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 چکیده
باشد. کشت بافت  ( به خاطر وجود تروپان آلکالوئیدهای مختلف موجود در آن میHyoscyamusاثرات درمانی سرده بنگ )

های ثانوی  های مناسب از نظر تولید متابولیت ای از بافت کشت به حجم بهینه توان با تغییر در محیط که در طی آن می

 H. arachnoideusمطالعه حاضر، گونه اهمیت خاصی دارد. در دست یافت، در مورد این نوع گیاهان دارویی کمیاب

Pojark  .های این گونه به دست آمدند، بر روی  و ریشه( که از دانه رست نوع جداکشت )برگ دومورد بررسی قرار گرفت

)سوکروز  گرم آگار کشت داده شدند. اثرات دو نوع منبع کربنی 5/7% سوکروز و 3کشت موراشیگ و اسکوگ حاوی  محیط

 های برگ و ریشه گونه گرم آگار، در جداکشت 5/7% سوکروز و 3حاوی  MSکشت  و مانیتول( را روی محیط

H. arachnoideus  با چهار غلظت از اکسینNAA (0 ،5/0 ،1 ،2 در مقابل محیط کشت  میلی ،)گرم بر لیترMS  حاوی

م تا اثر این عوامل را بر مقدار زی توده کالوسی و محتوای گرم آگار، به عنوان گروه شاهد، بررسی کردی 5/7% سوکروز و 3

های ما، از نقش دو گانه سوکروز، هم به عنوان منبع تغذیه گیاه و هم به عنوان تنظیم  آلکالوئید تام تعیین نماییم. یافته

لکالوئید تام، مورد کننده فشار اسمزی، حمایت کرد؛ و نیز اثر مثبت سوکروز را بر مقدار زی توده کالوسی و محتوای آ

 تایید قرار داد.
 

 زایی، منبع کربن بنگ، تنظیم کنند رشد، کالوس آلکالوئید تام، :ها کلیدواژه
 

 

 قدمهم

تقاضای شدید و در حال افزایش در بازار کنونی 

برای تولیدات جدید و طبیعی، توجه را بر مواد گیاهی 

شده در شرایط در شیشه، به عنوان   کشت داده

ها ثانویه  های بالقوه برای تولید متابولیت کارخانه

های جدید  متمرکز کرده است و راه را برای پژوهش

 در کشف و ظهور ترکیبات ثانویه هموار نموده است

]7 .[ 
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 -1مزایای عمده سیستم کشت سلولی عبارتند از: 

کنترل شده غیر توانند تحت شرایط  ترکیبات مفید می

وابسته به تغییرات اقلیمی یا شرایط خاکی تولید شوند. 

ها و  های کشت داده شده عاری از میکروب سلول -2

سلول هر گیاهی، گرمسیری  -3حشرات خواهند بود. 

تواند به راحتی به منظور به دست  یا سردسیری می

کنترل  -4های ویژه، تکثیر شوند.  آوردن متابولیت

یندهای آسلولی و تنظیم منطقی فرخودکار رشد 

های نیروی کار را کاهش داده و  سوخت و ساز، هزینه

مواد زیستی از  -5گردد.  باعث افزایش تولید می

 ]. 18[ های کالوسی قابل استخراج هستند کشت

منظور دستیابی به عملکرد بالای مناسب برای  به

های  ها بر جداسازی فعالیت وری تجاری، تلاش بهره

های کشت شده متمرکز گردیده است  نتزی سلولبیوس

سازی شرایط  که نیل به این هدف به وسیله بهینه

کار  کشت، انتخاب نژادهای دارای تولید بالاتر و به

های  های انتقال و نیز تکنیک سازها، روش گیری پیش

 ]. 18[ غیر متحرک سازی، امکان پذیر شده است

ار ابز  تولید آلکالوئیدهای مهم از طریق

بیوتکنولوژیکی مختلف، یک جایگزین جالب برای 

تواند  کشت گیاهان در شرایط طبیعی است، زیرا می

ذخیره سالیانه یکدست که به تغییرات فصلی گیاهان 

رشد کرده در شرایط مزرعه غیروابسته است را 

های  ضمانت کند اما از طرف دیگر تولید متابولیت

شیشه، با  ثانویه مختلف در شرایط کشت سلولی در

، 1ها هایی مواجه است و کاربرد تازنده محدودیت

افزایش تولید   راهکار موثری است که برای

آلکالوئیدهای مهم در کشت بافت و سلول به کار 

 ]. 2[ رود می

                                                           
1 Elicitors

 علت هزینه بالای تولیدات صنعتی، آلکالوئیدهای  به

شوند  زمینی استخراج می تروپانی از گیاهان تیره سیب

 جستجو برای یافتن منابع جدید ادامه دارد.و هنوز هم 

اند  ، از جمله این گیاهان دارویی2گیاهان سرده بنگ

که با توجه به دارا بودن مقادیر قابل توجهی از تروپان 

آلکالوئیدها، از سالیان دور در درمان بسیاری از 

اند. این تروپان آلکالوئیدها  ها به کار گرفته شده بیماری

باشند که  اسکوپولامین وآتروپین می شامل هیوسیامین،

گیرند.  ها ماده دارویی مورد استفاده قرار می در تهیه ده

ای که گیاهان دارویی این  با توجه به اهمیت فوق العاده

سرده دارند، شناسایی عواملی که باعث افزایش ماده 

موثر دارویی آنها، که همان آلکالوئیدهای تروپانی 

گام بلندی در پیشرفت  تواند گردد، می است، می

ها به  صنعت داروسازی و درمان بسیاری از بیماری

تحقیقات انجام گرفته نشان داده است که شمار آید. 

