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بررسي اثر تغييرات غلظت اكسين همراه با كلسيم و نيترات بر مقدار زي توده و محتواي 
  H. arachnoideus Pojarkآلكالوئيد تام در كشت بافت 

  2مهري مهرابي و *1مهديس ابراهيم زاده معبود
  كرج، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد كرج، گروه ميكروبيولوژيايران،  1

  زيست شناسي، علوم گياهيگروه  علوم پايه ،دانشكده  واحد تهران شرق، ه پيام نوردانشگاايران، تهران،  2

  24/11/95 :تاريخ پذيرش    4/9/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
 به تواند مي گياهي بافت كشت. باشند مي جهان مردم اكثر براي درماني بخش حيات منابع ترين فرد به منحصر دارويي گياهان
 گياهان دستكاري منظور به و سترون شرايط تحت غيره، و ريشه ساقه، برگ، نظير گياهي هاي جداكشت از استفاده با معمول طور
 تروپان از غني منابع عنوان به بنگ، سرده نظير زميني، سيب تيره گياهان. گردد اندازي راه ثانويه، هاي متابوليت استخراج نيز و

 نوع دو. گرفت قرار بررسي مورد H.arachnoideus Pojark  گونه حاضر، در پژوهش. هستند توجه مورد آلكالوئيدهايي
 5/7 و سوكروز% 3 حاوي MS كشت محيط روي بر آمدند، دست به گونه اين هاي رست دانه از كه) ريشه و برگ( جداكشت

-NO(نيترات ،)+Ca2(كلسيم يون مختلف هاي غلظت اثرات. شدند داده كشت آگار گرم
% 3 حاوي MS كشت محيط روي  )3

 در ،)ليتر بر گرم ميلي NAA)0، 5/0، 1، 2 اكسين از غلظت چهار با ريشه و برگ هاي جداكشت در آگار، گرم 5/7 و سوكروز
 زي مقدار بر را عوامل اين اثر تا شد بررسي شاهد، گروه عنوان به آگار، گرم  5/7 و سوكروز% 3 حاوي MS كشت محيط مقابل
 بر مثبتي اثرات داراي كلسيم يون غلظت افزايش كه داد نشان ما هاي يافته. نماييم تعيين امت آلكالوئيد محتواي و كالوسي توده
 و توده زي مقدار بر متفاوتي اثرات داراي نيترات، ديگر، طرف از. باشد مي تام آلكالوئيد محتواي و كالوسي توده زي مقدار

  . داد كاهش را آلكالوئيد محتواي و افزايش را توده زي مقدار موارد برخي در اما بود، كالوس تام آلكالوئيد محتواي

Ca2+، NO3 رشد، كنند تنظيم بنگ،: كليديواژه هاي 
  .تام آلكالوئيد ، ،-

 m_ebr1974@yahoo.com: ، پست الكترونيكي09121304643 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
آلكالوئيدها گروهي از متابوليت هاي ثانوي مي باشند كه 

متابوليت . ده در قلمرو گياهي منتشر بوده اندبطور پراكن
هاي ثانوي گياهي به علت فعاليت هاي بيولوژيكي 
وسيعشان براي قرن ها در پزشكي سنتي بكارگرفته شده اند 

سنتز شيميايي توليد متابوليت ثانوي، براي گذشته از ). 5(
مدت زمان طولاني، از طريق كشت مزرعه اي گياهان 

اين گياهان منشا گرفته از . تداروئي رايج شده اس
بيوتوپهاي ويژه را به سختي مي توان خارج از اكوسيستم 

بعلاوه چنين است كه گياهان يك شكل . محلشان رشد داد

قادر  اين منظور به دليل حساسيت به عوامل بيماريزا شده به
اين مشكل موجب . به تحمل كشت مزارع بزرگ نيستند

ت ها به راه كشت ياخته شده دانشمندان و بيوتكنولوژيس
ها، بافت ها و اندام ها به عنوان يك راه فرعي براي توليد 

  . )15(متابوليت هاي ثانوي نگاه كنند

اثرات درماني، سمي خلسه آور آمش هاي بنگ 
)Hyoscyamus ( از زمان هاي قديم براي انسان مشخص

اين اثرات مربوط به آلكالوئيدهاي تروپاني هيوسيامين . بود
كوپولامين موجود در آنها مي باشد كه با اتصال به و اس
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جايگاههاي موسكاريني پذيرنده هاي عصبي كلينرژيك 
. موجود در ياخته هاي عصبي نقش خود را اعمال مي كنند

با توجه به اهميت گياهان اين سرده بررسي و يافتن روشي 
موثر دارويي مي شود، اهميت كه باعث افزايش ماده 

ين پژوهش بررسي اثرعوامل مختلف نظير در ا. خاصي دارد
تغيير مقادير هورمون گياهي و منبع كربني بر رشد و تمايز 
بافت و تغيير مقدار آلكالوئيد انجام شد، تا با بكارگيري 

ز اين ماده امحيط كشت مناسب به مقادير قابل توجه 
  .دارويي دست يافت

  روشها و مواد
 نهگو بذرهاي مطالعه، اين در: گياهي مواد

H.arachnoideus Pojark (35833.TUH)، به بنگ سرده از 
 ،)In vitro( شيشه در كشت براي اوليه ي ماده عنوان
 شهر منطقه از H.arachnoideus بذرهاي. گرديد استفاده
 ابتداي رحمت، وادي جاده گلي، ائل پارك بر مشتمل تبريز
  .شدند آوري جمع باسمانج، جاده

  : روشها

 به و زايي الوسك منظور به: شيشه در كشت هاي محيط
 محيط از آلكالوئيدها مثل مختلف تركيبات آوردن دست
  .شد استفاده) MS )21 كشت

 در ساعت 12 مدت به بذرها خفتگي، رفتن بين از براي
 .شدند داده قرار) ليتر بر گرم ميلي 35(اسيد ژيبرليك

 سخت پوسته داشتن علت به H.arachnoideus بذرهاي
 مانع، اين كردن برطرف منظور به. نيستند زني وانهج به قادر

 قرار غليظ اسيد سولفوريك در ثانيه 15- 30 مدت به بذرها
 سترون بذرهاي. شدند آبكشي بار چندين سپس و گرفته
 شرايط تحت MS كشت هاي محيط درپس از كشت  شده

 ساعت 8 نوري دوره و گراد سانتي درجه 25±1 دمايي
 ميكرو 5/32 نوري شدت با اييروشن ساعت 16 و تاريكي

 مدت از پس بذرها. گرفتند قرار درثانيه، مربع متر بر مول
 هفته 4 هاي رست دانه از. زدند جوانه روز 10 تقريبي زمان

 انجام براي برگ و ريشه هاي جداكشت تهيه منظور به اي
  .گرديد استفاده بعدي، هاي آزمايش

 عناصر زا متفاوت تيمارهاي مختلف، هاي جداكشت اثر
 استيك نفتالن هورمون از مختلف هاي غلظت نيز و غذايي
 محتواي و كالوسي، ي توده زي ميزان بر ،)NAA(اسيد

