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 هايميزان زيست توده و برخي ويژگيهاي مختلف نيترات به آمونيوم بر نسبت تأثير
  )L. Hyoscyamus reticulatus( هاي موئين گياه بذرالبنج مشبكبيوشيميايي ريشه

  1جعفر اميري و *2، بهمن حسيني1مدينه خضرلو
  گروه علوم باغباني دانشكده كشاورزي، دانشگاه اروميه، اروميه،، ايران 1

 گروه علوم باغباني دانشكده كشاورزي، فناوري، زيستپژوهشكده  دانشگاه اروميه، اروميه،، ايران 2

  15/8/97 :تاريخ پذيرش  11/9/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

مين توليد آلكالوئيدهاي تروپاني هيوسيادليل بهو باشد مي زميني سانانسيبگياهي علفي، دوساله و متعلق به تيره  بذرالبنج مشبك
منظور افزايش توليد آلكالوئيدهاي در پژوهش حاضر، به. گيرداستفاده قرار ميمورد در پزشكي اي طور گستردهبهو آسكوپولامين 
 A7 Agrobacteriumي تراريخت شده با سويه ايهاي لپهبرگ نمونه ريزموئين مشتق شده از  ريشه تروپاني، كشت

rhizogenes،  1/5(هاي مختلف نيترات به آمونيوم نسبت تأثير .تحريك گرديدند نيترات به آمونيومهاي مختلف نسبتتوسط  :
مورد بررسي ) ساعت 48و  24( يزمانتيمار دو در ) متر ميلي 158:  82و  79:  41، 5/39:  5/20) شاهد(، 75/19:  25/10، 9/9

به ترتيب ، )برابر بيشتر از شاهد 17/1و  5/1(پولامين هيوسيامين و آسكو يمحتوابيشترين ، مقايسه ميانگينبراساس . قرارگرفت
هاي همچنين، بيشترين فعاليت آنزيم .ساعت مشاهده گرديد 24 مدتمولار نيترات به آمونيوم بهميلي 9/9:  1/5نسبت در تيمار 

مولار ميلي 158:  82با نسبت ساعت پس از تيمار  24، )گرم پروتئينبر ميليميكرومول بر دقيقه  612/35(آنتي اكسيداني كاتالاز 
 158:  82ساعت پس از تيمار با نسبت  48 ،)گرم پروتئينبر ميلي ميكرومول بر دقيقه 373/64( ، پراكسيداز نيترات به آمونيوم

يمار ساعت پس از ت 48، )گرم پروتئينبر ميليبر دقيقه  ميكرومول 16/156( و آسكوربات پراكسيدازمولار نيترات به آمونيوم ميلي
تواند در باتوجه به اين نتايج، محرك نيترات به آمونيوم مي. دست آمد مولار نيترات به آمونيوم بهميلي 75/19:  25/10 نسبتبا 

تروپاني مورد استفاده آلكالوئيدهاي  ازجملههاي ثانوي گياهي مؤثر جهت توليد متابوليت بيوتكنولوژي گياهي به عنوان محرك
  .قرار گيرد

  آلكالوئيدهاي تروپاني، بذرالبنج مشبك، محرك، ريشه موئين، نيترات به آمونيوم :ي كليديهاواژه

  b.hosseini@urmia.ac.ir :پست الكترونيكي،  04432779558 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
اني بذرالبنج مشبك به لحاظ توليد آلكالوئيدهاي تروپ
ي هيوسيامين و آسكوپولامين كه تركيبات مورد علاقه

اي در پزشكي طور گستردهبهصنعتي و دارويي هستند، 
آسكوپولامين . )3و 1( گيردمورد استفاده قرار مي

باشد و تقاضاي جهاني ارزشمندترين آلكالوئيد تروپاني مي
در ). 23(برابر بيشتر از هيوسيامين است  10آن حدود 
اي در شرايط كاملاً هاي درون شيشهوارد كشتبسياري م

 باارزشتوانند همان تركيبات طور دقيق ميكنترل شده و به
با توجه به ارزش دارويي ). 25(گياهان را توليد كنند 

توان ميزان توليد اين تركيبات را با هاي ثانوي ميمتابوليت
ولي . فناوري افزايش دادهاي زيستاستفاده از روش

ها و عدم بازده پايين و تكرارپذيري كم كشت حال بااين
هاي تمايز ثبات توليد، عامل محدودكننده در زمينه كشت

باشد كه امروزه مي ايپينه و تعليق ياختهنيافته مثل كشت 
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منظور رفع اين هاي جديدي در زمينه كشت بافت بهتكنيك
 ها،اين تكنيك ازجملهگيرد كه عيوب مورد استفاده قرار مي

القاي ريشه ). 45(باشد هاي موئين ميتكنيك كشت ريشه
هاي ها براي توليد متابوليتترين سيستممناسبموئين از 

تراريختي گياه با  ،در شرايط آزمايشگاهي. ثانوي است
توليد سيستم  موجب  Agrobacterium rhizogenesباكتري

- ريشه موئين با سرعت رشد بالا و توانايي سنتز متابوليت

و  10(شود هاي ناشناخته ميي مهم و حتي متابوليتها
ثبات بيوشيميايي، ژنتيكي و توانايي رشد در محيط ). 11

هاي از ديگر ويژگي هاي رشد گياهيفاقد تنظيم كننده
- فنزيستها را در هاي موئين است كه استفاده از آنريشه

 كه اينبا توجه به ). 17( نمايد ميترغيب آوري 
تروپاني عمدتاً در ريشه سنتز و سپس به  آلكالوئيدهاي

با توجه به  ،همچنين) 21(شوند هاي هوايي منتقل مياندام
هاي كليدي درگير در يري اختصاصي بعضي از آنزيمگيجا

بيان وابسته به  مثال عنوان به(مسير بيوسنتز اين آلكالوئيدها 
-PMT= Putrescine N(ترانسفراز متيلپوتريسين پريسيكل

methyltransferase( گيري اختصاصي هيوسيامين ، و جاي
-H6H= Hyoscyamine-6β(بتا هيدروكسيلاز  -6- 

hydroxylase(  براي توليد  ، تلاش)ريشه دايره محيطيه، در
هاي تروپان آلكالوئيدها به ويژه آسكوپولامين در سيستم

- هاي موئين ميوري عمدتاً مبتني بر كشت ريشهآفنزيست

هاي ثانوي در گياه بخشي از تجمع متابوليت). 36(باشد 
وسيله هاست كه بهواكنش دفاعي گياه در برابر حمله پاتوژن

