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  چكيده
  

 مورفولوژيك و بيوشيميايي همراه خصوصياتدستورزي سطح پلوئيدي گياهان همواره با بروز تغييرات چشمگير در : مقدمه
هاي ثانويه در گياهان دارويي مختلف  كيفي توليد متابوليت  جهت اصلاح الگوي كمي و مؤثر آن به عنوان راهبردي و ازباشد يم

 هيوسيامين و مقدار اندكي بذرالبنج مصري نژاد قاهره از منابع مهم توليد آلكالوئيدهاي تروپاني مخصوصاً. ده استشاستفاده 
ي اخير مطالعات مختلفي جهت بهبود توليد اين تركيبات، مخصوصاً اسكوپولامين به روي آن انجام ها بوده كه در دههاسكوپولامين 

  .شده است

 و بررسي (Hyoscyamus muticus)بررسي پايداري سطح پلوئيدي پس از القاء تتراپلوئيدي در گياه بذرالبنج مصري : هدف
   .باشد  از دستورزي سطح پلوئيدي ميتغييرات كمي و كيفي الگوي توليد آلكالوئيدهاي تروپاني پس

با استفاده از  سطح پلوئيدي  پايداريييدأجهت ت  ابتدا گياهان اتوتتراپلوئيد بذرالبنج مصري،در اين مطالعه : بررسيروش
هاي  استخراج آلكالوئيدهاي تروپاني از برگ.  قرار گرفتندبررسي و فلوسايتومتري مورد ، ميكروسكوپي مورفولوژيكهاي روش

   .گيري شد اندازه GC-MSبه عمل آمد و غلظت هيوسيامين، اسكوپولامين و تروپين توسط دستگاه  ياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيدگ
دهنده  القاء تتراپلوئيدي، در راستاي يكديگر نشان و فلوسايتومتري پنج نسل پس از ، ميكروسكوپيمقايسات مورفولوژيك: نتايج

 تبديل افزايشدهنده  نتايج نشان چند با تغيير سطح پلوئيدي غلظت تروپين تغيير نيافته بود ولي هر. ندبود  سطح پلوئيديپايداري
 به نحوي كه الگوي توليد آلكالوئيدهاي تروپاني به سمت بود گياهان تتراپلوئيد  برگ و ريشهدرهيوسيامين به اسكوپولامين 
  . اسكوپولامين تغيير يافته بود

تواند  زش تجاري بيشتر اسكوپولامين نسبت به ساير آلكالوئيدهاي تروپاني، تغيير سطح پلوئيدي ميبا توجه به ار: گيري نتيجه
  .باشدبذرالبنج مصري  جهت اصلاح و بهبود كيفيت توليد در گياه يروش مناسب

  GC-MSتتراپلوئيدي، فلوسايتومتري، پلوئيدي،  پليآلكالوئيدهاي تروپاني، بذرالبنج مصري، : واژگان گل
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 . ..امين بهافزايش تبديل هيوسي

 

  مقدمه

نام و   Egyptian henbane   نام انگليسيبذرالبنج مصري با
گياهان دارويي بسيار مهم  از Hyoscyamus muticus علمي

باشد   ميx2  =n2= 28با  )Solanaceae(زميني  سيبخانواده 
هاي تروپاني مانند هيوسيامين و   از منابع ارزشمند آلكالوئيدكه

. ]1[ استو آتروپين ) سينهيو(سكوپولامين ابه ميزان كمتري 
هاي هوايي اين گياه قابل  اين آلكالوئيدها از تمام بخش

ثير بر سيستم أكلينرژيك با ت استخراج بوده و داراي خواص آنتي
براي آرام نمودن ها  تركيباين . باشند عصبي پاراسمپاتيك مي

در  (م بيماري پاركينسون، گشاد نمودن مردمك چشميعلا
ش ضربان قلب و كاهش ترشح عرق و ، افزاي)جراحي چشم

بذرالبنج . ]1،2،3[گيرند  اسيد معده مورد استفاده قرار مي
مصري بومي مناطق نيمه باراني مصر، سودان، عربستان، ايران، 
افغانستان و شمال هند است و در ايران در نواحي مركزي، 