 بنابراين. گرفت قرار بررسي مورد گونه اين در تام آلكالوئيد
 به مختلف هاي محيط در مختلف جداكشتي هاي قطعه
 در نظر، مورد اثرات و شدند داده قرار 1 جدول شرح
 بررسي ،)2 جدول(هورموني غلظت از مختلف حسطو
  . گرديد
 تاثير بررسي منظور به شده گرفته كار به مختلف تيمارهاي -  1 جدول
 دست به تام آلكالوئيد و توده زي توليد بر كربني منبع و نيترات كلسيم،

  ها كالوس از آمده
 كشت محيط  تيمارنام

 *MS شاهد

T1 MS* + 13.2gr ( CaCl2) 
T2 MS* + 17.6gr (CaCl2) 
T3 MS* + 22gr (CaCl2) 
T4 MS* – 19gr (KNO3) + 28.02gr

(KCl) 
T5 MS* + 31.98gr (NaNO3) 

 گرم 5/7 و سوكروز گرم MS، 30 كشت محيط به موارد، تمامي در* 
  .شد اضافه آگار،

 منظور به شده گرفته كار به هورموني مختلف سطوح -  2 جدول
  ها كالوس از آمده دست به تام لكالوئيدآ و توده زي مقدار بررسي
 NAA (-1 mgl(اسيد استيك نفتالن غلظت رديف

1  0  
2 5/0  
3  1  
4 2  

  

 كاملا طرح قالب در فاكتوريل آزمايش وسيله به ها داده
 مورد در. گرفتند قرار بررسي مورد تكرار سه با تصادفي
 تحليل و تجزيه ،)جداكشت نوع دو(گروه دو بين مقايسه
 p≤ 0.05 سطح در استيودنت -t آزمون از استفاده با ها داده
 بين مقايسه(گروه دو از بيش مقايسه مورد در. شد انجام

 واريانس تجزيه روش از استفاده با ها، داده ،)تيمارها
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 در توكي تعقيبي آزمون آن دنبال به و ،ANOVA يكطرفه،
 از استفاده با و ها، ميانگين مقايسه منظور به p≤ 0.05 سطح
  . گرفتند قرار تحليل و تجزيه مورد ،SPSS آماري افزار نرم

 كالوس آلكالوئيد، منظوراستخراج به آلكالوئيد استخراج
 تيمارهاي حاوي هاي محيط از آمده دست به هاي

. شدند برداشت ها، جداكشت كشت از پس هفته 8مختلف،
 شرح به  آلكالوئيد استخراج براي شده گرفته كار به روش
% 25 آمونياك با شده توزين كالوسپودر): 20(باشد مي زير

 طوريكه به شد ريخته اتانول مخلوط روي بر .شد خيسانده
 مخلوط اي شيشه زن هم با سپس. پوشاند كاملا را آن روي
 حالت به ساعت 12- 15 مدت به حاصل مخلوط. گرديد
 در حاصل، ي شده صاف ي عصاره.گرفت قرار ساكن
 روي. شد پرانده آن حلال و فتگر قرار هوا جريان معرض
 كلريك هيدرو ليتر ميلي 5 ماند، باقي ظرف جداره بر آنچه
 اسيد در ظرف ي مانده ته و شد ريخته نرمال يك اسيد
 نفت اتر ليتر ميلي 5 دكانتور يك داخل. گرديد حل كاملا
 اين در. شد افزوده آن به بالا اسيدي محلول و ريخته
 شد داده تكان پايين و بالا فطر به شدت به دكانتور مرحله

 و آوري جمع گرفته قرار زيرين فاز در كه اسيدي محلول و
 بار سه مرحله اين. شد ريخته دور اترنفت حاوي بالايي فاز

 با شده آوري جمع اسيدي محلول pH.  گرديد تكرار
 به واكنش اين آنجاييكه از. شد رسانده 11 به% 25 آمونياك
 محلول. گرديد انجام يخ در كار اين زاست، گرما شدت
 كلروفرم آن روي بر و ريخته دكانتور يك داخل در حاصل
 پاييني فاز در است آلكالوئيد حاوي كه كلروفرم. شد اضافه
 مرتبه سه مرحله اين. گرديد آوري جمع و گرفت قرار

 در شده، آوري جمع كلروفرمي محلول.گرديد تكرار
 شود  پرانده آن حلال تا گرفت قرار هوا جريان معرض

 متانول ليتر ميلي يك در ظرف، جداره در مانده باقي ماده
 قرار استفاده مورد آلكالوئيد سنجش براي و شد حل

  .گرفت

 در آلكالوئيد حاوي متانولي محلول: تام آلكالوئيد سنجش
 سنجش براي و شد تهيه ليتري ميلي يك هاي حجم

 با تام يدآلكالوئ سنجش.گرفت قرار استفاده مورد آلكالوئيد
-UV )UV-1601, UV اسپكتروفتومتر دستگاه از استفاده

Visible Spectrophotometer, Shimadzu(، بررسي مورد 
   ).16( گرفت قرار

 استاندارد ماده توسط استاندارد منحني منظور اين به
 و گرديد رسم نانومتر 210 موج طول در سولفات آتروپين
 موج طول همين در ها نمونه از يك هر )OD(نوري چگالي
 منحني خط فرمول از استفاده با سپس. شد خوانده

 ميلي حسب بر نمونه هر در تام آلكالوئيد مقدار استاندارد،
 .گرديد محاسبه بافت تر وزن گرم در گرم

  :استاندارد منحني خط معادله
 Y= 0.2233 X – 0.1167 , R2 = 0.9442  

 ،X و) OD(نوري چگالي دهنده نشان Y معادله، اين در
 توسط شده خوانده تام آلكالوئيد غلظت دهنده نشان

 استاندارد دقت بيانگر R2 و. است اسپكتروفتومتر دستگاه
 تهيه استاندارد دقت باشد، نزديكتر 1 به هرچه كه است
 .است بالاتر شده

  نتايج
 آلكالوئيد و توده زي مقدار بر كلسيم اثر بررسي. الف
 و برگ هاي داكشتج در كالوس از آمده دست به تام

 :NAA: 0mgl-1)(هورمون فاقد كشت محيط در ريشه
 برده كار به كلسيمي تيمارهاي و شاهد گروه چهار
 ).1 جدول(شد

 5/2 ميزان تا كلسيم افزايش:  برگ جداكشت در كلسيم اثر
 ميزانمعني دار كاهش باعث پايه، محيط به نسبت) T3(برابر
ه در اين سطح بعلاو.شدنسبت به نمونه شاهد  توده زي

 توليد آلكالوئيد مقدار در تغييرييا  كلسيم افزايشهورموني 
  كاهش باعث يا و )T2تيمار(دنكر ايجاد كالوس توسط شده
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- الف نمودار()T3و  T1تيمارهاي ( شد آن مقدارمعني دار
1.(  

 دست به كالوسي توده زي: ريشه جداكشت در كلسيم اثر
نسبت به بقيه گروه  را افزايش معني داري ،T1 گروه از آمده

