون س ولی کاسنیریشه در هاکربوهیدرا محتوای  سواریان یهت ز -3 جدوز

Table 3. Variance analysis of carbohydrates in chicory roots and cell suspension culture . 
 

 

 

 

 
 یک درصد.دار در س    یمعن : **

**: significant at the 1% of probability levels. 
 

مقدار گ وکز و ساکارز در مراحل مخت   رشدی تفاو  

مقادیر کتوز و نیستوز در هر سه  معناداری نداشتند اما

مرح ه با هم اخنتلا  معننی داری داشنتند. بیشنترین 

اوز مشاهده شد. مقدار  مرح همقدار کتوز و نیستوز در 

از بیشتر کتوز در اوایل رشد و روند کاهشی آن، ناشنی 

 رشد اسنت. دورهدر طوز  SST-1کاه  قعالیت آنزیم 

 یننولینادر مرح ه ابتدایی رشد، فعالیت آنزیم بیوسنتز 

(1-SST،)  بیشتر از دیمر مراحنل اسنت؛ اگرونه رشند

یابند. یمریشه ادامه دارد ولی فعالیت این آنزیم کاه  

ی و در شنرای  امزرعهی هاکشترویشی در  مرح هدر 

 Vanاسنت )مشابهی مشناهده شنده  کنترز نیز نتایج

Arkel et al., 2012.) 

کتنوز -1ها نیز مشنابه بنا مقنداریشهرمقدار نیستوز در 

کتوز در مرح ه اوز بیشتر از سایر مراحل -1مقدار  بود.

بننود امننا بننا در نظننر گننرفتن مقنندار اینننولین و درجننه 

 توان نتی ه گرفت کهیممریزاسیون در این مرح ه یپ 

افزای  مقدار اینولین و افنزای  درجنه  در این مرح ه،

 مرح نه شود.یممریزاسیون به طور همزمان دنباز یپ 

دوم در کاسنی، بیشترین مقدار درجه پ ی مریزاسنیون 

ی مرح نهو اینولین را داشت و مقدار نیستوز نسبت به 

در  FFT-1یم آننزاوز کاه  یافت که ناشی از فعالیت 

ن است. در واقن  در جهت افزای  درجه پ ی مریزاسیو

S.O.V df Mean Square 

Fructose Glucose Sucrose 1-kestose Nystose Inulin mDP 

Tissue 3 **3126.64 **894.08 **7490.23 **504.74 **974.32 **4785.98 **157.74 

Error 8 12.67 11.80 17.32 2.14 17.45 21.54 0.64 
CV%  18.89 37.28 7.41 5.74 19.41 1.15 7.28 
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این مرح نه، اینن آننزیم از کتنوز و نیسنتوز در جهنت 

هننا بننا درجننه ینولیناافننزای  پ یمریزاسننیون سننایر 

 کنننننندیمپ یمریزاسنننننیون بنننننارتر اسنننننتفاده 

 (van Arkel et al., 2012.) 

 سوسپانسیون سلولی

داد ت زیه نتایج حاصل از انندازه گینری قنندها نشنان 

گیاه  یشهرولی نسبت به سوسپانسیون س  ( که6)شکل 

مقننادیر بیشننتری فروکتننوز،  )هننر سننه مرح ننه(، دارای

ایننولین  مقدار اما است گ وکز، ساکارز، کتوز و نیستوز

گیناه  یشنهرکمتری در سوسپانسیون س ولی نسبت به 

مریزاسنیون ایننولین یپ مشاهده شد؛ همچنین درجه 

 (. 7ها بود )شکل تر از ریشهدر سوسپانسیون، کم

 

 
مرح ه( و سوسپانسیون س ولی.  سه (در ریشه کاسنی  و نیستوز کتوز -1تغییرا  در محتوای گ وکز، فروکتوز، ساکارز،  -6شکل 

: کشت سوسپانسیون س ولی. حرو  متفاو  باری 4: ریشه در انتهای روز  و 3، ماههش  یشهر :2روزه،  75 یشهر :1محور افقی: 

 ی دانکن است.اختلا  آماری معنی دار در س   پنج درصد  بر اساس آزمون وند دامنه ها، نشان دهندهستون
Figure 6- Changes in fructose, glucose, sucrose, 1-kestose and nystose, in chicory rootsat three stages and 

cell suspension culture. Horizontal axis: 1:75 days of root, 2: six months root, 3: root at the end of rosette 

and 4: cell suspension culture. Columns with different letters are significantly different at 5% of 

probability level, based on Duncan’s multiple range tests. 
 