های مختلف این  نوع و مقدار آلکالوئیدها در گونه

سرده با هم اختلاف داشته و حتی در یک گونه که در 

اند نیز این اختلاف  مناطق جغرافیایی مختلف روئیده

 وجود دارد.

بنابراین، در این تحقیق سعی بر آن است که اثر 

عوامل مختلفی همچون اثر تغییرات غلظت عناصر در 

های گیاهی بر  محیط کشت، تغییر نوع و مقدار هورمون

های مختلف مورد بررسی  رشد و تمایز بافت در گونه

کیفی تغییرات آلکالوئیدهای  و گرفته و از نظر کمی قرار

شوند، تا با به کارگیری عوامل موثر در  آن شناسایی

بالا بردن این آلکالوئیدهای تروپانی، توجیه اقتصادی 

استخراج این مواد از گیاهان این سرده را به میزان قابل 

 توجهی افزایش داد. 

 
 

                                                           
2 Hyoscyamus
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 ها مواد و روش

 مواد گیاهی

 H. arachnoideusدر این مطالعه، بذرهای گونه

Pojark (35833.TUH)ی  بنگبه عنوان ماده ، از سرده

، استفاده گردید. بذرهای 1اولیه برای کشت در شیشه

H. arachnoideus  از منطقه شهر تبریز مشتمل بر

پارک ائل گلی، جاده وادی رحمت، ابتدای جاده 

 آوری شدند. باسمانج، جمع
 

 ها روش

 های کشت در شیشه  محیط

زایی و به دست آوردن ترکیبات  برای کالوس

کشت  محیط زآلکالوئیدها در این مطالعه، امختلف مثل 

MS ]14 .[.استفاده شد 

برخی از بذرها به دلایل مختلف فیزیولوژیکی قادر 

باشند.  به رویش نیستند و به اصطلاح دچار خفتگی می

از آن جائیکه بذرهای مورد استفاده در این مطالعه دو 

ساله بودند، برای از بین رفتن خفتگی، بذرها به مدت 

گرم بر لیتر(  میلی 35) ساعت در ژیبرلیک اسید 12

به علت  H. arachnoideusبذرهای  قرار داده شدند.

زنی نیستند. به  داشتن پوسته سخت قادر به جوانه

منظور برطرف کردن این مانع، بذرهای این گونه به 

ثانیه در سولفوریک اسید غلیظ قرار  15-30مدت 

 گرفته و سپس چندین بار آبکشی شدند.

بذرهای سترون شده با استفاده از پنس سترون در 

های  توزیع شده در پتری دیش MSهای کشت  محیط

های حاوی بذرها،  سترون، قرار داده شدند. پتری دیش

 درجه 25±1در اتاق کشت تحت شرایط دمایی 

 16 و تاریکی ساعت 8 نوری دوره و گراد سانتی

 رب مول میکرو 5/32 نوری شدت با روشنایی ساعت
                                                           
1 In vitro

 زمان مدت از پس بذرها. گرفتند قرار درثانیه، مربع متر

 4های  روز جوانه زدند. از دانه رست 10 تقریبی

های ریشه و برگ  ای به منظور تهیه جداکشت هفته

 های بعدی، استفاده گردید. برای انجام آزمایش

های مختلف، تیمارهای  بررسی اثر جداکشت

های مختلف از  متفاوت از عناصر غذایی و نیز غلظت

(، بر میزان زی NAA) هورمون نفتالن استیک اسید

توده ی کالوسی، و محتوای آلکالوئید تام انجام گردید. 

های  های جداکشتی مختلف در محیط بنابراین قطعه

قرار داده شدند و اثرات  1مختلف به شرح جدول 

 مورد نظر، در سطوح مختلف از غلظت هورمونی

 . (، بررسی گردید2)جدول 

 
تیمارهای مختلف به کار گرفته شده به منظور بررسی تاثیر  1جدول 

کلسیم، نیترات و منبع کربنی بر تولید زی توده و آلکالوئید تام به 

 دست آمده از کالوس ها

 محیط کشت نام تیمار

 *MS شاهد

T1 MS* + 10 gr Monitol 
T2 MS* + 10gr Sucrose 

 

گرم  5/7گرم سوکروز و  MS ،30در تمامی موارد، به محیط کشت * 

 آگار، اضافه شد.

 

سطوح مختلف هورمونی به کار گرفته شده به منظور  2جدول 

 ها بررسی مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از کالوس

 1mgl-( NAA)غلظت نفتالن استیک اسید ردیف

1 0 

2 5/0 

3 1 

4 2 

 

قالب طرح ها به وسیله آزمایش فاکتوریل در  داده

کاملا تصادفی با سه تکرار مورد بررسی قرار گرفتند. 