هاي دفاعي ها كه تركيبات سيگنالي مربوط به واكنشمحرك
در شرايط درون ). 50(شود گياهان هستند آغاز و فعال مي

هاي گياهي به عوامل شيميايي، شيشه، گياهان و سلول
 يهاها، واكنشميكروبي تحت عنوان محركفيزيكي و 

 زاييتحريك. دهندفيزيولوژيكي و مورفولوژيكي نشان مي
)Stimulation ( روندي است كه باعث افزايش ساخت

- هاي ثانوي گياهان شده و بقا، تداوم و رقابتمتابوليت

اي از تغذيه عوامل ).35(كند ميها را تضمين پذيري آن
همي است كه توليد آلكالوئيدها را م شاخص ،قبيل نيتروژن

از آنجايي كه آلكالوئيدها ). 16(دهد قرار مي يرتأثتحت 
بيني شده كه قابليت هستند، پيش دار يتروژننتركيبات 

استفاده از نيتروژن نقش مهمي در بيوسنتز و تجمع 
هاي پژوهش ).48( نمايندآلكالوئيدها در گياهان ايفا 

هاي مويين دو روي ريشه بر) 15(همكاران  وصداك بن
كه افزايش  نشان داد) Atropa belladonna(كلون شابيزك 

هاي مويين آمونيوم منجر به كاهش رشد ريشه نسبتدر 
شد، در حالي كه نيترات اثر مشخصي بر مقدار آلكالوئيد 

مولار ميلي 8/15 هاينسبت توليد آلكالوئيدها در. داشت
برابر بيشتر از  2/1- 4/1م مولار آمونيوميلي 5/20نيترات و 

 MS )Murashig and ها در محيطهنگامي كه ريشه

Skoog(  استاندارد) 5/20ميلي مولار نيترات و  5/39با 
 در .دست آمده رشد داده شدند، ب) ميلي مولار آمونيوم

بهينه  غلظتكه  ندنشان داد) 49(وانگ و تان  شيپژوه
در گياه  )Artemisinin( نيتروژن كل براي توليد آرتميزين

 .باشدمولار ميميلي Artemisia annua( 20( درمنه
در  B5در محيط ) 18(و همكاران چن هاي همچنين بررسي

نشان ) Taxus yunnanensis(سلولي سرخدار  تعليقكشت 
 بهينه نيترات براي رشد و توليد تاكسول غلظتداد كه 

)Taxol( 30-20 پان  هاينتايج بررسي. باشدمولار ميميلي
نيز نشان داد كه بيشترين عملكرد ) 37(و همكاران 
 40با ) گرم بر ليترميلي Camptothecin( )3/6( كامپتوتسين

بررسي صورت گرفته . دست آمده ب مولار نيتروژن كلميلي
  بابچي در گياه  )43(و همكاران شينده توسط 

)Psoralea corylifolia ( محيط كشت داد كه نشانMS 
 مولار آمونيوم به نيتراتميلي 20:  10ا نسبت تكميل شده ب

را ) گرم بر ليتر وزن خشك 86/13( زيست تودهحداكثر 
 بيشترين قابليت توليد ايزوفلاون توليد كرد و اين محيط

و ) درصد وزن خشك Daidzein( )05/2( دايدزئين
را دارا ) درصد وزن خشك Genistein( )51/0( جنيستئين

 Withanolide A( )68/14( تانوليدبيشترين توليد وي .بود
 Withania( در گياه بوزيدان) گرم بر گرم وزن خشكميلي

somnifera(  مولار آمونيوم ميلي 00/00:  80/18در نسبت
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با توجه به اينكه توليد سريع و  .)39( شدگزارش به نيترات 
هاي شيميايي هاي ثانوي از طريق روشانبوه متابوليت

باشد و نيز به مي غيرممكنشكل و يا عمدتاً پر هزينه، م
ها ها و توليد اندك آندليل اهميت اقتصادي اين متابوليت

در گياهان دارويي، استفاده از راهكارهايي مثل كشت ريشه 
ها توليد اين متابوليت تواندها ميو محرك تراريخت موئين

منبع ارزشمندي  تراريخت هاي موئينريشه .را بهبود بخشد
دارويي،  كاربردتركيبات شيميايي گياهي با يد تولبراي 

ها همچنين اين ريشه. باشندآرايشي و افزودني غذايي مي
توانند بيش از يك متابوليت توليد نمايند و بنابراين ثابت مي

توليد . اقتصادي هستندو  شده كه از نظر توليد تجاري
هاي ثانوي با استفاده از تكنولوژي كشت بافت متابوليت

هاي بيولوژيكي و هي هنوز هم دچار محدوديتگيا
درصد پايين  ،يكي از اين موارد. بيوتكنولوژيكي است

بنابراين . باشددر اين تكنيك مي توليدشدههاي متابوليت
هاي متفاوت و رويكردهاي متعددي مثل استفاده از محرك

ها در تحريك مسير بيوسنتزي براي افزايش توليد متابوليت
. است استفاده شده تراريخت موئين هايكشت ريشه
غيرزيستي نيترات  محرك تأثير ،حاضر پژوهشبنابراين، در 

هاي هاي مختلف، بر ويژگيها و زماننسبتبه آمونيوم در 
 هاي موئينمورفولوژيكي و بيوشيميايي كشت ريشه

 .گياه بذرالبنج مشبك مورد بررسي قرارگرفت تراريخت

  مواد و روشها
 1394اين پژوهش در سال : بكلبنج مشكشت گياه بذرا

ي در آزمايشگاه كشت بافت گروه علوم باغباني دانشكده
آوري فنو پژوهشكده زيست كشاورزي دانشگاه اروميه

هاي گياه بذرالبنج مشبك بذر. انجام گرديد دانشگاه اروميه
)H. reticulatus L. (كت پاكان بذر اصفهان تهيه از شر

 درصد 70مدت يك دقيقه با اتانول  بذرها ابتدا به .گرديد
دقيقه با  10مدت  و سپس به )حجمي -حجمي(

ضدعفوني ) حجمي -حجمي(درصد  50هيپوكلريت سديم 
 شستشو شدند و در نهايت سه مرتبه با آب مقطر استريل

محيط كشت بذرها در پس از ضدعفوني،  .انجام گرديد
MS  100، گرم در ليتر ساكارز 30غلظت تكميل شده با 
 - وزني( درصد آگار 7گرم در ليتر ميواينوزيتول و ميلي