در حاليكه بين ساير گروه ها اختلاف معني دار  داد ها نشان
  .نبود

 مقدار كاهش معني دار T3 و افزايش معني دار شاهد گروه
  ).2- نمودارالف(نسبت در گروه نشان دادند را تام آلكالوئيد

 و شاهد هاي گروه در ريشه، و برگ هاي جداكشت اثر
 در جز به توده، زي مقدار وليدت نظر از :كلسيمي تيمار
 جداكشت نوع دو بين اختلاف معني داري كه شاهد گروه
 به نسبت ريشه جداكشت تيمارها، ساير در نداشت، وجود

 توليد بيشتري به طور معني داري كالوس برگ، جداكشت
كه  تام آلكالوئيد نتايج مربوط به توليد ).3- الف نمودار(كرد

شده، نشانه وجود اختلاف  نشان داده 4- الف در نمودار
معني دار بين جداكشت هاي برگ و ريشه در تمام نمونه 

  .مي باشد T1ها بجز تيمار

 تام آلكالوئيد و توده زي مقدار بر كلسيم اثر بررسي. ب
 ريشه و برگ هاي جداكشت در كالوس از آمده دست به
 و شاهد گروه چهار: NAA: 0.5mgl-1 هورموني سطح در

 ).1 جدول(شد برده كار به يكلسيم تيمارهاي

 بين آماري معنادار تفاوت: برگ جداكشت در كلسيم اثر
 درحاليكه نداشت، وجود توده زي مقدار نظر از تيمارها،
 مقدار معني دار افزايش باعث كلسيم تدريجي افزايش

  ). 1- ب نمودار(با افزايش مقدار كلسيم گرديد  تام آلكالوئيد

 گونه اين ريشه جداكشت رد:ريشه جداكشت در كلسيم اثر
 و نگرفت قرار كلسيم افزايش تاثير تحت توده زي توليد نيز

 تيمارهاي و شاهد هاي گروه اختلاف معني داري بين
 T2 گروه در تام آلكالوئيد توليد.وجود نداشت كلسيمي

 توليد مقدار كاهش معني دار T1 گروه افزايش معني دار و
 ).2-ب ارنمود(دادند نشان را تام آلكالوئيد

 و شاهد هاي گروه در ريشه و برگ هاي جداكشت اثر
 از تيمارها ساير ،T1 تيماري گروه جز به: كلسيمي تيمار
اختلاف معني  كالوس توسط شده توليد توده زي مقدار نظر

 نشان ريشه و برگ جداكشت نوع دو بين در را داري
و شاهد اختلاف  T1 گروه هاي در ). 3- ب نمودار( ندادند

 تاثير تحت شده توليد تام آلكالوئيد مقدار ي داري بينمعن
 يعني ديگر گروه دو وجود نداشت ولي در جداكشت نوع
T2 و T3، به كالوس حاصل از  تام آلكالوئيد بين مقدار 

ريشه اختلاف  و برگ جداكشت نوع دو از آمده دست
  ).4- ب نمودار. (معني داري مشاهده شد

 تام آلكالوئيد و توده زي مقدار بر كلسيم اثر بررسي. پ
 ريشه و برگ هاي جداكشت در كالوس از آمده دست به
 سه و شاهد گروه :NAA: 1mgl-1 هورموني سطح در

  ).1 جدول(شد برده كار به كلسيمي تيمار گروه

بين  توده زي از نظر مقدار : برگ جداكشت در كلسيم اثر
 T1 تنها گروه گروه ها اختلاف معني دار وجود نداشته و

 افزايش معني دار مقدار زي توده را نشان داده است
 آلكالوئيد توليدافزايش معني دار  درحاليكه ).1- پ نمودار(

 به تدريج با افزايش مقداركلسيم مشاهده مي شود تام
 ).1-پ نمودار(

 توده زي توليد لحاظ از:ريشه جداكشت در كلسيم اثر
 در شت،ندا وجود تيمارها بين معناداري اختلاف كالوسي،

 افزايش معني دار باعث توانست T2 گروه كه حالي
اختلاف معني داري با  تيمارها ساير و شود تام آلكالوئيد

  ).2-پ نمودار(نداشتند شاهد گروه

 و شاهد هاي گروه در ريشه و برگ هاي جداكشت اثر
كه جداكشت برگ افزايش   T1 گروه جز به:  كلسيمي تيمار

نسبت به ريشه نشان داد در  مقدار زي توده را معني دار
 ها اختلف معني داري بين جداكشت ها از نظر گروه ساير
 توليد ولي،). 3- پ نمودار( وجود نداشت توده زي مقدار

 تيمار هاي گروه تمام در جداكشت نوع دو در تام آلكالوئيد
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 معني داري را نشان داد  تفاوت هم با شاهد و كلسيمي
 ).4-پ نمودار(

 تام آلكالوئيد و توده زي مقدار بر كلسيم اثر بررسي. ت
 ريشه و برگ هاي جداكشت در كالوس از آمده دست به
 سه و شاهد گروه :NAA: 2mgl-1 هورموني سطح در

  ).1 جدول(شد برده كار به كلسيمي تيمار گروه

 زي مقدار بر كلسيم افزايش: برگ جداكشت در كلسيم اثر
 نمودار( نداشت يتاثير معني دار شده توليد كالوسي توده
افزايش  T1 گروه وسيله به تام آلكالوئيد وليتوليد ).1- ت

داد و در كل بين  نشان   گروه ساير نسبت به معني داري
  ).1-ت نمودار(همه گروه ها اختلاف معني دار بود

اثر معني  كلسيم افزايش  :ريشه جداكشت در كلسيم اثر
 اين در شده توليد كالوسي توده داري برمقداد  زي

 افزايش معني دار مقدار ،T3 ولي گروه نداشت،  جداكشت
 ).2- نمودارت(نشان داد را تام آلكالوئيد

 آلكالوئيد توليد نظر از ريشه و برگ هاي ابين جداكشت
 نوع دو هر كه، حالي در اختلاف معني دار وجود دارد،

كردند و  توليد يكساني كالوسي توده زي مقدار جداكشت
بين آن ها در هر گروه وجود  اختلاف معني داري

  ).4- ت و 3- ت نمودارهاي(ندارد

 تام آلكالوئيد و توده زي مقدار بر نيترات اثر بررسي. ث
 ريشه و برگ هاي جداكشت در كالوس از آمده دست به
 گروه سه )NAA: 0mgl-1(هورمون فاقد كشت محيط در

 .)1 جدول( شد برده كار به نيتراتي تيمارهاي و شاهد

 دست به كالوسي توده زي: برگ جداكشت در اتنيتر اثر
 كاهش(T4 هاي گروه به نسبت شاهد، گروه از آمده

 بود بطور معني داري بيشتر ،)نيترات افزايش(T5 و) نيترات
 گروه دو در شده توليد تام آلكالوئيد مقدار). 1-ث نمودار(

اختلاف معني داري نداشته ولي نسبت  ،T5 گروه و شاهد
 نمودار( بود بطورمعني داري بيشتر نيترات كاهش تيمار به
 ).1- ث