)دو نوع جداکشت(،  در مورد مقایسه بین دو گروه
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 -tها با استفاده از آزمون  تجزیه و تحلیل داده

انجام شد.در مورد  p≤ 0.05استیودنت در سطح 

ها،  داده )مقایسه بین تیمارها(، مقایسه بیش از دو گروه

با استفاده از روش تجزیه واریانس یکطرفه، 

ANOVA و به دنبال آن آزمون تعقیبی توکی در سطح ،

p≤ 0.05 ها، و با استفاده از  به منظور مقایسه میانگین

، مورد تجزیه و تحلیل قرار SPSSافزار آماری  نرم

 گرفتند. 

به منظوراستخراج آلکالوئید،  استخراج آلکالوئید

های حاوی  ست آمده از محیطهای به د کالوس

ها،  هفته پس از کشت جداکشت 8 تیمارهای مختلف،

برداشت شدند. روش به کار گرفته شده برای استخراج 

 :]13[ باشد آلکالوئید به شرح زیر می

گرم از کالوس توزین و با استفاده از  5/0ابتدا  -1

 هاون به صورت پودر در آمد.

 انده شد.% خیس25پودر حاصل در آمونیاک  -2

بر روی مخلوط بالا اتانول ریخته شد به طوریکه  -3

ای  روی آن را کاملا پوشاند. سپس با هم زن شیشه

 مخلوط گردید.

ساعت به حالت  12-15مخلوط حاصل به مدت  -4

 ساکن قرار گرفت.

عصاره ی بالای پودر برداشته و از صافی عبور داده  -5

انول ریخته مانده در ته ظرف ات شد، روی پودر باقی

و پس از مدتی مجددا صاف گردید. این عمل چند 

بار تکرار شد تا پودر کاملا به حالت بی رنگ 

ی حاصل، در معرض  ی صاف شده درآمد. عصاره

 جریان هوا قرار گرفت و حلال آن پرانده شد.

لیتر  میلی 5روی آنچه بر جداره ظرف باقی ماند،  -6

  و ته هیدروکلریک اسید یک نرمال ریخته شد

 ی ظرف در اسید کاملا حل گردید. مانده

لیتر اتر نفت ریخته و  میلی 5داخل یک دکانتور  -7

محلول اسیدی بالا به آن افزوده شد. در این مرحله 

دکانتور به شدت به طرف بالا و پایین تکان داده 

شد و محلول اسیدی که در فاز زیرین قرار گرفته 

نفت دور ریخته آوری و فاز بالایی حاوی اتر جمع

 شد. این مرحله سه بار تکرار گردید. 

8- pH آوری شده با آمونیاک  محلول اسیدی جمع

رسانده شد. از آنجاییکه این واکنش به  11% به 25

 شدت گرما زاست، این کار در یخ انجام گردید.

محلول حاصل در داخل یک دکانتور ریخته و بر  -9

که حاوی روی آن کلروفرم اضافه شد. کلروفرم 

آلکالوئید است در فاز پایینی قرار گرفت و 

آوری گردید. این مرحله سه مرتبه تکرار  جمع

 گردید.

آوری شده، در معرض  محلول کلروفرمی جمع -10

 جریان هوا قرار گرفت تا حلال آن پرانده  شود.

ماده باقی مانده در جداره ظرف، در یک میلی لیتر  -11

آلکالوئید مورد متانول حل شد و برای سنجش 

 استفاده قرار گرفت.

 

محلول متانولی حاوی  :سنجش آلکالوئید تام

آلکالوئید در حجم های یک میلی لیتری تهیه شد و 

 برای سنجش آلکالوئید مورد استفاده قرار گرفت.

سنجش آلکالوئید تام با استفاده از دستگاه 

 UVاسپکتروفتومتر
 ]. 8[مورد بررسی قرار گرفت  ،1

منظور منحنی استاندارد توسط ماده به این 

نانومتر  210استاندارد آتروپین سولفات در طول موج 

هر یک از نمونه ها  (OD)رسم گردید و چگالی نوری

در همین طول موج خوانده شد. سپس با استفاده از 

فرمول خط منحنی استاندارد، مقدار آلکالوئید تام در 

                                                           
1
 UV-1601, UV-Visible Spectrophotometer, Shimadzu
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ر بافت هر نمونه بر حسب میلی گرم در گرم وزن ت

 محاسبه گردید.
 

  معادله خط منحنی استاندارد:

Y= 0.2233 X – 0.1167, R
2
 = 0.9442 

( OD) نشان دهنده چگالی نوری Yدر این معادله، 

، نشان دهنده غلظت آلکالوئید تام خوانده شده Xو 

Rتوسط دستگاه اسپکتروفتومتر است. و 
بیانگر دقت  2

باشد، دقت  تر نزدیک 1استاندارد است که هرچه به 

 استاندارد تهیه شده بالاتر است.