به اتاق رشد با دماي  يزن جوانهمنظور كشت و به) حجمي
ساعت روشنايي  16ي نوري گراد و دورهي سانتيدرجه 25
  .ساعت تاريكي منتقل شدند 8و 

 Hairy( هاي موئينبراي تهيه ريشه: القاي ريشه موئين

root( سويه  ازA7 Agrobacterium rhizogenes  استفاده
ملي مهندسي  يكه اين سويه از بانك ميكروبي مؤسسه شد

به منظور تلقيح . تهران تهيه گرديدآوري فنژنتيك و زيست
هاي برگزني، هاي گياهي، يك هفته پس از جوانهريزنمونه

 سهمدت بهجدا و هاي مادري استريل از گياهچه ايلپه
قطعات . ور شدندغوطهباكتري  قمحلول تعليدقيقه درون 

جامد  MSمحيط كشت  آلوده بر روي ايهاي لپهبرگ
 كشت) ريزنمونه با باكتري )Co-culture( محيط هم كشتي(

 25ساعت، داخل انكوباتور با دماي  48شدند و به مدت 
. گراد و تحت شرايط تاريكي نگهداري شدندي سانتيدرجه

كننده تنظيماري از جامد ع MS به محيط كشتپس از آن، 
بيوتيك گرم در ليتر آنتيميلي 200كه حاوي  رشد

روز، جهت  10بعد از گذشت  .سفوتاكسيم منتقل شدند
هاي موئين در محيط جامد، هريك از افزايش رشد ريشه

 انفراديهاي و لاين مجزا صورت بهدار هاي ريشهريزنمونه
و  رشد كنندهتنظيمجامد عاري از  MS پايه به محيط كشت

. گرم در ليتر سفوتاكسيم منتقل شدندميلي 200حاوي 
روز يكبار  10در محيط جديد هر  ها نمونه يزرواكشت 

در هر مرحله واكشت، اندكي از بافت  .صورت گرفت
به نصف  بيوتيك يآنتريزنمونه حذف گرديد و غلظت 

مرحله واكشت، با حذف  4در نهايت پس از . كاهش يافت
راريخت تهاي موئين ، ريشهبيوتيك يآنتكامل ريزنمونه و 

بدون آلودگي باكتريايي و با سرعت زياد در محيط كشت 
موئين القاء شده، يك ريشه لاين 45از ميان  .تكثير يافتند

لاين پر رشد جهت انجام مراحل بعدي آزمايش انتخاب 
   .گرديد
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براي : هاي موئينتائيد مولكولي ماهيت تراريختي ريشه
هاي موئين از روش مولكولي استفاده ريشه ييختتائيد ترار

هاي موئين به ژنومي ريشه DNAبدين منظور ابتدا . شد
و پس از آن واكنش  استخراج) 26(و همكاران خان روش 
با استفاده از آغازگرهاي ) PCR(مراز اي پليزنجيره

   rol B ژن اختصاصي
Forward Primer: 5’- 
ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA- 3’ 

Reverse Primer: 5’- 
TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC- 3’ 

دقيقه  5گراد به مدت درجه سانتي 94دماي (و طبق برنامه 
دماي واسرشتگي : چرخه شامل 35براي واسرشتگي اوليه، 

 60ثانيه، دماي اتصال  50به مدت  گراد يسانتدرجه  94
 72دن دقيقه، دماي طويل ش يكبه مدت  گراد يسانتدرجه 
ثانيه و دماي  10 دقيقه و يكبه مدت  گراد يسانتدرجه 

 10به مدت  گراد يسانتدرجه  72طويل شدن مرحله نهايي 
ميكروليتر  PCR ،5پس از انجام واكنش . انجام شد) دقيقه

آميزي ميكروليتر بافر رنگ 3به همراه  PCRاز محلول 
با  درصد حاوي اتيديوم برومايد 1متيلن بلو در ژل آگارز 

. ساعت الكتروفورز گرديد 1ولت، به مدت  90ولتاژ ثابت 
ماركر  DNAجهت مشخص شدن اندازه قطعات حاصل، از 

Orange Rule 50 bp DNA Ladder )Sinaclon ( استفاده
  .گرديد

هاي مختلف نسبتهاي موئين توسط ريشهتحريك 
هاي مختلف نسبت يرتأثمنظور تعيين به: نيترات به آمونيوم

ت به آمونيوم بر روي رشد ريشه و توليد آلكالوئيدهاي نيترا
پايه  MSوسيامين و آسكوپولامين، محيط كشت تروپاني هي

ي محيط لازم به ذكر است كه براي تهيه. تغيير داده شد
كه حاوي  NH4NO3و  KNO3پايه از دو نمك  MSكشت 

عنوان باشد بهمولار نيترات به آمونيوم ميميلي 5/39:  5/20
نيترات  ينتأمبراي  KNO3از نمك  د استفاده گرديد وشاه

آمونيوم محيط  ينتأمبه منظور  2SO4(NH4)و از نمك 
هاي نيترات هاي تغيير يافته با تركيبات مختلف يونكشت

:  82و  79:  41، 75/19:  25/10، 9/9:  1/5(به آمونيوم 
براي  .از نظر منبع نيتروژن استفاده گرديد) مولارميلي 158

هاي مورد استفاده در محيط كشت ها و نمكانتخاب نسبت
) 15(و همكاران بن صداك تغيير يافته از نتايج مطالعات 

حدود  .عنوان نمونه كار استفاده گرديدتغييرات به يباكم
روزه داخل  10موئين  گرم از لاين پر رشد ريشه يك

هاي مختلف نيترات به نسبتمايع حاوي  MSمحيط كشت 
تكرار، منتقل و داخل شيكر انكوباتور با  سه، در آمونيوم

گراد و در ي سانتيدرجه 25دور در دقيقه، دماي  120
ساعت از  48و  24پس از گذشت . تاريكي نگهداري شدند

هاي موئين از محيط كشت حاوي محرك، زمان تيمار، ريشه
مايع عاري از محرك انتقال  MSخارج و به محيط كشت 

هاي روز، عمل برداشت ريشه 10شت پس از گذ. يافتند
و بعد از شستشو با آب مقطر و  موئين صورت گرفت

ها با استفاده ار ريشه تر وزن، هاحذف رطوبت اضافي ريشه
. گيري شداندازه )گرم 001/0با دقت (ترازوي حساس 

درجه  25روز در دماي اتاق،  دوبه مدت  هاسپس ريشه
ها ثبت ك آنگراد، هوا خشك شده و وزن خشسانتي
  .گرديد