تغيير نيترات محيط بر :  ريشه جداكشت در نيترات اثر
مقدار زي توده تاثيري نداشت ولي باعث كاهش معني دار 

 ).2- ث نمودار( آلكالوئيد تام گرديد

 و شاهد هاي گروه در ريشه و برگ هاي جداكشت اثر
ن دو جداكشت اختلاف در هر دو تيمار بي:  نيتراتي تيمار

 معني داري از نظر مقدار زي توده كالوسي وجود داشت
ولي تنها در تيمارافزايش نيترات،نظير شاهد، اختلاف بين 

 ).4- ث و 3- ث نمودارهاي(دو جداكشت معني دار بود 

 تام آلكالوئيد و توده زي مقدار بر نيترات اثر بررسي. ج
 ريشه و گبر هاي جداكشت در كالوس از آمده دست به
 و شاهد گروه سه:NAA: 0.5mgl-1 هورموني سطح در

  ).1 جدول( شد برده كار به نيتراتي تيمارهاي

 كالوسي، توده توليدزي: برگ جداكشت در نيترات اثر
 ).1- ج نمودار(نگرفت قرار نيتراتي تيمارهاي تاثير تحت

 توليد افزايش معني دار باعث محيط نيترات ولي افزايش
  ).1- ج نمودار( گرديد تام آلكالوئيد

سبب  نيترات افزايش: ريشه جداكشت در نيترات اثر
افزايش معني دار زي توده و كاهش معني دارآلكالوئيد تام 

 ).2-ج نمودار( نسبت به گروه شاهد شد

 و شاهد هاي گروه در ريشه و برگ هاي جداكشت اثر
 كالوسي توده زي مقدار ها، گروه تمامي در: نيتراتي تيمار
 بود يكسان ريشه، و برگ هاي جداكشت توسط شده يدتول
 گروه در ).3- ج نمودار( نداشتند هم با معناداري تفاوت و

 تحت كالوس، توسط شده توليد تام آلكالوئيد مقدار شاهد،
 ،T5 و T4 هاي گروه در. نگرفت قرار جداكشت نوع تاثير
 از حاصل كالوس توسط شده توليد تام آلكالوئيد مقدار

 در مقدار اين از بطورمعني داري بيشتر برگ جداكشت
  ).4- ج نمودار( بود ريشه جداكشت

 تام آلكالوئيد و توده زي مقدار بر نيترات اثر بررسي. چ
 ريشه و برگ هاي جداكشت در كالوس از آمده دست به
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 و شاهد گروه سه:  NAA: 1mgl-1 هورموني سطح در
  ).1 جدول( شد برده كار به نيتراتي تيمارهاي

 كاهش مقادير حاوي تيمار: برگ جداكشت در نيترات ثرا
 كالوسي توده زي به طورمعني داري مقدار نيترات يافته

 و شاهد بين دو گروه كه حالي در نمود، توليد بيشتري
 دست به تام آلكالوئيد .اختلاف معني دار نبود ،T5 گروه
 مقادير نيترات و يافته افزايش مقادير حاوي تيمار از آمده
به ترتيب افزايش و كاهش معني دار آلكالوئيد  يافته، هشكا

 ).1-چ نمودار. (نشان داد شاهد گروه را نسبت به

 در كالوسي توده زي توليد:  ريشه جداكشت در نيترات اثر
  نگرفت قرار نيتراتي تيمارهاي تاثير تحت جداكشت اين

 افزايش باعث نيترات، افزايش و كاهش تيمار دو ولي هر
 ).2 -چ نمودار( شدند تام آلكالوئيد ر مقدارمعني دا

 شاهد هاي گروه ريشه، در و برگ هاي جداكشت تاثير
 نوع دو هر در كالوسي توده زي مقدار:  وتيمارنيتراتي

اختلاف معني  ، گروه سه هر در ريشه و برگ جداكشت
 مقدار عكس، بر ).3 - چ نمودار(داري با يكديگر نداشتند

 و برگ هاي جداكشت در گروه، سه هر در تام، آلكالوئيد
 ).4 - چ نمودار(داد  نشان را اختلاف معني داري ريشه،

 تام آلكالوئيد و توده زي مقدار بر نيترات اثر بررسي. ح
 ريشه و برگ هاي جداكشت در كالوس از آمده دست به
 دو و شاهد گروه:  NAA: 2mgl-1 هورموني سطح در

 ).1 جدول(شد برده كار به نيتراتي تيمار گروه

 در كالوسي توده زي: برگ جداكشت در نيترات اثر
 نيتراتي تيمار نوع تاثير گونه، تحت اين برگي جداكشت

بطور معني  ،T5 گروه در تام آلكالوئيد نگرفت وليتوليد قرار
كاهش ( T4 گروه و بود شاهد گروه از داري بيشتر

 نسبت به گروه تام آلكالوئيد توليد كاهش معني دار)نيترات
 ).1 -ح نمودار( شاهد را نشان داد

 و آلكالوئيد كالوسي توده زي مقدار :ريشه جداكشت در اثر
 تيمارهاي تاثير تحت ريشه جداكشت از آمده دست به تام

 .وجود نداشت و تفاوت معني داري نگرفت قرار نيتراتي

 و شاهد هاي گروه ريشه، در و برگ هاي جداكشت اثر
 نوع دو هر در كالوسي توده زي مقدار:  نيتراتي تيمار

 نمودار(اختلاف معني داري نداشتند ريشه و برگ جداكشت
 برگ تام كالوس حاصل جداكشت آلكالوئيد مقدار). 3-ح
بجز در تيمار كاهش نيترات اختلاف معني داري   ريشه و

  ). 4-ح نمودار(وجود داشت

 بودن نرمال فرض ،) 05/0 از بزرگتر( sig عدد به توجه با
  .گردد مي تاييد اه داده

  
 ± تكرار سه ميانگين بيانگر ها ستون نمودارها، تمامي در* 

  .باشند مي معيار انحراف
 به ها جداكشت از كدام هر به مربوط كه نمودارهايي در - 

 ميانگين مقايسه ،)تيمارها بين مقايسه( است جداگانه طور
 p≤0.05 آماري سطح در و توكي آزمون از استفاده با ها

 هاي ستون روي بر يكسان الفبايي حروف. است شده انجام
 مي ها ميانگين بين معنادار تفاوت عدم دهنده نشان ،مشابه
  .باشد

 است، جداكشت نوع دو بين مقايسه كه نمودارهايي در - 
 استيودنت – t آزمون از استفاده با ها، داده تحليل و تجزيه

 اييالفب حروف. است شده انجام p≤0.05 آماري سطح در و
 عدم دهنده نشان ،مشابه غير هاي ستون روي بر يكسان
  .است ها ميانگين بين معنادار تفاوت

  

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -  الف -1 نمودار
 تيمار و شاهد هاي درگروه ،H.arachnoideus گونه برگ جداكشت

  )NAA:0 mgl-1(هورمون فاقد كلسيمي
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 از آمده دست به تام  آلكالوئيد و توده زي قدارم -الف - 2نمودار
 تيمار و شاهد هاي درگروه ،H.arahnoideus گونه ريشه جداكشت