های به دست آمده از تاثیر تیمارهای منبع  یافته

زی توده کالوسی  ، بر مقدارMSکشت  کربنی در محیط

های برگ و  و محتوای آلکالوئید تام در جداکشت

 های هورمونی ریشه، در سطوح مختلف از غلظت

آلکالوئید  های به دست آمده از مقادیر زی توده و داده

تام کالوسی در تیمارهای منبع کربنی، دارای توزیع 

نرمال بودند. نتایج به دست آمده از به کارگیری 

 MSتیمارهای مختلف منبع کربنی در محیط کشت 

هایی در مقدار زی توده تولید  حاکی از وجود تفاوت

شده و محتوای آلکالوئید تام به دست آمده از 

های برگ و ریشه بود.  تهای حاصل از جداکش کالوس

 MSکشت  در این مطالعه، دو نوع منبع کربنی به محیط

پایه به طور جداگانه اضافه شد که شامل مقادیر 

افزایش یافته ساکارز و نیز مقادیری از هیدروکربن 

(. این تیمارهای غذایی در چهار 1مانیتول بود )جدول 

( 2 )جدول سطح مختلف هورمونی به کار گرفته شد

 به طور جداگانه مورد بررسی قرار گرفت.که 
 

الف. اثر منبع کربنی بر مقدار زی توده و آلکالوئید تام به 

های برگ و ریشه در  دست آمده از کالوس در جداکشت

NAA: 0mglکشت فاقد هورمون ) محیط
-1) 

 نتایج به دست : اثر منبع کربنی در جداکشت برگ
 

ها نشان داد  میانگینآمده از تجزیه واریانس و مقایسه 

که حاوی  T2که جداکشت برگی درگروه تیماری 

که حاوی  T1هیدروکربن مانیتول بود نسبت به گروه 

مقادیر افزایش یافته ساکارز بود، مقدار کالوس بیشتری 

تولید کرد، و زی توده کالوسی به دست آمده از این 

. جداکشت در گروه شاهد، حد واسط این دو گروه بود

دیگر، تمامی گروه ها از نظر تولید آلکالوئید  از طرف

تام یکسان عمل کردند و از لحاظ آماری اختلاف 

 (.1-الف معناداری بین این سه گروه دیده نشد )نمودار

توجه به  با: اثر منبع کربنی در جداکشت ریشه

نتایج به دست آمده از تجزیه واریانس و مقایسه 

 ای بین دو گروه ظهها، تفاوت آماری قابل ملاح میانگین

T1  وT2 ،از نظر مقدار زی توده کالوسی تولید شده ،

مشاهده نگردید. در حالی که گروه شاهد نسبت به دو 

گروه دیگر، مقدار زی توده کالوسی کمتری تولید 

های ریشه، در  های حاصل از جداکشت کالوس. نمود

های دارای مقادیر افزایش  گروه شاهد نسبت به محیط

(، T2) ( و محیط کشت حاوی مانیتولT1کارز)یافته سا

مقدار آلکالوئید تام بیشتری تولید نمود. به علاوه، 

کشت حاوی مانیتول نسبت به محیط کشت  محیط

حاوی مقادیر افزایش یافته ساکارز، از نظر تولید 

 (. 2-الفآلکالوئید تام برتری داشت )نمودار 
 

های شاهد و  های برگ و ریشه در گروه اثر جداکشت

 تیمار منبع کربنی 

با توجه به اطلاعات به دست آمده از تجزیه و 

 استیودنت، تفاوت  - tها با آزمون  تحلیل داده

 معناداری بین دو جداکشت ریشه و برگ گونه

H. arachnoideus  در دو گروه شاهد وT7 ازنظر ،

مقدار زی توده کالوسی تولید شده وجود نداشت، در 

حالی که مقدار زی توده حاصل کالوس مربوط به 
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، در جداکشت ریشه بیشتر از جداکشت برگ T6گروه 