 بهها استخراج آلكالوئيد: استخراج تروپان آلكالوئيدها
. با اندكي تغيير انجام شد) 24(و همكاران كامادا روش 

گرم ماده گياهي خشك پودر شده ميلي 500بدين منظور، 
 - حجمي(درصد  28با كلروفرم، متانول و آمونياك 

 يكه مدت و ب 1:  5:  15هاي به ترتيب با نسبت) حجمي
-درجه سانتي 43دماي ( حمام فراصوتيساعت در معرض 

پس از عبور عصاره از كاغذ صافي، فاز . قرار گرفت) گراد
در . شد دوار خشك يركنندهتبخكلروفرمي به كمك دستگاه 

ليتر ميلي دوليتر كلروفرم و ميلي 5مرحله بعد، مخلوط 
محلول . نرمال به عصاره اضافه شد يك يدسولفوريكاس

حاوي محلول رويي جدا و دور ريخته شد و  پاييني
 28و با استفاده از آمونياك  11الي  pH 10آلكالوئيد تا 

. ، بر روي يخ تنظيم شد)حجمي - حجمي( درصد
 يكليتر كلروفرم و دو بار با ميلي دوبار با آلكالوئيدها يك
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ماده نهايي پس از اضافه . ليتر كلروفرم استخراج شدندميلي
در نهايت براي . لفات سديم، آبگيري و صاف شدكردن سو

  . ميكروليتر متانول حل شد 500، نمونه در GC-MSآناليز 

به منظور شناسايي : GC-MSسنجش آلكالوئيدها به روش 
ن از دستگاه هاي تروپاني هيوسيامين و اسكوپولاميآلكالوئيد

)   HP, Palo Alto, CA, USA(روماتوگراف گازي ك
Hewlett-Packard مدل ،HP 7890A GC  و كروماتوگراف

، Hewlett-Packardجرمي  سنج يفطگازي متصل شده به 
متر  30به طول  HP-5، مجهز به ستون موئينه 5975Cمدل 

 25/0ي فاز ساكن متر، با ضخامت لايهميلي 25/0و قطر 
، منبع يون و GC/MSدماي رابط . استفاده گرديدميكرومتر 

گراد درجه سانتي 150و  230، 280كوادروپل به ترتيب 
گراد، ي سانتيدرجه 270دماي محفظه تزريق . تنظيم گرديد
الكترون  70انرژي يونيزاسيون  ميكروليتر و 1ميزان تزريق 

حرارتي  يزير برنامهدر كروماتوگرافي گازي در . ولت بود
دقيقه سه گراد به مدت درجه سانتي 60ستون، دماي اوليه 
 220گراد در دقيقه به درجه سانتي جپنبود كه با افزايش 

دقيقه در اين دما  پنجگراد رسيد و به مدت درجه سانتي
گراد در دقيقه درجه سانتيپنج سپس با افزايش . باقي ماند

 پنجگراد افزايش يافت و به مدت سانتي درجه 240به 
درجه  270دماي محفظه تزريق . دقيقه در اين دما باقي ماند

 999/99هليوم با درجه خلوص . يم شدگراد تنظسانتي
ليتر بر ميلي يكبا سرعت جريان ) حجمي -حجمي(درصد 

نتايج اين  آناليزبراي . دقيقه به عنوان گاز حامل استفاده شد
 MSD CHEMSTATION DATA افزار نرممطالعه از 

ANALYSIS همچنين از دو كتابخانه . استفاده گرديد
WIELY  وNIST به ذكر است كه بهلازم . استفاده شد-

سازي صورت مشتق ،هاخود گونه كافي فراريت جهت
  .نگرفت

به منظور : هاي آنتي اكسيدانيگيري فعاليت آنزيماندازه
گرم  5/0ها، تهيه عصاره گياهي جهت سنجش فعاليت آنزيم

 Tris-HClليتر بافر ميلي 5/2فت گياهي با استفاده از از با

دقيقه  20روي يخ به مدت  بر pH = 5/7مولار با ميلي 50
. همگن به دست آيد كاملاًساييده شد تا يك عصاره 

دقيقه  20دور در دقيقه به مدت  12000همگناي حاصل در 
گراد با استفاده از دستگاه درجه سانتيچهار در دماي 

محلول رويي از . دار، سانتريفيوژ شدسانتريفيوژ يخچال
كاتالاز  آنزيم رسوب جدا شده و به منظور سنجش فعاليت

، آسكوربات پراكسيداز به )12(آبي با استفاده از روش 
و مك آدام و پراكسيداز به روش ) 34( ناكانو و آسادا روش

  . مورد استفاده قرار گرفت) 28(همكاران 

آزمايشات به صورت : ها و محاسبات آماريآناليز داده
ار تكر 3فاكتوريل در قالب طرح پايه كاملاً تصادفي و با 

هاي حاصل از آزمايش با استفاده از انجام گرديد و داده
. قرار گرفت وتحليل يهتجزمورد  SAS 9.1 افزار نرم

 اي دانكنمقايسات ميانگين توسط آزمون چند دامنه
)DMRT=Duncan Multiple Range Test ( صورت

استفاده  Excel افزار نرمگرفت و براي رسم نمودارها از 
  . گرديد

  نتايج
هاي گياهي بذرالبنج هاي موئين در ريزنمونهاء ريشهالق

با  هاي موئين دو هفته پس از تلقيح ريزنمونهريشه: مشبك
 10پس از گذشت . تدريج ظاهر شدندهي باكتري، بسويه

 MSهاي موئين در محيط منظور افزايش رشد ريشهروز به
صورت تكي و دار بههاي ريشهجامد، هر يك ار ريزنمونه

هاي كنندهجامد عاري از تنظيم MSهاي مجزا به محيط نلاي
و محيط كشت مايع منتقل شدند ) الف و ب 1شكل (رشد 

   ).ج 1 شكل(

نتايج : هاي موئينتأييد مولكولي ماهيت تراريختي ريشه
) حجمي -وزني(آناليز الكتروفورز ژل آگارز يك درصد 

هاي مراز براي ريشهاي پليمحصول واكنش زنجيره
 rolمربوط به ژن  bp 780اريخت احتمالي، حضور قطعه تر

B اي هاي لپهبرگ هاي حاصل از ريزنمونهرا در ريشه



 1399، 2، شماره 33جلد                                                 )                                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