  )NAA:0 mgl-1(هورمون فاقد كلسيمي

  
 به توده زي مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -الف -3نمودار
 هاي درگروه ، H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست

  )NAA:0 mgl-1(هورمون فاقد كلسيمي تيمار و شاهد

  
 آلكالوئيد مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -الف -4نمودار

 درگروه ،H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست به تام
  )NAA:0 mgl-1(هورمون فاقد كلسيمي تيمار و شاهد هاي

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار - ب -1نمودار

 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه برگ جداكشت
  NAA:0.5 mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار

  

 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار - ب -2نمودار
 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه ريشه جداكشت
  NAA:0.5 mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار

  
 به توده زي مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير - ب -3نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست

  NAA:0.5 mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار و شاهد

  

  
 تام آلكالوئيد مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -ب-4نمودار

 هاي گروه در H.arachnoideus نهگو در كالوس از آمده دست به
  NAA:0.5 mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار و شاهد

  

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -پ-1نمودار
 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه برگ جداكشت

  NAA:1mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار

  

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -پ-2نمودار
 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه ريشه جداكشت

  NAA:1mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار

b 

a  ba b 

a

a  a 
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 به توده زي مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -پ-3نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست

  NAA:1mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار و شاهد

  
  تام آلكالوئيد مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -پ-4نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده بدست

  NAA:1mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار و شاهد

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -ت-1نمودار
 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه گبر جداكشت

  NAA: 2mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار

 
 از آمده دست به  تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -ت-2نمودار
 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه ريشه جداكشت

  NAA: 2mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار

  

 به توده زي مقدار بر ريشه و برگ هاي شتجداك تاثير - ت -3نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست

  NAA: 2mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار و شاهد

  
 به  تام آلكالوئيد بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -  ت-4نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست
 NAA: 2mgl-1 هورموني سطح در كلسيمي تيمار و اهدش

 

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار - ث-1 نمودار

 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه برگ جداكشت
  )NAA: 0mgl-1(هورمون فاقد محيط در نيتراتي تيمار

  

  
 از آمده ستد به تام  آلكالوئيد و توده زي مقدار - ث -2 نمودار

 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه ريشه جداكشت
  )NAA: 0mgl-1(هورمون فاقد محيط در نيتراتي تيمار

  

  
 توده زي مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -ث - 3 نمودار

 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست به
  )NAA: 0mgl-1(هورمون فاقد محيط در نيتراتي تيمار و شاهد
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 آلكالوئيد مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -ث - 4 نمودار

 گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست به تام
  )NAA: 0mgl-1(هورمون فاقد محيط در نيتراتي تيمار و شاهد هاي

  
 از مدهآ دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -ج - 1 نمودار

 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه برگ جداكشت
  NAA: 0.5mgl-1 هورموني سطح در نيتراتي تيمار

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -ج -2 نمودار
 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه ريشه جداكشت

  NAA: 0.5mgl-1 هورموني سطح در نيتراتي تيمار

  
 به توده زي مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير -ج -3 نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست

  NAA: 0.5mgl-1 هورموني سطح در نيتراتي تيمار و شاهد

  

  

 به تام آلكالوئيد مقدار بر ريشه و برگ جداكشتهاي تاثير -ج -4 نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus نهگو در كالوس از آمده دست

  NAA: 0.5mgl-1 هورموني سطح در نيتراتي تيمار و شاهد

  

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -چ -1 نمودار

 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه برگ جداكشت
  NAA: 1mgl-1هورموني سطح در نيتراتي تيمار

  

  
 از آمده دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -چ -2 نمودار
 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه ريشه جداكشت

  NAA: 1mgl-1هورموني سطح در نيتراتي تيمار

  

  
 به توده زي مقدار بر ريشه و برگ جداكشتهاي تاثير -چ -3 نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست

  NAA: 1mgl-1هورموني سطح در نيتراتي تيمار و شاهد

  
  تام آلكالوئيد مقدار بر ريشه و برگ جداكشتهاي تاثير -چ - 4 نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده بدست

  NAA: 1mgl-1هورموني سطح در نيتراتي تيمار و شاهد



 1397، 4، شماره 31جلد                                                                           )              مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

760 

  
 از دهآم دست به تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -ح -1 نمودار

 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه برگ جداكشت
  NAA: 2mgl-1هورموني سطح در نيتراتي تيمار

  
 از آمده دست به  تام آلكالوئيد و توده زي مقدار -ح -2 نمودار

 و شاهد هاي گروه در H.arachnoideus گونه ريشه جداكشت
  NAA: 2mgl-1هورموني سطح در نيتراتي تيمار

  
 به توده زي مقدار بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير - ح -3 نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست

  NAA: 2mgl-1هورموني سطح در نيتراتي تيمار و شاهد

  
 به  تام آلكالوئيد بر ريشه و برگ هاي جداكشت تاثير - ح -4 نمودار
 هاي گروه در H.arachnoideus گونه در كالوس از آمده دست

  NAA: 2mgl-1هورموني سطح در نيتراتي تيمار و شاهد

  بحث
 پيام يك عنوان به) +Ca2(كلسيم كاتيون: كلسيم اثر بررسي
 توليد ها تازن وسيله به كه هايي پاسخ در ثانويه رسان
 در علاوه به). 25 و 24، 2(است شده شناخته شود،مي

 فشار فزايشا باعث تواند مي +Ca2 بالا، هاي غلظت
 تنشي عامل يك عنوان به كاتيون اين بنابراين. گردد اسمزي

  ).24(شود مي شناخته زيستي غير تازن يا و

 ها آلكالوئيد تروپان توليد بر را كلسيم اثر زيادي محققان
 ،)23(همكاران و نولپ ).6 ؛11(اند داده قرار مطالعه مورد
 رب را كشت محيط كلسيم مختلف يوني هاي غلظت اثر

 مويين هاي ريشه كشت در آلكالوئيدها تروپان تجمع
Datura stramonium L.)كردند مطالعه) زميني سيب تيره 

 اثري ريشه رشد بر كلسيم غلظت در كاهش كه يافتند در و
 كه گردد مي پراكسيداز فعاليت كاهش باعث اما ندارد

 و پودرسل. دارد نقش ثانويه هاي متابوليت توليد در احتمالا
 بين مثبت كاملا رابطه يك كه كردند بيان) 26( ارانهمك

 اسكوپولامين توليد و كشت محيط در كلسيم محتواي
  .دارد وجود

 كلسيم كه كردند گزارش) 10(همكاران و گونتير علاوه، به
  گياه در آلكالوئيدها تروپان سنتز براي

Datura inoxia P.Mill مطالعات طبق .است مفيد 
 محيط در كلسيم يون افزايش ،)12( همكاران و ايرانبخش

 آلكالوئيدها تروپان توليد افزايش باعث داتوره گياه كشت
  .شد

 آمده دست به نتايج از قسمتي با منطبق ها، يافته اين تمامي
 پژوهش، اين در كه ترتيب بدين است، حاضر پژوهش از