 (.3-الفبود )نمودار 

های  مقدار آلکالوئید تام تولید شده توسط کالوس

به دست آمده از جداکشت های برگ و ریشه در 

ها تفاوت معناداری نشان داد. بدین  تمامی گروه

، مقدار آلکالوئید T2صورت که، در دو گروه شاهد و 

های  از جداکشت  آمده دست های به کالوس  تام حاصل از

، T1های برگی بود و در گروه  ریشه بیشتر از جداکشت

های به دست آمده از جداکشت برگی نسبت به  کالوس

ار آلکالوئید های حاصل از جداکشت ریشه مقد کالوس

 (.4-الفتام بیشتری تولید کردند )نمودار 
 

ب. بررسی اثر منبع کربنی بر مقدار زی توده و آلکالوئید 

های برگ و  تام به دست آمده از کالوس در جداکشت

NAA: 0.5mglریشه در سطح هورمونی 
-1 

در این سطح از غلظت هورمونی نیز همانند سطح 

فاقد هورمون، گروه شاهد و تیمارهای منبع کربنی به 

 (.1کار برده شد )جدول 

با توجه به : اثر منبع کربنی در جداکشت برگ

اطلاعات حاصل از تجزیه واریانس و مقایسه 

ها، در جداکشت برگی، هیچ تفاوتی بین سه  میانگین

، از نظر تولید زی توده کالوسی T2و  T1گروه شاهد، 

 T6از نظر تولید آلکالوئید تام، دو گروه . وجود نداشت

به طور مشابه عمل کردند و مقدار آلکالوئید تام  T7و 

به دست آمده از این دو گروه بیشتر از گروه شاهد بود 

 (.1-ب)نمودار 

جداکشت : اثر منبع کربنی در جداکشت ریشه

، مقدار زی توده T2و  T1ریشه، در هر سه گروه شاهد، 

از نظر تولید آلکالوئید تام، . کالوسی یکسانی تولید کرد

بهتر عمل کرد  T6، نسبت به دو گروه شاهد و T2گروه 

 و گروه شاهد نسبت به دو گروه دیگر مقدار آلکالوئید 
 

 (.2-ب)نمودار  تام کمتری تولید نمود
 

های شاهد و  های برگ و ریشه در گروه اثر جداکشت

 تیمار منبع کربنی 

با توجه به اطلاعات به دست آمده از تجزیه و 

استیودنت، هر دو جداکشت  -tها با آزمون  تحلیل داده

به طور  T2و  T1برگ و ریشه، در سه گروه شاهد، 

یکسان عمل کردند؛ یعنی، تولید زی توده تحت تاثیر 

 (. 3-ب)نمودار  نوع جداکشت قرار نگرفت

، کالوس به دست آمده از جداکشت T2در گروه 

ریشه نسبت به کالوس حاصل از جداکشت برگ، 

آلکالوئید تام بیشتری تولید نمود و در سایر موارد 

 (.4-ب)نمودار  اختلاف معنادار آماری مشاهده نشد
 

پ. بررسی اثر منبع کربنی بر مقدار زی توده و آلکالوئید 

های برگ و  آمده از کالوس در جداکشتتام به دست 

NAA: 1mglریشه در سطح هورمونی 
-1 

در این سطح هورمونی نیز مانند سطوح هورمونی 

قبل، گروه شاهد و دو گروه از تیمارهای منبع کربنی 

 (.1 )جدول به کار برده شدند

اطلاعات به : اثر منبع کربنی در جداکشت برگ

ا و مقایسه ه دست آمده از تجزیه واریانس داده

که حاوی مقادیر  T1ها نشان داد که گروه  میانگین

افزایش یافته ساکارز بود نسبت به دو گروه دیگر 

مقدار زی توده کالوسی بیشتری تولید نمود و دو گروه 

. ، از این نظر مشابه یکدیگر عمل کردندT2شاهد و 

تولید آلکالوئید تام در گروه شاهد بیشتر از دو گروه 

T1 وT2  بود و این دو گروه مقدار آلکالوئید تام

 (.1-پیکسانی تولید نمودند )نمودار 

با توجه به : اثر منبع کربنی در جداکشت ریشه

ها، نتایج حاصل از تجزیه واریانس و مقایسه میانگین
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تولید زی توده کالوسی در این جداکشت تحت تاثیر 

آلکالوئید تام تولید شده . تیمارمنابع کربنی قرار نگرفت

بیشترین مقدار و در گروه شاهد، کمترین  ،T2در گروه 

 (. 2-پ )شکل مقدار را نشان داد
 

های شاهد و  های برگ و ریشه در گروه اثر جداکشت

 تیمارهای منبع کربنی 

با توجه به اطلاعات حاصل از تجزیه و تحلیل 

کالوسی استیودنت، مقدار زی توده  -tها با آزمون  داده

در هر دو نوع جداکشت برگ و ریشه در گروه شاهد 

یکسان بود و تفاوت معناداری را در بین دو نوع 

جداکشت نشان نداد. اما در دو گروه دیگر، مقدار 

کالوس تولید شده تحت تاثیر نوع جداکشت قرار 

گرفت؛ به این ترتیب که تولید کالوس در هر دو گروه، 

 اکشت ریشه بوددر جداکشت برگ بیشتر از جد

 (.3-پ)نمودار 

تولید آلکالوئید تام نیز تحت تاثیر نوع جداکشت 

های به  ، کالوسT1قرار گرفت. در گروه شاهد و 

های  وجود آمده از جداکشت برگ نسبت به کالوس

حاصل از جداکشت ریشه، آلکالوئید تام بیشتری تولید 

، این مقدار در T2کردند؛ در حالی که در گروه 

)نمودار  ریشه بیشتر از جداکشت برگ بودجداکشت 

 (. 4-پ
 

ت. بررسی اثر منبع کربنی بر مقدار زی توده و آلکالوئید 

های برگ و  تام به دست آمده از کالوس در جداکشت

NAA: 2mglریشه در سطح هورمونی 
-1 

در این سطح هورمونی نیز مانند سطوح هورمونی 

به کار برده  قبل، گروه شاهد و دو گروه از منابع کربنی

 (.1)جدول  شد

 با توجه به : اثر منبع کربنی در جداکشت برگ
 

نتایج به دست آمده از تجزیه واریانس و مقایسه 

ها، تولید زی توده کالوسی در جداکشت برگی  میانگین

NAA: 2mglاین گونه در سطح هورمونی 
تحت  ،1-

تاثیر نوع منبع کربنی قرار نگرفت و جداکشت برگی 

اما، تولید . گروه به طور مشابه عمل کرد در هر سه

دست آمده از جداکشت  های به آلکالوئید تام در کالوس

ها بود و گروه  بیشتر از سایر گروه T2برگی، در گروه 

T1 نمودار  کمترین مقدار آلکالوئید تام را نشان داد(

 (.1-ت

در جداکشت : اثر منبع کربنی در جداکشت ریشه

گروه از نظر مقدار زی توده ریشه این گونه، هر سه 

به . کالوسی تولید شده به طور یکسانی عمل کردند

نسبت به دو گروه دیگر، آلکالوئید تام  T1علاوه، گروه 

بیشتری تولید کرد و دو گروه دیگر، از این نظر، به 

 (.2-ت)نمودار  طور مشابه عمل کردند

 
های شاهد و  های برگ و ریشه در گروه اثر جداکشت

 تیمارهای منبع کربنی 

با توجه به اطلاعات مربوط به تجزیه و تحلیل 

استیودنت، مقدار زی توده کالوسی  -tها با آزمون  داده

 در هر دو نوع جداکشت برگ و ریشه در گونه

H. arachnoideus ت، مقادیر یکسانی داشت)نمودار-

3 .) 