339 

M      C+    C-1    C-2       1      2      

نشان داد   A7 Agrobacterium rhizogenesي توسط سويه
ي كنترل ي قطعه تكثير شده در نمونه اندازه همكه ) 2شكل (

  .بود) آگروباكتريوم مورد استفاده در تلقيح(مثبت 

  

 
هاي ريشه) ج ،MSهاي موئين رشد كرده در محيط جامد ريشه: الف و ب: اي بذرالبنج مشبكهاي لپهبرگ هاي موئين از ريزنمونهالقاء ريشه -1شكل 

  مايع MSموئين رشد كرده در محيط 
  

به (هاي طبيعي گياه حاصل از ريشه DNAهمچنين در 
مشاهده  PCRيچ باند تكثيري در ه) عنوان كنترل منفي

 bpبه عبارت ديگر، حضور باند قوي در منطقه . نگرديد
در  rol Bمؤيد تكثير قطعه مورد بررسي و حضور ژن  780
 .هاي موئين بودريشه

  
  

  

  

  

  
  

  

  

  

 سادهها نشان داد اثر تجزيه واريانس داده: و خشك تر وزن
صد و اثر در يكنيترات به آمونيوم در سطح احتمال  نسبت
درصد بر پنج و زمان تيمار، در سطح احتمال  نسبت متقابل

دار هاي موئين بذرالبنج مشبك معنيريشه تر وزن تغييرات

تيمار با  ،نشان داد هاميانگين داده. )1جدول ( بوده است
 تر وزندار محرك نيترات به آمونيوم منجر به كاهش معني

- به. شاهد گرديدهاي هاي موئين در مقايسه با كشتريشه

در اثر تيمار ) گرم 03/7( تر وزن تغييراتطوري كه كمترين 
 24مولار نيترات به آمونيوم به مدت ميلي 79:  41با نسبت 
هاي ريشه تر وزن تغييراتو بيشترين  مشاهده شدساعت 

 دست آمدبه) گرم 57/9(هاي شاهد موئين نيز در كشت
 هاينسبت سادهاثر دست آمده طبق نتايج به. )الف 3 شكل(

درصد اثر پنج مختلف نيترات به آمونيوم در سطح احتمال 
هاي موئين وزن خشك ريشه تغييراتداري بر معني

بذرالبنج مشبك داشت و منجر به كاهش وزن خشك 
- به. هاي شاهد گرديدهاي موئين در مقايسه با كشتريشه

در اثر ) گرم 39/0(وزن خشك  تغييراتحداقل طوري كه 
مولار نيترات به آمونيوم و ميلي 158:  82مار با نسبت تي

 دست آمدبه) گرم 45/0(آن در شاهد  تغييراتبيشترين 
  .)ب 3 شكل(

ها نشان داد اثر تجزيه واريانس داده: هاي آنزيميفعاليت
نسبت، زمان و اثر متقابل نسبت و زمان تيمار با محرك 

-ير معنيتأثنيترات به آمونيوم در سطح احتمال يك درصد 

هاي آنتي اكسيداني كاتالاز، داري بر تغييرات فعاليت آنزيم
  ).1جدول(پراكسيداز و آسكوربات پراكسيداز داشت 

 ج ب الف

مراز جهت تعيين حضور ژناي پليآناليز واكنش زنجيره -2شكل
rol B لاين . هاي تراريخت بذرالبنج مشبكدر ريشهM :DNA 
- باكتري آگروباكتريوم سويه: +C، لاين )kb 1 )Fermentaseماركر 

هاي غير تراريخت ريشه :-Cبه عنوان كنترل مثبت و لاين  A7ي 
  : 3و  2، 1بذرالبنج مشبك به عنوان كنترل منفي لاين 

اي توسط هاي لپههاي موئين القاء شده در ريز نمونه برگريشه
 .A7  Agrobacterium rhizogenes يسويه
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. هاي موئين بذرالبنج مشبكوزن خشك ريشه: و ب تر وزن: هاي مختلف نيترات به آمونيوم بر تغييرات الفمقايسه ميانگين اثر ساده نسبت -3شكل 

 .باشددار در سطح احتمال پنج درصد آزمون دانكن ميي عدم اختلاف معنيحروف مشابه نشان دهنده

 گيري اندازهي رشدي و بيوشيمياي هاي ويژگيمختلف نيترات به آمونيوم بر  هاي نسبتتيمار با  زمان مدتنتايج تجزيه واريانس تأثير نسبت و  -1جدول 
  موئين بذرالبنج مشبك هاي ريشهشده 

  
  

        
ميانگين مربعات 

)MS(  
      

  منابع تغييرات
درجات 
  آزادي

  تر وزن
  )گرم(

  خشك وزن
  CAT  POD  APX  )گرم(

 محتواي
هيوسيامين 

  )درصد(

 محتواي
آسكوپولامين 

  )درصد(
نسبت محرك نيترات به 

  آمونيوم
4  **4,97  *0,0037  **370,79  **2,43  **1,11  **238,82  **389,62  

  b(  1  ns1,47  ns 0,0051  ns 41,46  *0,43  ns 0,006  **30,24  **411,57(زمان تيمار 
  a×b(  4  *0,39  ns 0,0022  **99,92  **0,16  **0,194  **9,60  **50,75(اثر متقابل 

  2,26  2,33  0,135  0,071  23,39  0,0019  0,91  20  آزمايشي خطاي
  3,89  3,76  8,38  8,15  23,40  10,67  11,53    )درصد(ضريب تغييرات 

  .باشددار ميدار در سطح احتمال يك درصد و پنج درصد و عدم وجود اختلاف معنيي وجود اختلاف معنيدهندهبه ترتيب نشان nsو  *و  **

فعاليت آنزيم  تغييراتبيشترين ها نشان داد ميانگين داده
، )گرم پروتئينميليميكرومول بر دقيقه بر  612/35( كاتالاز

ساعت با نسبت  24هاي موئين به مدت در اثر تيمار ريشه
دست آمد و مولار نيترات به آمونيوم بهميلي 158:  82

 الف

 ب
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- ميلي ميكرومول بر دقيقه بر 509/10(آن  تغييراتكمترين 

 4 شكل(هاي شاهد بود مربوط به كشت، )گرم پروتئين
 373/64(داز فعاليت آنزيم پراكسي تغييراتبيشترين ). الف

- مربوط به ريشه ،)گرم پروتئينميلي ميكرومول بر دقيقه بر

مولار نيترات ميلي 158:  82هاي موئين تيمار شده با نسبت 
حداقل فعاليت و دست آمد ساعت به 48مدت به آمونيوم به