 ولی، کمتر از اگروه مقدار اینولین در سوسپانسیون س

کاسنی بود اما با در نظر گرفتن این  یشهرمقدار آن در 

موضوع که اینن مقندار ایننولین در کمتنر از سنی روز 

دست آمده است، مقدار آن قابل توجنه بنود. اینن در به

یک  حالی است که تولید اینولین در ریشه گیاه کاسنی

ه ماه بعد از کشت، یعنی پس از انتقاز ساکارز از برگ ب

شود. در این زمان، مقندار سناکارز یمگیاه ان ام  یشهر

-یمنگیاه برای تولید ایننولین  در ریشه به حد آستانه

رسد. مقدار باری اینولین درسوسپانسنیون سن ولی در 

این زمان محدود، شاید ناشنی از مقندار زیناد سناکارز 

هننای یمآنزباشنند زیننرا یمموجننود در محننی  کشننت 

عنوان ینک پنی  مناده ساکارز، بهبیوسنتز فروکتان از 

موج  آن، مقندار سناکارز در کنه بنه کنندیماستفاده 

بیوسنتز  یهاژنیک س   آستانه، باعث شروع فعالیت 
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 .(Lu et al., 2002شود )یمفروکتان در س   رونوشت 

ی تولید کننده هاژندر واق    ظت باری ساکارز، بیان 

ی هناژناز بینان کنه کنند، درحالییمفروکتان را القنا 

 ,lothier et al)کنند یمهیندرولیز کنننده ج نوگیری 

م العا  قب ی در در شرای  کشت بافت نشنان  (.2007

های رشندیافته در یشنهردهد که مقدار اینولین در می

گیاهانی که در شرای   نسبت به اییشهششرای  درون 

 ;Itaya et al., 2005اسنت کمتر  اندکردهطبیعی رشد 

Kusch et al., 2009) دهنند کننه یم.( نتننایج نشننان

ها تاثیر زیادی بر مقدار اینولین در کشت بافت هورمون

اند و نسبت اکسین و سیتوکینین استفاده شنده داشته

نینز  گمارد. کینتنیمیر تأثروی آنزیم بیوسنتز اینولین 

ای یشنهشدر افزای  تولید فروکتنان در شنرای  درون 

(. Suarez-Gonzalez et al., 2014اثر گمار بوده است )

نتایج کرومناتوگرافی در کشنت سوسپانسنیون سن ولی 

ی ورنونیا نیز نشان داده است که نوع کنالوس هاکالوس

طوری کننه نیننز یکننی از عوامننل تاثیرگننمار اسننت، بننه

ی شنکننده، هناکالوسی فشنرده نسنبت بنه هاکالوس

دارای اینولین بیشتری هستند و درجه پ ی مریزاسیون 

ی هناکالوسو در  27ی متنراکم، سنه تنا هاالوسکدر 

 .(Trevisan et al., 2014) بود 12شکننده سه تا 

 

 
 

مرح ه( و در سوسپانسیون س ولی. محور  سه (و میانمین درجه پ ی مریزاسیون ریشه کاسنی  تغییرا  در مقدار اینولین -7شکل 

حرو  متفاو ، نشان  : کشت سوسپانسیون س ولی.4: ریشه در انتهای روز  و 3ش  ماهه،  یشهر :2روزه،  75 یشهر: 1افقی: 

 ی دانکن است.اختلا  آماری معنی دار در س   پنج درصد و بر اساس  آزمون وند دامنه دهنده
Figure 7. Changes in Inulin and Mdp in chicory root at three stages and cell suspension culture. 

Horizontal axis: 1:75 days’ root, 2: six months’ root, 3: root at the end of rosette and 4: cell suspension 

culture. Columns with different letters are significantly different at 5% of probability level, based on 

Duncan’s multiple range tests. 
 

ی مساایر بیوساانتای اینااولیر در هاااژنبیااان 

 سوسپانسیون سلولی

دست آوردن اطلاعا  در مورد جهت بررسی بیشتر و به

ی هناژنتولید اینولین در سوسپانسیون سن ولی، بینان 

مسننیر بیوسنننتزی اینننولین در سوسپانسننیون سنن ولی 

گیاه در مرح ه اوز  یشهرکه با توجه به این بررسی شد.