در حالی که تولید آلکالوئید تام به شدت تحت 

تاثیر نوع جداکشت قرار گرفت، به این ترتیب که در 

های تولید شده در  ، کالوسT2دو گروه شاهد و 

های حاصل از  جداکشت برگ نسبت به کالوس

جداکشت ریشه، دارای عملکرد بیشتری بودند، اما در 

، عملکرد جداکشت ریشه از جداکشت برگ T1گروه 

 (.4-ت)نمودار  بهتر بود
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ها بیانگر میانگین سه  نمودارها، ستون* در تمامی 

 .باشند می معیار انحراف ±تکرار 

در نمودارهایی که مربوط به هر کدام از  -

طور جداگانه است )مقایسه بین  ها به جداکشت

ها با استفاده از آزمون توکی  تیمارها(، مقایسه میانگین

انجام شده است. حروف  p≤0.05و در سطح آماری 

، نشان دهنده مشابه های بر روی ستونالفبایی یکسان 

 عدم تفاوت معنادار بین میانگین ها می باشد.

در نمودارهایی که مقایسه بین دو نوع جداکشت  -

 - tاست، تجزیه و تحلیل داده ها، با استفاده از آزمون 

انجام شده است.  p≤0.05 آماری سطح در و استیودنت

، غیرمشابهحروف الفبایی یکسان بر روی ستون های 

 نشان دهنده عدم تفاوت معنادار بین میانگین ها است.

 
 

 
: مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از 1-الف نمودار

های شاهد و  در گروه H .arachnoideusجداکشت برگ گونه 

 (NAA: 0mgl-1) تیمارهای منبع کربنی فاقد هورمون

 

 
: مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از 2-الفنمودار 

های شاهد و  در گروه H .arachnoideusجداکشت ریشه گونه 

 (NAA: 0mgl-1) تیمارهای منبع کربنی فاقد هورمون

 

 
های برگ و ریشه بر مقدار زی توده  : تاثیر جداکشت 3-الفنمودار 

های  گروهدر  H. arachnoideusبه دست آمده از کالوس در گونه 

 (NAA: 0mgl-1) شاهد و تیمارهای منبع کربنی فاقد هورمون

 
های برگ و ریشه بر مقدار آلکالوئید  تاثیر جداکشت 4-الفنمودار 

های  در گروه H. arachnoideusدست آمده از کالوس در گونه  تام به

 (NAA: 0mgl-1) شاهد و تیمارهای منبع کربنی فاقد هورمون

 

 
 

: مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از 1-بنمودار 

های شاهد و  در گروه H. arachnoideusجداکشت برگ گونه 

 NAA: 0.5mgl-1تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 
 

 
: مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از 2-بنمودار 

های شاهد و  در گروه H .arachnoideusجداکشت ریشه گونه 

 NAA: 0.5mgl-1تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 
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های برگ و ریشه بر مقدار زی توده  : تاثیر جداکشت 3-بنمودار 

های  در گروه H. arachnoideusبه دست آمده از کالوس در گونه 

 NAA: 0.5mgl-1شاهد و تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 

 
های برگ و ریشه بر مقدار آلکالوئید  جداکشت: تاثیر 4-بنمودار 

های  در گروه H. arachnoideusتام بدست آمده از کالوس در گونه 

 NAA: 0.5mgl-1شاهد و تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 
 

 
: مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از 1-پنمودار 

های شاهد و  در گروه H. arachnoideusجداکشت برگ گونه 

 NAA: 1mgl-1تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 
 

 
: مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از 2-پنمودار 

در گروه های شاهد و  H. arachnoideusجداکشت ریشه گونه 

 NAA: 1mgl-1تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 

 

 

 
های برگ و ریشه بر مقدار زی توده  : تاثیر جداکشت 3-پنمودار 

های  در گروه H .arachnoideusبه دست آمده از کالوس در گونه 

 NAA: 1mgl-1شاهد و تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 

 

 
های برگ و ریشه بر مقدار آلکالوئید  : تاثیر جداکشت4-پنمودار 

های  گروهدر  H. arachnoideusتام بدست آمده از کالوس در گونه 

 NAA: 1mgl-1شاهد و تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 

 

 
: مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از 1-تنمودار 

در گروه های شاهد و  H. arachnoideusجداکشت برگ گونه 

 NAA: 2mgl-1تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 

 

 
: مقدار زی توده و آلکالوئید تام به دست آمده از  2-تنمودار 

های شاهد و  در گروه H. arachnoideusجداکشت ریشه گونه 

 NAA: 2mgl-1تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 
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های برگ و ریشه بر مقدار زی توده  : تاثیر جداکشت 3-تنمودار 