گرم ميلي ميكرومول بر دقيقه بر 426/10(آنزيم پراكسيداز 
در رابطه ). ب 4شكل ( هاي شاهد بوددر كشت ،)پروتئين

نزيمي آبا آنزيم آسكوربات پراكسيداز نيز بيشترين فعاليت 

در اثر  ،)گرم پروتئينميلي ميكرومول بر دقيقه بر 16/156(
مولار ميلي 75/19:  25/10هاي موئين با نسبت تيمار ريشه

دست آمد كه ساعت به 48نيترات به آمونيوم به مدت 
 24مولار به مدت ميلي 79:  41 داري با تيماراختلاف معني

مولار نيترات به ميلي 158:  82و نسبت ساعت  48و 
 تغييراتترين نداشت و كمساعت  24مدت آمونيوم به

ميكرومول  212/39(آنزيم آسكوربات پراكسيداز فعاليت 
هاي شاهد مربوط به كشت، )گرم پروتئينميليبر دقيقه بر 

 ). ج 4 شكل(بود 

  
: پراكسيداز، ج: كاتالاز، ب: مقايسه ميانگين اثرات متقابل نسبت و زمان تيمار با محرك نيترات به آمونيوم بر ميزان فعاليت آنزيم الف -4شكل 

  .باشددار در سطح احتمال يك درصد آزمون دانكن ميي عدم اختلاف معنيحروف مشابه نشان دهنده. آسكوربات پراكسيداز
ها نشان داد تجزيه واريانس داده: آلكالوئيدهاي تروپاني

هاي مختلف نيترات به آمونيوم، زمان و اثر متقابل نسبت
داري در سطح احتمال يك درصد بر نسبت و زمان اثر معني

توليد آلكالوئيدهاي تروپاني هيوسيامين و آسكوپولامين در 
تيمار ). 1جدول (هاي موئين بذرالبنج مشبك داشتند ريشه
 مولار نيترات بهميلي 9/9:  1/5هاي موئين با نسبت ريشه
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ساعت، منجر به توليد بيشترين  24آمونيوم به مدت 
ترين شد و كم) درصد 77/50(محتواي آسكوپولامين 

 158:  82در اثر تيمار با نسبت ) درصد 93/23(محتواي آن 
دست ساعت به 48مولار نيترات به آمونيوم به مدت ميلي

ها نشان داد بيشترين ميانگين داده). الف 5شكل (د مآ
هاي در اثر تيمار ريشه) درصد 34/54(محتواي هيوسيامين 

- مولار نيترات به آمونيوم بهميلي 9/9:  1/5موئين با نسبت 

دست آمد كه محتواي توليد آن را نسبت ساعت به 24مدت 
-كم .برابر افزايش داد 5/1هاي موئين شاهد حدود به ريشه

در اثر تيمار با ) درصد 92/35(ترين محتواي هيوسيامين 
 48مولار نيترات به آمونيوم به مدت ميلي 158:  82نسبت 

  ). ب 5شكل (دست آمد ساعت به
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

. هيوسيامين: آسكوپولامين و ب: توليد آلكالوئيد الف محتوايو زمان تيمار با محرك نيترات به آمونيوم بر  نسبتمقايسه ميانگين اثر متقابل  -5شكل 
  .باشددار در سطح احتمال يك درصد آزمون دانكن ميي عدم اختلاف معنيحروف مشابه نشان دهنده

  بحث
 ييراتبر تغهاي مختلف نيترات به آمونيوم اثر نسبت

نيتروژن، يك عنصر  :هاي موئينو خشك ريشه تر وزن
ن و يكي از اجزاي عمده تشكيل معدني مهم براي گياها

ها و اسيدهاي نوكلئيك ي اسيدهاي آمينه، پروتئيندهنده
باشد، همچنين شناخته شده كه نيتروژن ممكن است مي

در ). 42(قرار دهد  يرتأثرشد و نمو گياهي را تحت 
نيترات  نسبتپژوهش حاضر، نتايج نشان داد كه با افزايش 
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- و خشك ريشه تر وزنان ميز، )نسبت به شاهد(به آمونيوم 

. داري كاهش يافتطور معنيهاي موئين بذرالبنج مشبك به
شود مقداري از آن احيا شده و وقتي نيترات وارد ريشه مي

احياي نيترات . شودبه آمونيوم و بعد به پروتئين تبديل مي
نياز به انرژي و مواد هيدروكربنه براي تهيه اسيدهاي آلي 

بنابراين اگر مقدار زيادي . ارداسكلت اسيدهاي آمينه د
ها انرژي و مواد نيترات توسط گياه جذب شود احياي آن

مواد  ازلحاظكند و ريشه هيدروكربنه زيادي را مصرف مي
از ). 6(كند شود و بنابراين رشد نميهيدروكربنه فقير مي

ها آساني در بافتآمونيوم به دليل انتشار سريع بهطرفي، 
فوراً متابوليزه نگردد ايجاد  كه يرتدرصوتجمع يافته و 

يكي از پيامدهاي تجمع آمونيوم ). 40و  5(كند سميت مي
از  يرمستقيمغطور مستقيم يا تواند بهاين است كه مي

ممانعت آمونيوم  ).19(آسيميله شدن نيترات جلوگيري كند 
، pHنظمي در احياي آمونيوم، كاهش از رشد گياهان از بي
آزاد، كمبود مواد غذايي معدني مثل  اثر سميت آمونيوم

ها ناشي پتاسيم، كلسيم و منيزيم و محدوديت كربوهيدرات
قندهاي محلول براي آسيميلاسيون  ازحد يشباز مصرف 

  ). 41(پذيرد مي يرتأثآمونيوم، 

فعاليت هاي مختلف نيترات به آمونيوم بر اثر نسبت
در برابر هاي مهم يكي از پاسخ :هاي آنتي اكسيدانيآنزيم
هاي گياهي، هاي زيستي و غير زيستي توسط سلولمحرك

هاي مانند راديكال) ROS(هاي فعال اكسيژن توليد گونه
سوپراكسيد، پراكسيد هيدروژن و راديكال هيدروكسيل 

بر ثانوي را در اين تركيبات نقش پيام). 46و  32(باشد مي
ها آنهاي سلولي بر عهده دارند ولي مقادير بالاي پاسخ