  .]13[جنوبي و جنوب شرقي گزارش شده است 
 عنوان يك محصول تجاري تواند به بذرالبنج مصري مي

اي آفريقا مورد استفاده قرار گيرد و  مهم در مناطق خشك حاره
از طرفي علاوه بر تأمين هيوسيامين و اسكوپولامين صنايع 

بذرالبنج . داروسازي محلي، سهمي نيز در صادرات داشته باشد
 H. nigerمصري داراي آلكالوئيد بسيار بيشتري نسبت به 

 درصد آن را هيوسيامين تشكيل داده 90 باشد كه در حدود مي
هر چند اين گياه بيشتر از طبيعت مخصوصاً از مصر . است
شود، ولي به عنوان يكي از منابع تجاري مهم  آوري مي جمع

همچنين كشت و كار تجاري . شود توليد آلكالوئيد محسوب مي
  ]. 4[شود  اندكي از اين گياه در كاليفرنيا انجام مي

لوئيدي در كشاورزي به خوبي شناخته شده اهميت پلي پ
 سازگاري اكولوژيكي بيشتري  دارايگياهان پلي پلوئيد. است

. دارندامكان استقرار و بقاء تحت شرايط سخت را باشند و  مي
پلوئيدي باعث افزايش فعاليت   رسد كه پلي همچنين به نظر مي

 تنفس همگام باژني و تنوع آنزيمي، سرعت فتوسنتز بالاتر 
خير در گلدهي اما تداوم بيشتر آن، سرعت رشد كمتر أكمتر، ت

  اي و  هاي شوري، خشكي و تغذيه اما تحمل بيشتر به تنش
  

  

پلي پلوئيدي . ]5،6[د شو ها مي سبب افزايش مقاومت به بيماري
اغلب با افزايش اندازه سلولي و تغييرات قابل ملاحظه در 

كه مانند اكثر گياهان زماني . باشد متابوليسم ثانويه همراه مي
هاي ثانويه باشند،  هاي رويشي گياه منبع متابوليت دارويي، اندام

سازي مستقيم  دستورزي سطح پلوئيدي مانند مضاعف
پلوئيدي روشي سريع  يا آلوپلي) اتوپلي پلوئيدي(كروموزومي 

]. 6[باشد  هاي ارزشمند دارويي مي در بهبود توليد تركيب
هاي گياهان پلي پلوئيد نسبت  ا و ريشهه ها، ساقه  برگمعمولاً

تر بوده و با توجه به اينكه در  به ديپلوئيد همتاي خود بزرگ
ها استفاده  اغلب گياهان دارويي فقط از برگ، ساقه و ريشه

پلوئيدي به  شود، عقيمي و عدم توليد بذر ناشي از القاء پلي مي
  .]7[اندازه گياهان زراعي در آنها اهميت ندارد 

سين موفق به توليد گياهان  ن با تيمار كلشيمحققي
گياهان . تر شدند  بزرگاندازه ظاهري با H. nigerاتوتتراپلوئيد 

 درصد 5/22 ،دست آمده نسبت به گياهان شاهده تتراپلوئيد ب
همچنين توليد گياهان . ]8[كردند  آلكالوئيد بيشتري توليد مي

حدود  آلكالوئيد اتوتتراپلوئيد بذرالبنج مصري با پتانسيل توليد
. ]1[يك و نيم برابر نسبت به گياهان شاهد گزارش شده است 

پلوئيدي در گياهاني از   اتوپليهاي قبلي نيز نشان داده كه مطالعه
 Atropa( شابيزك، )Hyoscyamus spp( قبيل بنگدانه

belladonna(و تاجريزي  )Solanum nigrum(افزايش    با
 همراه بودهازاء واحد وزن خشك هاي ثانويه به  شديد متابوليت

 تاكنون استفاده از تكنيك القاء ،با اين وجود. ]9[ است 
 از گياهان دارويي اندكيپلوئيدي فقط در مورد تعداد  پلي