 از آمده دست به هاي كالوس در تام آلكالوئيد توليد
 سطوح در ،H.arachnoideus گونه برگي جداكشت
 كلسيم يون افزايش با ، NAA: 0.5, 1mgl-1 هورموني

 و ايرانبخش گزارش طبق. يافت افزايش كشت، محيط
 واكوئل در آلكالوئيد تجمع علت به امر اين ،)12( همكاران
 مي كه غذايي آلكالوئيد تروپان كه معناست اين به و هاست
 به و گردد مي يونيزه شود، تونوپلاست جذب تواند

 با موافق همچنين نتايج اين. گردد مي ذخيره يوني صورت
 همكاران و لي. باشد مي) 19( چليبيان و مجد هاي يافته

 تونوپلاست در آلكالوئيد تروپان كه كردند گزارش نيز) 17(
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 را كلسيم اثرات ،)10( همكاران و گونتير. گردد مي ذخيره
 تعليقي هاي لاين در آلكالوئيدها تروپان مقدار و رشد بر

 كه دادند نشان ها آن. كردند بررسي D.innoxia اي ياخته
 مي توليد برابري ده افزايش باعث كلسيم مول ميلي 10

 تروپان بيوسنتز بر كلسيم آنها، گزارش طبق. گردد
 تنظيم بر تاثيرش دليل به اين و دارد اثر آلكالوئيدها
. باشد مي دهاآلكالوئي ي گهرمايه اسيدهاي آمينو متابوليسم
 تغيير منظور به ها آنزيم ساير عملكرد بر كلسيم همچنين

  . دارد تاثير آلكالوئيدها گيري شكل براي

 پژوهش از آمده دست به هاي يافته از ديگري قسمت در
 گونه برگي جداكشت در كه شد مشاهده حاضر،

H.arachnoideus هورموني سطح در و NAA: 2mgl-1 ، 
 آلكالوئيد توليد افزايش باعث محيط كلسيم محتواي افزايش

 را ثابتي الگوي افزايشي، روند اين اما شد، ها كالوس در تام
 به كلسيم محتواي افزايش با كه، معنا بدين. نكرد دنبال
 تام آلكالوئيد محتواي شاهد، گروه به نسبت برابر 5/1 ميزان
 محتواي بيشتر افزايش با يافت، افزايش جداكشت اين در

 شاهد، گروه به نسبت آن محتواي برابر 5/2 ميزان ات كلسيم
 اين ولي داد نشان افزايش مجددا تام آلكالوئيد محتواي
 5/1 غلظت حاوي محيط در افزايش ميزان از كمتر افزايش
 در ريشه جداكشت در .بود شاهد گروه به نسبت برابر

 كلسيم از غلظتي تنها NAA: 0.5, 1mgl-1 هورموني سطوح
 شد، ها كالوس در تام آلكالوئيد محتواي ايشافز باعث كه

 اين كه بود شاهد گروه به نسبت كلسيم برابري 2 غلظت
 تام آلكالوئيد محتواي افزايش باعث كلسيم يون از غلظت
  . گرديد

 از مول ميلي 1- 15 غلظت كه كرد گزارش ،)1( آجونگلا
CaCl2 را آلكالوئيدها تروپان تجمع كشت، محيط در 
 در) مول ميليCaCl2  )15 بالاتر غلظت. دهد مي افزايش
 و هيوسيامين تجمع افزايش باعث كشت محيط

 شاهد گياه از بيشتر بار 3 تا 2 كه گردد مي اسكوپولامين
 محيط در كلسيم يون هاي غلظت كه كردند بيان آنها. بود

 را ترانسفراز متيل پوترسين آنزيم فعاليت گياهي، كشت
 آلكالوئيدها تروپان سنتز يتظرف نتيجه در و كند مي تنظيم

 غلظت كه كردند گزارش آنها همچنين. يابد مي افزايش
CaCl2 براي مانعي كشت، محيط در مول ميلي 30 از بيش 
 محققان، اين عقيده به. بود آلكالوئيدها تروپان تجمع
 را پراكسيداز كشت، محيط در كلسيم يون بالاي سطوح
 مي درگير ثانويه يها متابوليت تجزيه در كه كند مي فعال
 آلكالوئيد تروپان محتواي كاهش باعث نتيجه در كه باشند

  .گردد مي كلسيم حد از بيش هاي غلظت در

 تروپان محتواي از اي عمده سهم اگرچه ديگر، طرف از
 حاضر، پژوهش در ها كالوس در شده توليد آلكالوئيد
 و كيفيت اما است، كشت محيط تركيبات به مربوط

 به كشت، محيط تركيب بر علاوه تغييرات اين چگونگي
 اكسين غلظت و جداكشت نوع جمله از ديگري عوامل
 همواره كه طوري به داشت، بستگي نيز استفاده مورد

 محتواي كاهش يا افزايش در عوامل اين از اي مجموعه
 اين به. بود خواهند موثر شده، توليد آلكالوئيد تروپان
 كار به هورمون ظتغل از مختلف سطوح در كه، ترتيب
 در تام آلكالوئيد محتواي در هايي تفاوت شده، گرفته

 كشت محيط در يعني،. شد مشاهده مختلف هاي جداكشت
 در تام آلكالوئيد محتواي موارد، تمام در هورمون، فاقد

 از. بود برگ هاي جداكشت از بيشتر ريشه هاي جداكشت
 بيشتر ريشه در آلكالوئيد مقدار طبيعي، شرايط در آنجائيكه

 بودن بالا علت كه رسد مي نظر به ،)14(است برگ از
 ريشه از حاصل هاي كالوس در تام آلكالوئيد محتواي
 توضيح قابل برگ، از آمده دست به هاي كالوس به نسبت
  . باشد

 ميزان از تدريج به هورمون، غلظت از بالاتر سطوح در
 ها خپاس نوع و شد كاسته ها پاسخ در يكنواختي و همگني

 يعني،. داشت اختلاف هورمون فاقد محيط با موارد اكثر در
 هاي كالوس كلسيم، تيمار و شاهد مختلف هاي گروه در

 دست به هاي كالوس به نسبت برگ جداكشت از حاصل
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 تام آلكالوئيد محتواي ريشه، هاي جداكشت از آمده
 هورمون، با تيمار ،)13( كادي گزارش طبق. داشت بيشتري

 مي بنگ گياه در آلكالوئيد افزايش براي مهم مولفه يك
 محتواي افزايش باعث هورمون با تيمار اينكه نيز و باشد

 مي ريشه به نسبت بالاتري ميزان به برگ در تام آلكالوئيد
 تحقيق از آمده دست به هاي يافته توان مي بنابراين گردد؛
 هورمون غلظت رفتن بالا با كه، داد توضيح چنين را حاضر

 در آلكالوئيد محتواي افزايش ليتر، بر گرم ميلي5/0 به 0 از
  . يابد مي برتري ريشه، جداكشت به نسبت برگ جداكشت

