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Hyoscyamus reticulatus L.)(  
 

  4، سيدهادي مدني3جعفر اميري، 2بهمن حسيني، 1*مدينه خضرلو

  ، گروه علوم باغباني، دانشكده كشاورزي، دانشگاه اروميهكارشناسي ارشددانشجوي * 1
  دانشيار، گروه علوم باغباني، دانشكده كشاورزي، دانشگاه اروميه 2
  استاديار، گروه علوم باغباني، دانشكده كشاورزي، دانشگاه اروميه 3

 ، دانشگاه اروميهگياهان دارويي، گروه علوم باغباني، دانشكده كشاورزيدكتراي دانشجوي 4
  gmail.com70m.khezerluo@نويسنده مسئول:*

  دهكيچ
مي Solanaceae ي) گياهي علفي، دوساله و متعلق به تيره.Hyoscyamus reticulatus Lبذرالبنج مشبك (

تي و ي صنعآسكوپولامين كه تركيبات مورد علاقهباشد. به لحاظ توليد آلكالوئيدهاي تروپاني هيوسيامين و 
هاي هكشت ريش ورزي محيطدستگيرد. اي در پزشكي مورد استفاده قرار ميگسترده طوربه دارويي هستند،

لقاي هاي دفاعي يكي از راهكارهاي مهم جهت اها، از طريق فعال كردن مكانيسمموئين با استفاده از محرك
افزايش توليد  منظوربهدر پژوهش حاضر، باشد. هاي ارزشمند ميافزايش توليد متابوليتمتابوليسم ثانويه و 

ي سويه هاي كوتيلدوني تراريخت شده باموئين مشتق شده از ريزنمونه هاي ريشهآلكالوئيدهاي تروپاني، كشت
A7 Agrobacterium rhizogenesمختلف نيتريك هاي غلظت تأثيرغيرزيستي تحريك گرديد.  ، توسط محرك

قرار گرفت.  ساعت) مورد بررسي 48و  24هاي مختلف تيمار (ميكرومولار)، در زمان 300و  200، 100، 50، 0اكسيد (
بر برا 5/1و  2/1، به ترتيب بيشترين ميزان هيوسيامين و آسكوپولامين (حدود ANOVAبراساس نتايج تجزيه 

شاهده ساعت م 24و  48ميكرومولار نيتريك اكسيد به مدت  100و  50بيشتر از شاهد)، در اثر تيمار با غلظت 
هاي ثانويه متابوليت راهكار مؤثر جهت توليد عنوانبهتواند ميبا توجه به اين نتايج، بيوتكنولوژي گياهي گرديد. 

   گيرد.گياهي از جمله آلكالوئيدهاي تروپاني مورد استفاده قرار 
  بذرالبنج مشبك، تهييج، ريشه موئين، نيتريك اكسيدآلكالوئيدهاي تروپاني،  كلمات كليدي:

 
 مقدمه

)، جنس هيوسياموس Solanaceae( زمينيسيبي )، تيرهSolanalesها (ي سولانالبذرالبنج مشبك گياهي است از راسته
)Hyoscyamusي رتيكولاتوس () و گونهreticulatus.(  

، حساس بوده شدت به نور) است كه در حالت محلول بهNO(سديم نيتروپروسايد يك تركيب رها كننده نيتريك اكسيد 
ل آزاد گازي نيتريك اكسيد يك راديكا ).Wieczorek et al., 2006( شودآن توسط اكسيژن و دماي زياد تسريع مي تجزيه و

 3-5هاي بيولوژيكي آن در سيستم عمرنيمهباشد كه هاي آزاد) ميطولاني (در مقايسه با ديگر راديكال نسبتاً عمرنيمهشكل با 
هاي دفاعي در مقابل اسخرساني و تنظيم پترين نقش نيتريك اكسيد، پيامبرجسته اعتقاد بر اين است كه احتمالاً ثانيه است.

قا يا ب ها وان، پاتوژنهاي ثانويه گياهي براي حفاظت گياهان در مقابل حمله حشرات، گياهخوارهاست. بيوسنتز متابوليتتنش
باط با تحريك بيوسنتز ها در ارت، القا توليد نيتريك اكسيد توسط محركروازاينهاي غير زيستي گزارش شده است. تحت تنش
اثر نيتريك اكسيد  مطالعه ،هدف از تحقيق حاضر ).Xu, 2007هاي ثانويه در گياهان با خواص دارويي ذكر شده است (متابوليت

  .باشدميموئين بذرالبنج مشبك  هايريشهبر توليد آلكالوئيدهاي تروپاني در كشت 
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  هامواد و روش