 .]10[ده است شگزارش 

هاي سنتي شمارش كروموزومي به ويژه در گياهاني  روش
كه عدد ) x4  =n2= 56(مانند بذرالبنج مصري تتراپلوئيد 

از . روموزومي آن بالاست با مشكلات زيادي همراه استك
هاي مورفولوژيك و ميكروسكوپي و غيره نيز  سوي ديگر روش
 برخوردار غربالگري گياهان تتراپلوئيددر  از دقت بالايي

رو به پيشرفت در اين راستا از تكنيك . باشند نمي
 جدا نمودن گياهان جهتاي  فلوسايتومتري به صورت فزاينده
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  يازدهم، دوره دوم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1391نامه شماره نه، بهار  ويژه

 

 دهقان و همكاران

 

 اين .]11،12[ده است شسطوح پلوئيدي مختلف استفاده با 
هاي مختلف سلولي با سرعت و  تكنيك قادر به شناسايي تيپ

  .باشد دقت بالا و همچنين هزينه مناسب مي
با توجه به عدم تحقيقات كافي در اين زمينه و اهميت زياد 
و نياز روزافزون جامعه به داروهايي با منشا گياهي، هدف از 

بررسي ثبات و پايداري افزايش سطح پلوئيدي،  ،يقاين تحق
همچنين تأثير تتراپلوئيدي در الگوي توليد آلكالوئيدهاي 

امكان استفاده اصلاحي از اين تكنيك در گياه به منظور تروپاني 
پروفيل فلوسايتومتري . باشد مي دارويي بذرالبنج مصري

هاي مختلف بذرالبنج مصري و مقايسه آن با گونه  بخش
   .ويشاوند بذرالبنج سياه نيز مطالعه شده استخ

 

  ها مواد و روش

بذور ديپلوئيد و اتوتتراپلوئيد بذرالبنج مصري : مواد گياهي

از ) درصد/ 2(سين  كه قبلاً در اثر تيمار كلشي) نژاد قاهره(
)  ساعت24اي به مدت   برگچه6 - 8در مرحله  (ناحيه مريستم انتهايي 

در اين مطالعه مورد ] 13[ست آمده بودند به روش اتصال پنبه به د
لازم به ذكر است كه بذور اتوتتراپلوئيد پس از القاء . استفاده قرار گرفتند

زني  بذور پس از جوانه. پنج نسل متوالي، كشت شده بودندحداقل براي 
 هوموس به - ماسه –هاي بزرگ حاوي رس  ديش به گلدان در پتري
 تحقيقاتي دانشگاه فردوسي مشهد در در گلخانه منتقل و 1:1:1نسبت 

گراد   درجه سانتي25 نور و تاريكي و در دماي 16  : 8شرايط فتوپريود 
حدود بيست روز پس از آغاز گلدهي و زماني كه . نگهداري شدند

برداري جهت استخراج  ها شروع به رسيدن كرده بودند نمونه ميوه
اه تتراپلوئيد انتخاب و از سه گياه ديپلوئيد و سه گي. آلكالوئيد انجام شد

آوري  هاي جمع برگ. برداري به عمل آمد هاي مختلف آنها نمونه برگ
 درجه -20 شده توسط فريز دراير كاملاً خشك و پودر شده و در فريزر

هاي ديپلوئيد و  گيري از ريشه نمونه  .گراد نگهداري شدند سانتي
 .دتتراپلوئيد نيز در نسل هفتم به همين طريق انجام ش

  

    مورفولوژيك و ميكروسكوپيهاي همقايس

مقايسه مورفولوژيك گياهان تتراپلوئيد و شاهد شامل 
. مقايسه جثه، اندازه برگ، اندازه گل و بذر اين گياهان بود

همچنين از اپيدرم زيرين برگ گياهان تتراپلوئيد و شاهد به 
هايي تهيه گرديد و به روي لام در كنار  طور جداگانه نمونه

ديگر قرار داده شدند و پس از چكاندن يك قطره آب مقطر يك
و قرار دادن لامل بر روي آنها توسط ميكروسكوپ نوري با 