مریزاسننیون، بننه ینننولین و درجننه پ یاز نظننر مقنندار ا

سوسپانسیون س ولی نزدیک بود، از بافت ریشه در این 

استفاده شند.  هاژنمرح ه جهت کنترز و بررسی بیان 

در  FFT-1نتنننایج نشنننان داد کنننه فقننن  بینننان ژن

سوسپانسیون س ولی نسبت به ریشه کاه  یافته است 

، تفنناو  معننناداری بننین هنناژن( و در بقیننه 8)شننکل 
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سپانسیون س ولی و ریشه مشاهده نشد. پایین بودن سو

در سوسپانسیون س ولی  مریزاسیونیپ میانمین درجه 

باشند. بینان کنم  FFT-1 تواند ناشی از بیان کم ژنیم

توانننند بنننه اینننن دلینننل باشننند کنننه یم FFT-1ژن 

سوسپانسیون س ولی در ابتدای تولیند ایننولین اسنت، 

-1بتدایی، بینان ژن گیاهان که در مراحل ا مانند ریشه

FFT یابند. در ها کم است و سپس افنزای  منیدر آن

شود و بعد یممزرعه، تولید اینولین بعد از یک ماه آ از 

 van Arkel etرسند )یماز پنج تا ش  ماه به حداکتر 

al., 2012.). ،درجنننه  کننناه  از جهنننت دیمنننر

ی هناژنتواند ناشی از افزای  بینان یممریزاسیون یپ 

هنا در کننده اینولین باشد. اگروه بیان اینن ژنت زیه 

سوسپانسننیون سنن ولی بننا ریشننه تفنناو  معنننی داری 

نداشننته اسننت امننا افننزای  فروکتننوز و گ ننوکز در 

هنا در آن فعالینت سوسپانسیون س ولی، نشنان دهننده

رسد که افزای  فعالیت س   آنزیمی است. به نظر می

(، ناشنی از FEH-1های ت زینه کنننده ایننولین )آنزیم

کنناه  مننواد در دسننترس باشنند زیننرا در کشننت 

بعد از  دلیل بسته بودن محی ،سوسپانسیون س ولی، به

به دریل مخت   از جم ه کمبنود منواد  نمایی،  مدتی

شنوند و تکتینر و رشند وارد فناز ایسنتایی می هاس وز

شود. در واق  کمبود مواد  مایی بنه یممتوق   هاسوز

هنای زا، سب  فعالیت آننزیمتن  عنوان یکی از عوامل

 شود.ت زیه کننده فروکتان می
 

 
( در سوسپانسیون س ولی. بیان ژن در FEHII-1و  SST، 1-FFT،1-FEHI-1) ینولینای مسیر بیوسنتزی هاژنبیان  -8شکل 

 حرو  متفاو  نشان دهنده روزه، نرماز شد. 75یک در نظرگرفته شد و بیان هر ژن با توجه به بیان ریشه  روزه، 75های یشهر

 اختلا  آماری معنی دار در س   پنج درصد و بر اساس آزمون دانکن است.
Figure 8. Expression of genes encoding Inulin biosynthesis pathway (1-SST, 1-FFT, 1-FEHI and 1-

FEHII) in cell suspension. The gene expression in 75 days’ roots was considered one and the expression 

level of each gene was normalized with respect to this scale. Columns with different letters are 

significantly different at 5% of probability level, based on Duncan’s multiple range tests. 
 

 نتیجه گیری کلی

دهند کنه سوسپانسنیون یمان نتایج این پژوه  نشن 

س ولی، از پتانسیل باریی تولید برخنوردار اسنت و بنه 

عنوان کشت س ولی تمایز نیافته، قادر به تولید مقنادیر 

مریزاسیون پنایین اسنت. یپ  درجهباریی از اینولین با 

رسد که دو مشنکل اصن ی در برابنر افنزای  نظر میبه

آن وجنود دارد؛  مقادیر اینولین و درجه پ یمریزاسنیون

هنا در اسنت زینرا سن وز FFT-1نخست، بیان کم ژن 

آ ازی تولید اینولین هستند و سنپس، فعالینت  مرح ه

باشد. امروزه جهت های ت زیه کننده فروکتان میآنزیم

های سوسپانسیون س ولی، از بیوراکتورها تسهیل کشت

شود که یکی از مزاینای آن، اضنافه کنردن استفاده می
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ت جدیند و از بنین بنردن محندویت منواد محی  کشن

 مایی است که مد  زمان بیشتری را بنرای رشند بنه 

دهد. بنابراین با توجه به پتانسنیل موجنود ها میس وز

رود بنا اسنتفاده از هنا، انتظنار منیبرای تولید فروکتان

بیوراکتورها بتوان مقادیر بیشتری از ایننولین را تولیند 

هنای مریزاسنیونپ نیکرد و همچنین میانمین درجنه 

 دست آورد. بارتری را به
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