اسيد سولفوريك  وساعت  24دت تهيه ريشه موئين گياه بذرالبنج  ابتدا با استفاده از تيمار جيبرليك اسيد به م منظوربه
درصد به  70ز اتانول اه رفع ركود بذور نموده و بذرها پس از ضدعفوني سطحي با استفاده دقيقه اقدام ب 15درصد به مدت  10

 MSكشت  دقيقه، به محيط 10درصد به مدت  80درصد و چند قطره توين  50دقيقه و محلول هيپوكلريت سديم  1مدت 
ي كوتيلدوني تهيه و با سويه مناسب هازني) ريزنمونهجوانهروز پس از  10هفته از كشت ( 2. پس از گذشت شوندميمنتقل 

A7 ،Agrobacterium rhizogenes القا شده از ريزنمونه جدا و در محيط  هايريشهگردد. تلقيح ميMS  بيوتيكنتيآحاوي 
 ليتريميلي 250موئين انتخاب و در ارلن  هايريشهگرم از  1حدود  ازآنپس. گرددمي دارينگهروز  21سفوتاكسيم به مدت 

و در شرايط  گرادسانتي درجه 25ه دماي دور در دقيق 120مايع اضافه و سپس در شيكر انكوباتور با  MS ليترميلي 30حاوي 
 هايزمانميكرومولار) و در  300و  200، 100، 50، 0نيتريك اكسيد (. در ادامه تيمارهاي مختلف شوندمي دارينگهتاريكي 

به  روپانيآلكالوئيدهاي ت ،مارعمال تيا. پس از پايان گرددميبرداشت  هانمونهاعمال و ساعت پس از تيمار)  48و  24مختلف (
 ازي متصل بهگ) استخراج گرديد و ميزان توليد آن با استفاده از دستگاه كروماتوگراف 1986و همكاران ( Kamadaروش 
دانكن  ايدامنهسط آزمون چند آناليز و تو SAS افزارنرمبا  هادادهتجزيه واريانس شخص گرديد. م )GC/MSجرمي ( سنجطيف

  .گرديدي ميانگين مقايسه
 

  نتايج و بحث
د، در حرك نيتريك اكسياثر ساده غلظت و اثرات متقابل غلظت و زمان تيمار با مها نشان داد تجزيه واريانس دادهنتايج 

مين نشان داد. اني هيوسيامين و آسكوپولاداري بر ميزان توليد آلكالوئيدهاي تروپمعني تأثيرسطح احتمال يك درصد 
صل از نتايج حا دار بود.يدرصد بر توليد آلكالوئيد تروپاني آسكوپولامين معن 5ي زمان نيز در سطح احتمال همچنين، اثر ساده

 50غلظت وئين با مهاي درصد) در اثر تيمار ريشه 66/23حداكثر ميزان هيوسيامين ( ها تشان دادي ميانگين دادهمقايسه
 2/1صد) حدود در 75/19هاي موئين شاهد (دست آمد كه نسبت به ريشهساعت به 48ميكرومولار نيتريك اكسيد در زمان 

رصد) در اثر تيمار د 56/23همچنين در رابطه با آلكالوئيد تروپاني آسكوپولامين، بيشترين ميزان آن ( .برابر افزايش نشان داد
  .تر از شاهد)برابر بيش 5/1ساعت به دست آمد ( 24يكرومولار نيتريك اكسيد به مدت م 100هاي موئين با غلظت ريشه

ين هاي موئيشهرمدت زمان تيمار با نيتريك اكسيد بر توليد آلكالوئيدهاي تروپاني  غلظت و تأثيرنتايج تجزيه واريانس  -1جدول 
  بذرالبنج مشبك

  )MSميانگين مربعات (  آزاديه درج  منابع تغييرات
  ميزان هيوسيامين (درصد)          ميزان آسكوپولامين (درصد)

  a(  4  **66/16                                 **51/36غلظت محرك (
  b(  1  ns 71/0                                   *17/12زمان تيمار (

  a×b(  4  **83/12                                **03/22اثر متقابل (
  86/1                                        40/0  20 اشتباه آزمايشي

  14/7                                      28/3                                          ضريب تغييرات (درصد)   
  باشد.دار ميعنيدرصد و عدم وجود اختلاف م 5و  درصد1دار در سطح احتمالي وجود اختلاف معنيدهندهبه ترتيب نشان nsو  *و  **
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حروف  هيوسيامين. گين اثرات متقابل غلظت و زمان تيمار با نيتريك اكسيد بر ميزان توليد آلكالوئيدهاي تروپانيمقايسه ميان -1نمودار 