های  گروهدر  H.arachnoideusبه دست آمده از کالوس در گونه 

 NAA: 2mgl-1شاهد و تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 

 

 
های برگ و ریشه بر آلکالوئید تام به  : تاثیر جداکشت4-تنمودار 

های شاهد  در گروه H.arachnoideusدست آمده از کالوس در گونه 

 NAA: 2mgl-1و تیمارهای منبع کربنی در سطح هورمونی 

 بحث:

تاثیر  بررسی و MS  کشت ترکیبات محیطسازی  بهینه

کشت،  غلظت و نوع ترکیبات موجود در این محیط

کشت  شامل بررسی منابع کربنی مورد استفاده در محیط

باشد. منبع کربنی بر هزینه مواد خام استفاده  نیز می

شده در کشت بافت گیاهی در مقیاس وسیع چیره 

زیه و تحلیل گردد و بنابراین از اهمیت بالایی در تج می

از مطالعات ]. 9[ فرایند های اقتصادی بر خوردار است

شود که غلظت  قبلی در زمینه کشت بافت مشخص می

ای از پارامترهای کشت  تواند بر گستره ساکارز اولیه می

های ثانویه و نیز  نظیر سرعت رشد و عملکرد متابولیت

ای تاثیر  ای به وزن خشک یاخته نسبت وزن تر یاخته

رد. بنابراین تاثیر سوکروز به عنوان زیر لایه بگذا

ای باید از نقش فیزیکی آن به  بیوشیمیایی و منبع تغذیه

عنوان یک حلال فعال اسمزی در محیط کشت، قابل 

بنابراین در مطالعه حاضر، محیط ]. 9[ تمایز باشد

کشت حاوی مانیتول برای شناسایی نقش سوکروز در 

 گرفت. محیط کشت، مورد استفاده قرار

به این منظور، بدون اینکه غلظت اولیه سوکروز در 

%( تغییر کند به عنوان گروه 3)MS کشت پایه  محیط

% 1شاهد در نظر گرفته شد. در یک گروه تیماری 

کشت پایه اضافه شد و در گروه دیگر  مانیتول به محیط

% 1کشت پایه به میزان  غلظت سوکروز در محیط

 افزایش یافت.

یند آمحصول اصلی حاصل از فر مانیتول، یک

باشد و از  ها می فتوسنتزی در گیاهان سبز و جلبک

طریق تنظیم اسمزی باعث بالا رفتن مقاومت گیاه به 

این ماده اغلب یک منبع  ].17[ گردد تنش کم آبی می

غیر فعال کربنی درکشت بافت گیاهی است و به عنوان 

به کشت  یک افزودنی خنثی برای تنظیم اسمزی محیط

 ]. 9[ رود کار می

نتایج به دست آمده از پژوهش حاضر، حاکی از 

عدم تفاوت در مقدار زی توده کالوسی تولید شده بین 

دو گروه حاوی مانیتول و گروه حاوی مقادیر افزایش 

ها  یافته سوکروز در اغلب موارد و در تمامی جداکشت

 و همکاران Brownبود. این نتایج منطبق با یافته 

ای نشان دادند که در  باشد که در مطالعه می (1979)

های حاوی سوکروز جایگزین شده با مانیتول،  محیط

تولید شاخساره در گیاه تنباکو کاهش پیدا نکرد. با 

توان چنین استنباط کرد که  ها می توجه به این یافته

های غذایی کشت  قسمتی از نقش ساکارز در محیط

 اشد.گیاه، به دلیل خاصیت اسمزی آن ب

(، اثر 1986) و همکاران Swankarهای  طبق یافته

سوکروز بر میزان القاء کالوس ممکن است به علت 

کشت باشد.  مشارکت آن در پتانسیل اسمزی محیط
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Last  وBrettle (1990 گزارش کردند که، سوکروز )

در محیط کشت، هم به عنوان تنظیم کننده فشار 

کند که هر  می اسمزی و هم به عنوان منبع کربنی عمل

 دو عملکرد برای تشکیل کالوس مهم هستند.

از طرف دیگر، مانیتول به کار گرفته شده در 

های برگی، اغلب تغییری را در محتوای  جداکشت

ها، نسبت به تیمارهای  آلکالوئید تام موجود در کالوس

حاوی مقادیر افزایش یافته سوکروز، به وجود نیاورد و 

ای،  های ریشه ما در جداکشتیا باعث کاهش آن شد. ا

در اغلب موارد، مانیتول نسبت به سوکروز، محتوای 

ها افزایش داد. به علاوه در  آلکالوئید تام را در کالوس

کشت باعث  برخی موارد افزودن مانیتول به محیط

افزایش زی توده کالوسی در هر دو نوع جداکشت 

اری های تیم گردید. از آنجائیکه در هیچ کدام از گروه

ای کربنی وجود نداشت،  کمبودی از لحاظ منبع تغذیه

توان علت افزایش محتوای آلکالوئید تام و مقدار  می

زی توده کالوسی را در این موارد، به حضور مانیتول 

مربوط دانست. بدین معنا که مانیتول تاثیر مثبتی بر 

تولید کالوس و آلکالوئید تام داشت. افزایش مانیتول 

ار اسمزی بالایی به سیتوپلاسم یاخته ممکن است فش

زایی و  وارد کند و بنابراین باعث القاء تنش و کالوس

نیز افزایش محتوای آلکالوئید گردد. البته ممکن است 

این اثر، تنها به نقش مانیتول در تنظیم اسمزی مربوط 

 نباشد.