 .دشهاي آنها نيز مقايسه  ، اندازه روزنه40 ×عدسي شيئي 

  
    فلوسايتومتريهاي آزمايش

  آناليز سطح پلوئيدي گياهان توسط دستگاه فلوسايتومتر

  (Partec pA, Germany) جهز به لامپ م arc-UV بر طبق

در اين  . انجام پذيرفت)2005(  و همكاران)Gu( گا روش

)  يك ماههحدوداً( رشد يافته هاي كاملاً از برگ بررسي
متر   سانتي5/0  تقريباًمقاطعي به اندازهها  همچنين ساير اندام

 ميكروليتر از بافر استخراج هسته 300 سپس. دشمربع تهيه 
بر روي آنها ريخته شد و ) Partecگاه،  كيت دست Aمحلول(

با تيغ تيز به نحوي كه از له شدگي بافت جلوگيري شود، مقطع 
 از فيلترهاي به دست آمدهمحلول . دش به خوبي خرد نظرمورد

عبور داده شد و  ميكرومتر 30با قطر منافذ مخصوص دستگاه 
 دي آميدينو  -6 و 4آميزي هسته   ميكروليتر محلول رنگ1200

د و شبه آن اضافه )  كيتB، محلول DAPI( فنيل ايندول 2-
. ]14 [ ثانيه براي شمارش به دستگاه داده شد30 - 60پس از 

 هسته توسط 5000 حداقل تعدادطور معمول براي هر نمونه ه ب
  افزار دست آمده توسط نرمه هاي ب  و پيكبررسيدستگاه 
LT 3.1  Mode Fit تري آناليزهاي فلوسايتوم .دندشتفسير

 .دبراي نسل هفتم نيز با شرايط مشابه تكرار شدن

   

  GC-MS  و شرايط دستگاهي تروپانياستخراج آلكالوئيدها

 برگ گياهان هاي ليوفيليز شده گرم از نمونه  ميلي50حدود 
، همچنين ريشه گياهان ديپلوئيد و )5نسل (ديپلوئيد و تتراپلوئيد 

ليتر پتروليوم اتر  لي مي2 توزين شده و با )7نسل (تتراپلوئيد 
 rpm 3000 ،10(بعد از ورتكس و سانتريفوژ . ليپيدزدايي شدند

فاز حلال تخليه شد و باقيمانده نمونه با استفاده از جريان ) دقيقه
 ميكروگرم هموآتروپين 50پس از اضافه نمودن . نيتروژن خشك شد

)Sigma(ها قليايي   به عنوان استاندارد داخلي، نمونه)pH 9(ه  شد
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 . ..امين بهافزايش تبديل هيوسي

 