 هورمون غلظت رفتن بالا با كه شد مشاهده ترتيب اين به
 پاسخ بودن متفاوت بر علاوه ،5/0 به0 از كشت محيط در
 نيز كلسيمي تيمار و شاهد مختلف هاي گروه بين در ها،

 وجود به ها جداكشت عملكرد نظر از يكنواختي غير نوعي
 ميلي 2 و 1 به اكسين غلظت افزايش با كه نحوي به. آمد
 يك در مثلا و شد بيشتر ناهمگني اين حتي ليتر، در گرم
 ديگر تيماري گروه در و برگي جداكشت تيماري، گروه

 نظر به. كرد پيدا بيشتري عملكرد اي ريشه جداكشت
 سوماكلوني تنوع افزايش در اكسين غلظت افزايش رسد،مي
 كه است علت همين به و) 7(باشد موثر ها كالوس در

. كند مي پيدا كاهش ها جداكشت در ها پاسخ يكنواختي
 در ژنتيكي اپي و ژنتيكي تغييرات سوماكلونال، تغييرات
 در كشت از پس يا طول در كه دهد مي توضيح را گياهان
 مي ظاهر گياهي هاي نداما يا كالوس ها، سلول ي شيشه
  ).9( شوند

 بر كشت محيط كلسيم محتواي تاثير بررسي ديگر، طرف از
 طور به كه داد نشان شده توليد كالوسي توده زي مقدار
 محيط در كلسيم محتواي افزايش موارد، اكثر در كلي،
 شده توليد كالوس مقدار بر چشمگيري تاثير كشت
 محيط تقريبي بودن نهبهي به توان مي اينجا از كه.نداشت
 زي توليد اما. برد پي كلسيم محتواي نظر از MS كشت
 جداكشت ساير از بيش برگي جداكشت در كالوسي توده
 در. گرفت قرار كشت محيط كلسيم محتواي تاثير تحت ها

 برابري 5/1 افزايش ليتر، بر گرم ميلي 1 هورموني غلظت
 مقدار افزايش باعث شاهد، گروه به نسبت كلسيم غلظت
 محيط در اما،. گرديد جداكشت اين در شده توليد كالوس
 كلسيم غلظت برابري 5/2 افزايش هورمون فاقد كشت
  . شد كالوس مقدار كاهش باعث شاهد گروه به نسبت

 توسط شده گزارش نتايج با مطابق حدودي تا نتايج اين
 زي مقدار كردند، بيان كه است) 3( همكاران و مندعلاقه
 يا پايين سطوح در تنها H.niger گياه در شده دتولي توده

 كلسيم بالاي هاي غلظت و يابد مي افزايش كلسيم متوسط
 .دارد توده زي مقدار بر معكوسي تاثير

 در نيترات( آن شكل نيتروژن، غلظت: نيتروژن اثر بررسي
 و تقسيم بر است ممكن ها، آن نسبت و) آمونيوم مقابل
 در نيتروژن مختلف هاي شكل. دبگذار تاثير ها ياخته تمايز
 ياخته هاي متابوليت سطوح در تغيير باعث كشت محيط

 گياهي هاي هورمون و آلي اسيدهاي ها، پروتئين نيز و اي
 سوبستراي يك عنوان به تنها نه نيتروژن). 28( شود مي

 بلكه شود، مي گرفته نظر در آسيميلاسيون براي متابوليك
 به نمو، و رشد الگوي يمتنظ براي علامت، يك عنوان به

 ).27( كند مي عمل نيز مختلف هاي ژن بيان تنظيم وسيله

 غلظت افزايش با ،)22( همكاران و پاين هاي يافته طبق
 ريشه در هيوسياموس توليد كشت، محيط در نيترات يون
 با و يافت كاهش ،L. Datura stramniumگياه مويين هاي
 يون افزايش ،)12( همكاران و ايرانبخش گزارش به توجه

 تعليقي كشت در خشك و تر وزن افزايش باعث نيترات،
 با منطبق نتايج اين. گرديد D.stramnium گياه در اي ياخته

 است حاضر پژوهش از آمده دست به هاي يافته از قسمتي
 H.arachonideus گونه از ريشه درجداكشت داد، نشان كه
 نيترات فزايشا ليتر، بر گرم ميلي 5/0 هورموني غلظت در

 و شده توليد كالوسي توده زي مقدار افزايش باعث محيط
  .گرديد تام آلكالوئيد مقدار كاهش

 افزايش كه كردند گزارش ،)8( ديجاگر و ديمير همچنين
 تراريخت هاي ريشه كشت در نيترات غلظت
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D.stramonium، اما گردد، مي توده زي افزايش باعث 
 محققان اين .كند مي كنترل را آلكالوئيدها تروپان بيوسنتز

 طريق از نيترات، افزايش با را توده زي افزايش علل
 كه كردند بيان ها آن. دادند توضيح اسيدها آمينو ي گهرمايه

 هيوسيامين غلظت رسد، مي ثابت فاز به رشد هنگاميكه
 توده، زي افزايش و رشد زمان در اما يابد، مي افزايش
 كاهش علت ،بعلاوه .يابد مي كاهش آلكالوئيد غلظت
 غلظت هنگاميكه ،H.niger گياه در آلكالوئيد تروپان سطوح
 جوان گياهان اضافي نياز دليل به را يابد مي افزايش نيترات
 يا/و احياء و نيترات جذب منظور به متابوليك انرژي براي

 از پس اينكه تا دانستند، اسيدها آمينو ساختار در مشاركت
 فعاليت باعث متابوليك، فرايندهاي براي انرژي كافي تامين
 هستند پوترسين توليد مسئول كه دكربوكسيلاز هاي آنزيم

  .)28( شوند مي آلكالوئيدها تروپان غلظت متعاقبا و

 غذايي تركيب بر علاه حاضر، تحقيق در ديگر، طرف از
 نوع جمله از نيز ديگر مختلف عوامل گياهي، كشت محيط

 گونه نوع و استفاده دمور گياهي هورمون نوع جداكشت،
 را شده توليد تام آلكالوئيد و كالوسي توده زي مقدار نيز

 به يكنواختي كاملا نتايج بنابراين،. دادند قرار تاثير تحت
 محققان ساير وسيله به كه تحقيقاتي در اگرچه. نيامد دست

 تاثير مورد در متناقضي بسيار موارد نيز است گرفته صورت
 چشم به آلكالوئيد و توده زي توليد بر كشت محيط نيترات

 و مند علاقه مطالعات طبق اينكه جمله از. خورد مي
 و توده زي كاهش باعث نيترات افزايش ،)3(همكاران
 عكس كاملا كه شود مي H.niger در آلكالوئيد افزايش
 ذكر قبلا كه يبدست آمده در برخي پژوهش هاي هاي يافته
  .باشد، مي) 28و 12،22،8(بوده است  ،هشد

 يافته به توجه با را تنوعاتي چنين دلايل از يكي بتوان شايد
 ها آن. داد توضيح) 27(همكاران و مورالز - سالسدو هاي
 سيتوكينين بيوسنتز با نيتروژن دسترسي كه كردند بيان