، معرفی 2003 و همکاران Abebe های طبق یافته

( به درون گیاه گندم mtlD) ژن مانیتول دهیدروژناز

باعث بهبود عملکرد گیاه شد. به علاوه، تفاوت آماری 

معناداری در تنظیم اسمزی، بین گیاه تراژن و گیاه 

شاهد، چه در سطح کالوسی و چه در گیاه کامل، 

وجود نداشت. این امر بیانگر تاثیر سودمند مانیتول در 

اشد. ب های حفاظتی نسبت به تنظیم اسمزی می مکانیسم

های حفاظتی در برداشت  احتمالا این مکانیسم

OH) های هیدروکسیل رادیکال
( و/یا تثبیت ماکرو -

 باشند. مولکول ها دخیل می

های افزایش یافته  در پژوهش حاضر، تاثیر غلظت

نیز مورد  MSکشت پایه  سوکروز نسبت به محیط

مطالعه قرار گرفت و مشخص شد که افزایش غلظت 

% در اغلب موارد، آلکالوئید تام را 4% به 3سوکروز از 

افزایش داد. در مورد زی توده کالوسی، این تیمار، در 

اکثر موارد تاثیری در مقدار آن نداشت و در برخی 

 موارد آن را افزایش داد. 

توسنتز کشت باعث افزایش ف سوکروز در محیط

( گزارش 1995) Loyolaو  Maldonadoگردد.  می

کردند که فتوسنتز باعث ساخت تروپیک اسید و مانع 

 شود. آسیب آلکالوئید می

(، نشان دادند 2001و همکاران ) Rotheبه علاوه، 

 Atropaکه با افزایش سوکروز در کشت ریشه گیاه

belladonna زمینی(، میزان آلکالوئید  )تیره سیب

یابد. همچنین تاثیرات سودمند سوکروز در  می افزایش

زایی در بسیاری از گیاهان نیز گزارش شده  کالوس

 ]. 6و  5[ است

کار  های هورمونی به از بین چهار سطح از غلظت

 5/0شده در این پژوهش، غلظت هورمونی   برده

گرم بر لیتر، یکنواختی بیشتری را نسبت به سایر  میلی

معنی که، در این سطح از   بدینها نشان داد.  غلظت

غلظت هورمونی، در کلیه جداکشت های برگ و ریشه 

از هر دو گونه، افزایش محتوای آلکالوئید تام حاصل 

از کالوس، درگروه حاوی مانیتول وگروه حاوی مقادیر 

افزایش یافته سوکروز مشاهده شد. در حالی که در 

ها  جداکشت  سطوح از غلظت هورمون، برخی از  سایر

در یک یا دو گونه، افزایش و گروهی نیز کاهش نشان 

های قبلی، ممکن است به  دادند که با توجه به گفته
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دلیل افزایش تنوعات سوماکلونی در اثر افزایش غلظت 

 Baylissاکسین به کار برده شده باشد. طبق گزارش 

طور  های رشد به (، احتمال دارد که تنظیم کننده1980)

های غیرطبیعی ژنتیکی را  قسیم یاختهترجیحی میزان ت

LoSchiavoهای  افزایش دهند و نیز طبق یافته
  

 های کالوسی غیر (، افزودن اکسین به کشت1989)

یافته باعث افزایش تغییرات سوماکلونال از  سازمان

 گردد. می DNAطریق افزایش میزان متیلاسیون 

توان به این استنباط کلی دست یافت که  بنابراین می

های کشت، وابسته  های ثانویه در محیط تولید متابولیت

به ترکیبی از عوامل مختلف ژنوتیپی و محیطی و گاه 

های به  تاثیرات متقابل این عوامل و همچنین جهش

باشد.  ها در اثر عوامل مختلف می وجود آمده در یاخته

وجود تمامی این عوامل کار را برای تفسیر نتایج به 

سازد، به  رایند زیستی دشوار میدست آمده از یک ف

توان به نتایج کاملا  نحوی که در بسیاری از موارد نمی

منسجمی دست یافت و یا با قاطعیت یک یا چند عامل 

را در این فرایندها دخیل دانست. آنچه مسلم است این 

که، تنها می توان به ارزیابی تاثیر این عوامل پرداخت و 

 مطلوب به کار گرفت. آن ها را در بهبود فرایندهای

نتایج به دست آمده از پژوهش حاضر، نقش دو  .1

کشت گیاهی را هم به  گانه سوکروز در محیط

ای و هم به عنوان تنظیم کننده  عنوان منبع تغذیه

 اسمزی، تایید کرد.

تواند  های این پژوهش نشان داد که مانیتول می یافته .2

از طریق ایجاد تنش اسمزی باعث افزایش محتوای 

 لکالوئید تام در کالوس گردد.آ

با توجه به نتایج مطالعه حاضر، افزایش ساکارز  .3

دارای تاثیرات مثبتی بر مقدار زی توده کالوسی و 

 محتوای آلکالوئید تام آن، بود.
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