گياهان به ). 31(شود باعث آسيب شديد به سلول مي
آنزيمي و غير آنزيمي  اكسيدان يآنتهاي ي سيستموسيله
گر را كنترل كرده و از اين طريق هاي اكسيژن واكنشگونه

طبق ). 47و  13(دهند ها را كاهش مياثرات مخرب آن
تالاز كاهاي آنتي اكسيداني دست آمده، فعاليت آنزيمنتايج به

افزايش و پراكسيداز با افزايش نسبت نيترات به آمونيوم 
 24در مورد آنزيم آسكوربات پراكسيداز نيز، . داشته است

هاي مختلف نيترات به ساعت پس از تيمار با نسبت
ساعت پس از  48ي زماني آمونيوم افزايش داشت و در بازه

يش و تيمار، فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز ابتدا افزا
ان متابوليسم اوليه زتغيير در مي .سپس روند كاهشي داشت

عوامل دروني ژنتيكي و تغيير عوامل  يرتأثو ثانويه تحت 
نيتروژن در  ينتأمبا تغيير ميزان و نسبت . باشدمحيطي مي
- ويژه متابوليتهها بتوليد برخي از متابوليت ،محيط كشت

. گرددير ميهاي ثانوي با ساختار نيتروژن نيز دچار تغي
نتايج مطالعات نشان داده است كه تغيير منبع ازت و 

تواند با ايجاد شرايط تنش در افزايش آن در محيط مي
در . )22( محيط باعث افزايش توليد آلكالوئيدها شود

شرايط تنشي كه متابوليسم اوليه دچار تغيير شده است، 
كسيد وتوليد يكسري از تركيبات اكسيژن مانند هيدر

 ،در اين شرايط. فعال اكسيژن شود يها گونهيژن و يا اكس
سلول و يا بافت گياهي به منظور برطرف كردن اثرات 

هاي با تغيير در توليد آنزيم ،نامطلوب اين تركيبات
اهش اثرات مخرب اين تركيبات بر كباعث  ،اكسيدان يآنت

  . )27( گرددسلول و بافت گياهي مي

آلكالوئيدهاي آمونيوم بر  هاي مختلف نيترات بهاثر نسبت
گياهان خانواده  :تروپاني هيوسيامين و آسكوپولامين

آلكالوئيدهاي تروپاني  تأمينترين منابع نج از مهمببذرال
باشند و با توجه به اين موضوع كه غلظت اين مواد در مي

شديد شرايط  تأثيرپايين بوده و تحت  شدت بهبافت گياهي 
هاي ثانوي فزايش توليد متابوليتمنظور اباشد، بهمحيطي مي

هاي مختلف بيوتكنولوژيكي روش ،آلكالوئيدها ازجمله
توان به كشت ها مياز اين روش. گرددامروزه استفاده مي

سلول و اندام، مهندسي ژنتيك، مهندسي متابوليك، تيمار با 
كشت ريشه موئين . زايي اشاره كردسازها و تحريكپيش

د سريع و عدم نياز به كاربرد هورمون دليل ثبات بالا، رشهب
خارجي در مقايسه با كشت سلول، گسترش روزافزوني 

پس از القاي ريشه موئين ميزان بيومس . داشته است
هاي ثانوي اما ميزان توليد متابوليت يابد ميتوليدي افزايش 

به همين دليل از . گرددنمي دار معنيخيلي دچار تغييرات 
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-با انواع محرك (Elicitation)زايي هايي نظير تحريكروش

تغيير نسبت . شودهاي زيستي و غيرزيستي استفاده مي
تواند به عنوان يك تنش و نيترات به آمونيوم نه تنها مي

نيتروژن مورد نياز  تأمينمحرك باشد بلكه با تغيير منبع 
. ساختار آلكالوئيدها، باعث بهبود توليد آنها نيز بشود

تر نيترات هاي كمنسبتست آمده، كاربرد دبراساس نتايج به
به آمونيوم منجر به افزايش توليد آلكالوئيدهاي تروپاني 

نيترات به آمونيوم،  نسبتمذكور گرديد ولي با افزايش 
صورت توليد هيوسيامين و آسكوپولامين به محتواي

اي از قبيل نيتروژن فاكتورهاي تغذيه. تدريجي كاهش يافت
 يرتأثتوليد آلكالوئيدها را تحت شاخص مهمي است كه 

از آنجايي كه آلكالوئيدها تركيبات ). 16(دهد قرار مي
بيني شده كه قابليت استفاده از هستند، پيش دار يتروژنن

نيتروژن نقش مهمي در بيوسنتز و تجمع آلكالوئيدها در 
نيتروژن يك عنصر معدني مهم ). 48(كنند گياهان ايفا مي

ي ز اجزاي عمده تشكيل دهندهبراي گياهان و يكي ا
باشد ها و نوكلئيك اسيدها مياسيدهاي آمينه، پروتئين

-آمونيومي كه از جذب آمونيوم و احياي نيترات به). 42(

آيد از مسير گلوتامين سينتتاز و گلوتامات سنتاز دست مي
هاي مختلفي نظير اسيدآمينه. شودبه تركيبات آلي وارد مي

و  )Arginine( ، آرژنين)Ornithine( متيونين، اورنيتين
- ماده تركيبات پليتوانند به عنوان پيشمي )Lysine( ليزين

دي آمين پوتريسين از اسيدآمينه ). 8و 2. (آميني بكار روند
در چرخه نيتروژن، دو . آيدآرژنين و اورنيتين به وجود مي

اسيدآمينه آرژنين و اورنيتين قابل تبديل به يكديگر هستند 
دي . شودآنزيم آرژيناز كاتاليز مي يلهوس بهتبديل  كه اين

مسير اول : تواند از دو مسير سنتز شودآمين پوتريسين مي
اي است و شامل دكربوكسيله شدن اورنيتين مرحلهتك
 ODC= Ornithine(اورنيتين دكربوكسيلاز  يلهوس به

Decarboxylase (باشد كه به توليد پوتريسين منجر ميمي -

در : اي استسه مرحلهفرايند مسير دوم يك  ).31(شود 
آنزيم آرژنين دكربوكسيلاز  يلهوس بهاين مسير ابتدا آرژنين 

)ADC= Arginine Decarboxylase ( دكربوكسيله شده و

- شود و سپس به پوتريسين تبديل ميبه اگماتين تبديل مي

ماده تعداد كثيري از ها پيشآمينرو پلياز اين). 29(گردد 
هاي آلكالوئيدهاي تروپان و فرم ازجملههاي ثانويه ليتمتابو