 اثرات رفتن بين از باعث اكسين). 30(است مرتبط
. گردد مي نيترات به ها پاسخ پيچيدگي و سيتوكينين

 هاي محيط در كالوس توليد كه ما هاي يافته طبق نابراين،ب
 گرفت، صورت متفاوت هاي غلظت با اكسين حاوي كشت
 ها پاسخ بروز در تنوعاتي و پيچيدگي چنين است ممكن
 .باشد انتظار قابل

 به اكسين غلظت افزايش با اينكه، است توجه مورد آنچه
 افزايش نيز تنوعاتي چنين كشت محيط در شده گرفته كار
 غلظت بين مستقيم رابطه يك وجود البته كه است يافته

 تنوعات ميزان و محيط در شده كارگرفته به اكسين
 بر دليلي تواند مي ها كالوس در آمده وجود به سوماكلونال

  .باشد ادعا اين

 در كه داد نشان ما هاي يافته جداكشت، نوع تاثير مورد در
 دو در شده توليد وسكال مقدار هورمون، فاقد كشت محيط
 از بيشتر ريشه جداكشت در نيترات، كاهش و افزايش گروه

 جداكشت نوع دو هر شاهد گروه در و بود برگ جداكشت
 اين هورموني بالاتر سطوح در. دادند نشان مشابهي عملكرد

 در كه نحوي به گرديد، تعديل برگي جداكشت در تاثير
 اين با برابر برگ در شده توليد كالوس مقدار ها، گروه تمام
 غلظت از بالاتر سطوح. بود ريشه جداكشت در مقدار

 شد ها پاسخ در شده ايجاد تنوعات افزايش باعث اكسين،
 مبناي بر تواند مي امر اين. كاست ها آن يكنواختي از و

 آنها. باشد توضيح قابل ،)18( همكاران و لاسكياوو گزارش
 كالوسي يها كشت به اكسين افزودن كه كردند گزارش
 ميزان افزايش طريق از سوماكلونال تغييرات افزايش باعث

 نيز) 29(همكاران و سوارتز. گردد مي DNA متيلاسيون
 در يا و كم هاي غلظت شرايط تحت كه كردند گزارش
 نرمالي پلوئيدي ها ياخته رشد، هاي كننده تنظيم غياب
 يا و پايين هاي غلظت در ما هاي يافته با كه دهند مي نشان
  .دارد مطابقت هورمون فاقد هاي محيط

 گرفته كار به هاي جداكشت تمامي بين در كلي، طور به
 الگوي از برگي جداكشت تنها حاضر، تحقيق در شده

 اين به. كرد تبعيت تام آلكالوئيد توليد در ثابتي رفتاري
 اغلب در جداكشت اين از حاصل هاي كالوس كه ترتيب
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 توليد بيشتري تام آلكالوئيد محيط، نيترات افزايش با موارد،
 اين از كمتري تام آلكالوئيد نيترات، كاهش با و كردند
 آلكالوئيد مقدار بيشترين علاوه به. آمد وجود به ها كالوس

 سطوح كليه در و ها جداكشت و ها گروه تمامي بين در تام
 تيمار با و برگ جداكشت به مربوط هورموني غلظت
 2 و 1 هورموني هاي غلظت در كه بود نيترات افزايش
 با مطابق ها يافته اين. آمد دست به ليتر بر گرم ميلي

 بيان آنها. است H.muticus گياه در) 31( هالاي ون گزارش
 بيشينه تجمع براي جداكشت دروني اكسين كه كردند
 محتواي افزايش بنابراين. نيست كافي آلكالوئيدها تروپان

 قابل كشت، محيط در اكسين غلظت افزايش با تام آلكالوئيد
  . بود خواهد انتظار

 يا افزايش در ثابتي الگوي ،ها جداكشت موارد، ساير در
 اين به توان مي بنابراين. ندادند نشان تام آلكالوئيد كاهش
 جداكشت در پذيري تنوع ميزان كه رسيد كلي استنباط
 اين كه بود كمتر بسيار ها جداكشت ساير به نسبت برگ
 مقدار ديگر، طرف از. شود مي محسوب يتمز يك خود

 هاي گروه تمامي در موارد اغلب در شده، توليد كالوس

 قرار آماري گروه يك در نيترات افزايش و كاهش و شاهد
 جزئي ميزان به كالوسي توده زي كه معنا اين به. داشتند
 بيشترين اينحال با. گرفت قرار نيتراتي تيمار تاثير تحت
 گونه برگي جداكشت از لوسيكا توده زي مقدار

H.arachnoideus هورموني سطح در NAA: 1mgl-1 )در 
 و الي هاي يافته با كه آمد دست به ،)نيترات افزايش تيمار

 مقدار بالاترين محققان، اين. است منطبق ،)4( همكاران
 و H.muticus هاي ياخته تعليقي كشت در را خشك وزن
 . كردند دهمشاه NAA: 1mgl-1 هورموني غلظت در

 زير نتايج به توان مي آمده دست به هاي يافته به توجه با
  :يافت دست

 داراي گياهي كشت محيط در كلسيم غلظت افزايش - 1
 آلكالوئيد محتواي و كالوسي توده زي مقدار بر مثبت تاثير
  .بود تام

 توده زي افزايش باعث كشت محيط در نيترات افزايش - 2
 آلكالوئيد محتواي بر متفاوتي اثرات داراي و شد كالوسي

  .بود تام
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Assessing the effects of auxin along with calcium and nitrate 
concentration altrations on the biomass and alkaloids in H. 

arachnoideus Pojark tissue cultures. 
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Abstract 

Medicinal plants are the most exclusive source of life saving drugs for majority of the 
world’s population. Plant tissue cultures can be established routinely under sterile 
conditions from explants, such as plant leaves, stems, roots, etc. Both for multiplication 
and extraction of secondary metabolites. Solanaceous plants, such as genus 
Hyoscyamus, are regarded as rich sources of tropane alkaloids. Present study, 
H.arachnoideus Pojark, were investigated. Three types of explants (leaf, root) derived 
from seedlings, were cultured on Murashige and Skoog’s medium supplemented with 
3% sucrose, 0.75% (w/v) agar. We investigated the effect of different concentrations of 
Ca2+, NO-

3 on Murashige and Skoog’s medium supplemented with 3% sucrose and 
0.75% (w/v) agar in two explant types (leaf and root) of H.arachnoideus with four 
concentration levels of  auxin naphthalene acetic acid(0, 0.5, 1, 2 mg/l), in compare with 
Murashige and Skoog’s medium supplemented with 3% sucrose, 0.75% (w/v) agar as 
control, In order to determine callus biomass and total alkaloid content. Our findings 
showed that, increased concentrations of Ca2+ was found to have positive effect on 
callus biomass and total alkaloid content. NO-

3 had different effects on callus biomass 
and alkaloid production, but increased concentrations of NO-

3 could enhance callus 
biomass and decrease alkaloid content, in some cases.  

Key words: Hyoscyamus, Callogenesis, Growth regulator, Ca2+, NO3
-, Total alkaloid. 