  باشد.درصد آزمون دانكن مي 1دار در سطح احتمال ي عدم اختلاف معنيمشابه نشان دهنده
  

  
مين. اني آسكوپولاگين اثرات متقابل غلظت و زمان تيمار با نيتريك اكسيد بر ميزان توليد آلكالوئيدهاي تروپمقايسه ميان -2نمودار 

  باشد.درصد آزمون دانكن مي 1دار در سطح احتمال ي عدم اختلاف معنيحروف مشابه نشان دهنده
  

Durner ) هاي تنباكو با نيتريك اكسيد باعث تحريك سنتز اسيد تيمار برگاند كه ) نشان داده1998و همكاران
كنندگي آهن مورد نياز هستند. از طرف ديگر، نيتريك اكسيد براي هاي تنظيمشود كه براي بيان ژنسالسيليك داخلي مي

توان گفت مي روازاين كند. گري يا تسهيلنيتريك اكسيد را واسطه تأثيرتواند انجام وظيفه به اسيد سالسيليك نياز دارد كه مي
هاي زنده و غير زنده عمل به استرس پيام دروني در پاسخ عنوانبهكه اسيد سالسيليك شرايط تنشي را در گياه القا كرده و 

 ,.Samadi et al(گردد هاي ثانويه شده و بخشي از راهكار دفاعي گياه در برابر تنش محسوب ميكرده و سبب تجمع متابوليت

2014.(  
هاي پايين ميزان لظتغساعت، در  24در رابطه با آلكالوئيد تروپاني آسكوپولامين نيز نتايج نشان داد كه در مدت زمان 
ه ميل يد مربوط بيك اكسنيتر تأثيرگذارتوليد آسكوپولامين بيشتر بوده و با افزايش غلظت كاهش يافته است. بسياري از اعمال 

  باشد.مي) Wattsr et al., 2003( هاي تنظيمي آهنثر روي پروتئينتركيبي شديد آن به آهن، مانند ا
ها ليت برخي از آنزيمهاي سلولي منجر به جلوگيري از فعااز طرفي، كاربرد خارجي نيتريك اكسيد در گياهان و يا در كشت

   ). Del Rio et al., 2004گردد (از جمله اكونيتاز مي
كند در گياه تنباكو كاتاليز ميرا در واقع اكونيتاز آنزيم آهن سولفور است كه تبديل سيترات به ايزوسيترات (تنفس) 

)Navarre et al., 2000 مهار اكونيتاز سيتوسولي ممكن است عاملي براي تبديل شدن به يك پروتئين  روازاين) و
). بنابراين انتظار  ,1996Vanlerberghe and Mclntoshشود (مي سلوليدرون 2Fe+آهن باشد كه باعث افزايش  يكنندهتنظيم
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) مورد نياز جهت انجام اين واكنش آنزيمي را 2Fe+هاي موئين با محرك نيتريك اكسيد توانسته آهن (رود كه تيمار ريشهمي
نيتريك اكسيد وظايف بيولوژيكي  هاي پايين گردد. در گياهانفراهم نمايد و منجر به افزايش توليد آسكوپولامين در غلظت

ي نيتريك عنوان محافظ سلولي عمل كند و هم سميت سلولي ايجاد كند. وظايف دو گانهتواند بهاي دارد كه هم ميپيچيده
ها وابسته است ، به غلظت و موقعيت نيتريك اكسيد در سلولاكسيدانآنتيعنوان يك اكسيد كننده قوي يا اكسيد به

)Schmidt and Walter, 1994( .  
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Abstract 

 Hyoscyamus reticulatus L. is an herbaceous, biennial, belonging to Solanaceae family. Due to 

production of tropane alkaloids such as hyoscyamine and scopolamine, that interested compounds in 
pharmaceutical and industrial, they are widely used in medicine. Hairy roots media manipulation using 
elicitors by activating defense mechanisms is one of the main strategies to induce secondary metabolism 
and increased production of valuable metabolites. In the present study, in order to increase production of 
tropane alkaloids, cotyledon-derived hairy root cultures transformed with Agrobacterium rhizogenes 
strain A7, elicited by abiotic elicitor. Effects of different concentrations of nitric oxide (0, 50, 100. 200 and 
300 µM) at different exposure times (24 and 48 h) were investigated. According to the ANOVA results, 
the highest hyoscyamine and scopolamine production (about 1.2-fold and 1.5-fold increase over the 
control) was observed in 50 and 100 µM nitric oxide at 48 and 24 hours of exposure time, respectively. 
According to these results, plant biotechnology can be used as effective strategies for the production of 
plant secondary metabolites such as tropane alkaloids.  
Keywords: Elicitation, Hairy root, Hyoscyamus reticulatus L., Nitric oxide, Tropane alkaloids. 