- اتصالي اسيد سيناميك هستند كه نقش اساسي در مكانيسم

نيز  قبلاًطور كه همان). 9(كنند هاي دفاعي گياه ايفا مي
سازي محيط كشت و كاهش غلظت گزارش شده رقيق

هاي نيتروژن، رشد و مقدار آلكالوئيد را در كشت ريشه
كه با ) 44 و38(كند سانان فراهم ميزمينيره سيبموئين تي

  .نتايج پژوهش حاضر مطابقت دارد

گزارش نمودند كه ) 33(و همكاران موراناكا در پژوهشي 
هاي بالاي نيترات ممكن است برخي اثرات سمي را غلظت

احيا . در شرايط فيزيولوژيكي بافت ريشه داشته باشد
. )14( گرددترات ميمحل احيا ني pHنيترات سبب افزايش 

افزايش مقدار پوتريسين در گياهاني كه با آمونيوم تغذيه 
كم  pHها نسبت به عنوان واكنش ريشهبه دتوانشوند ميمي

به عنوان جزيي از  توان آن راهمچنين ميو باشد سلول 
ي ساخت اين تركيبات وسيلهسلول به pHمكانيزم تنظيم 

غذيه آمونيوم هنگامي كه بدين ترتيب ت. بازي در نظر گرفت
pH مؤثرتر باشد در تشكيل پوتريسين كممحيط بالا مي 
 نسبتبنابراين احتمال دارد كه با افزايش ). 30(باشد مي

دنبال آن تشكيل پوتريسين و به محتواينيترات به آمونيوم 
از طرفي، اكسيژن . سنتز آلكالوئيدهاي تروپاني كاهش يابد

-يامين به آسكوپولامين نياز ميمولكولي براي تبديل هيوس

ثابت شده كه ميزان تنفس در شرايط تاريكي با . باشد
- كه اين مي) 21(يابد افزايش سطح نيتروژن، افزايش مي

تواند به افزايش ميزان ورود سوبسترا به چرخه كرپس براي 
هاي كربني بيشتر براي ورود آمونيوم به فراهم شدن اسكلت

رسد نظر ميبنابراين به). 8(شود ساختمان مواد آلي مربوط 
تواند از طريق كه سطوح بالاتر نيتروژن در محيط رشد مي

افزايش تنفس، مقدار اكسيژن مورد نياز براي توليد 
تواند كه همين امر مي). 20(آسكوپولامين را كاهش دهد 

بالاتر هاي منجر به كاهش توليد آسكوپولامين در نسبت
هاي آنتي در ارتباط با اثرات آنزيم .نيترات به آمونيوم گردد
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اكسيداني بر مسير توليد تركيبات تروپان آلكالوئيدي 
در مسير تبديل هيوسيامين به  گزارش شده است كه

 ي اولمرحلهدو مرحله اصلي وجود دارد كه  آسكوپولامين،
بتا هيدروكسي  -6شامل هيدروكسيلاسيون هيوسيامين به 

، +Fe2اكسوگلوتارات،  - 2هيوسيامين است كه نيازمند 
باشد و از آنجايي كه اكسيژن مولكولي و آسكوربات مي

فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز با افزايش غلظت 
توان اين احتمال را داد كه آسكوربات مورد فزوني يافته مي

نياز جهت تبديل هيوسيامين به آسكوپولامين با محدوديت 
هاي بالاي نيترات تمواجه گرديده است و از اينرو در غلظ

 كاهش يافته است يجتدر بهبه آمونيوم، سنتز آسكوپولامين 
)23(.  

  گيري كلينتيجه

نتايج آزمايش حاضر نشان داد كه بهترين تيمار نيترات به 
منظور سنتز آلكالوئيدهاي تروپاني هيوسيامين و آمونيوم به

 24مولار به مدت ميلي 9/9:  1/5 نسبتآسكوپولامين 
با افزايش نسبت نيترات به  ،در اين مطالعه .باشدساعت مي

 زمان تيماراكسيداني بسته به هاي آنتيآمونيوم فعاليت آنزيم
 ، پراكسيداز و آسكورباتفعاليت آنزيم كاتالاز. ير نموديتغ

مونيوم افزايش نشان آبا افزايش نسبت نيترات به  پراكسيداز
زيم كاتالاز و نآ فعاليت ،ساعت 48اما در زمان تيمار . داد

در . در غلظت بالا كاهش نشان دادآسكوربات پراكسيداز 
با توجه به مسير تبديل هيوسيامين به آسكوپولامين، 

نيترات به  تغيير نسبت رسد كهنظر ميهبندي نتايج، بجمع
تواند راهكار عنوان يك محرك غيرزيستي ميآمونيوم به

 دارويي رزشبااهاي متابوليتمناسبي جهت افزايش توليد 
مورد توجه قرار  نيدر شرايط كشت درون شيشه ريشه موئ

  .گيرد

  تقدير و تشكر

- فناستفاده از اعتبارات پژوهشكده زيستبا  تحقيقاين 

از رياست . آوري دانشگاه اروميه انجام شده است
پژوهشكده و كارشناسان محترم آن تشكر و قدرداني 
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Abstract 

Hyoscyamus reticulatus L. is an herbaceous, biennial plant, belonging to Solanaceae 
family and Due to production of tropane alkaloids such as hyoscyamine and 
scopolamine are widely used in medicine. 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 various ratio of nitrate to ammonium. 
The effect of different ratio of nitrate to ammonium (9.9:5.1, 19.75:10.25, 39.5:20.5 
(control), 79:41 and 158:82 mM) in two exposure times (24 and 48 h) were 
investigated. According to the ANOVA results, the highest hyoscyamine and 
scopolamine production (about 1.5-fold and 1.17-fold increase over the control) was 
observed in treatment 9.9: 5.1 mM nitrate to ammonium at 24 hours of exposure time, 
respectively. Therefore, the highest catalase antioxidant enzymes activity (23/40 µmol 
min-1 mg-1 pro) and peroxidase (145/32 µmol min-1 mg-1 pro) and ascorbate peroxidase 
(24/22 µmol min-1 mg-1 pro), was obtained in nitrate to ammonium ratio (158: 82 mM) 
with 24 hours exposure time. According to these results, nitrate to ammonium ratio as 
elicitor can be used as effective strategies in plant biotechnology in order toenhance 
production of plant secondary metabolites such as tropane alkaloids.  

Key words: Elicitation, Hairy root, Hyoscyamus reticulatus L., Nitrate to ammonium, 
Tropane alkaloid 