قبل از .  استخراج شدندCl2CH2و آلكالوئيدها براي دو بار توسط 

حل  Cl2CH2 ميكروليتر 40هاي خشك در   نمونهGC-MSآناليز 

-N-methyl-N(ها توسط سازي آن شده و مشتق

trifluoroacetamide (MSTFA) Pierce( 15[ انجام شد .[  

 بر اساس روش هاكينن و همكاران GC-MSآناليز 

ها به   ميكروليتر از نمونه3. ين شرح بودبه ا) 2005(

 متصل به )Hewlett–Packard( 5890 كروماتوگراف گازي

 quadrupole(يك آشكارساز انتخابي جرمي كوآدروپول 

mass selective detector( 5970 )Hewlett–Packard( 

  آناليز بر روي ستون مويينه سيليكا فيوز شده . دشتزريق 

NB-54 )NB-54 fused silica capillary column() 15 

، HNU-Nordionمتر قطر داخل؛   ميلي20/0متر طول، 

Helsinki (درجه 250 تا 100دماي آون نيز از . انجام شد 

 هر دقيقه تنظيم يگراد به ازا  درجه سانتي7گراد با تغيير  سانتي

گراد   درجه سانتي250دماي تزريق كننده و آشكارساز . ده بودش

.  دقيقه در نظر گرفته شده بود30 آناليز نيز و مدت زمان هر

براي هر نمونه سه مرتبه تزريق انجام شد و آلكالوئيدها و 

به دست آمده از GC-MS هاي طيفي  مشتقات آن طبق داده

و ويته ) 1986( و همكاران )Hartmann(مطالعات هارتمن 

)Witte( و همكاران )15،16،17[دند ششناسايي ) 1987 .[

 )Sigma(، اسكوپولامين هيدروبرومايد )Merck(هيوسيامين 

هاي استاندارد مورد   نيز به عنوان تركيب)Sigma(و تروپين 

  .استفاده قرار گرفتند
  

  نتايج

هاي مورفولوژيك بين بذرالبنج مصري ديپلوئيد و  تفاوت

   تتراپلوئيد

هاي مورفولوژيك گياهان تتراپلوئيد نسبت به ديپلوئيد به  ويژگي

ن استفاده از آنها در تعيين تتراپلوئيدي احتمالي مورد منظور امكا
تري  هر چند كه گياهان تتراپلوئيد جثه قوي. ارزيابي قرار گرفت

داشتند ولي اندازه گياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيد با هم تفاوت زيادي 

به همين ترتيب گياهان تتراپلوئيد داراي ساقه، برگ، گل، . نداشت
تري نسبت به گياهان ديپلوئيد  ن روزنه درشتهاي نگهبا بذر و سلول

پذير بود  بودند به نحوي كه مقايسه چشمي آنها به راحتي امكان

در حقيقت يكي از اثرات عمومي القاء تتراپلوئيدي ). 1شكل شماره (
شكل (هاي محافظ روزنه  طور كه از سلول در بذرالبنج مصري همان

لازم به ذكر . باشد  ميمشخص است، افزايش اندازه سلولي) 1 شماره

است كه افزايش عقيمي و كاهش توليد بذر براي گياهان تتراپلوئيد 
د، با اين وجود اين ميزان كاهش توليد بذر شدر اين مطالعه مشاهده 

چشمگير ) 1986(  در مقايسه با مطالعه لاوانيا و همكارانمخصوصاً

  .دشوكار آن  نبود به نحوي كه مانع توسعه كشت و

  

  
  

  
 بذرالبنج ]2،4،6،8 [ و تتراپلوئيد]1،3،5،7 [گياهان ديپلوئيد) ×40 بزرگنمايي( هاي نگهبان روزنه  مقايسه ظاهري جثه، گل، بذر و سلول-1شكل شماره 

  مصري نژاد قاهره
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  يازدهم، دوره دوم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1391نامه شماره نه، بهار  ويژه

 

 دهقان و همكاران

 

   فلوسايتومتريهاي نتايج آزمايش

براي گياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيد  آناليز فلوسايتومتري
 فلوسايتومتري هاي ذكر است كه آزمايشه لازم ب. دشانجام 
كه از ثبات سطح  نحويه  نسل متوالي ادامه يافت بهفتبراي 

طور كه در شكل  همان. دشپلوئيدي اطمينان كافي حاصل 
در ) ب( در نمونه ها شود ارزش تمام پيك  ديده مي2شماره 

 دو برابر گياه ديپلوئيد  پس از القاء تتراپلوئيدي تقريباًمپنجنسل 
 قرار 85 بر روي كانال  گياهان تتراپلوئيد تقريباG1ًپيك . ودب

 را نشان 40 نمونه شاهد كانال G1دارد در حالي كه پيك 
 85 روي كانال G2هاي ديپلوئيد داراي پيك  نمونه. دهد مي

باشد در   مضاعف شده ميDNAهاي با  بودند كه بيانگر هسته 
 170 روي كانال  گياهان تتراپلوئيد برG2كه وجود پيك  حالي

هاي   دو برابر آنها نسبت به نمونه DNAحاكي از مقدار
نكته جالب در اين شكل وجود يك پيك اضافي . ديپلوئيد است

 در گياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيد حاكي از C16   وC8 با ارزش 
هاي برگي  پلوئيد در نمونه هاي پلي وجود تعدادي از سلول

 يده اندوردوپليكيشندهنده رخداد پد است كه نشان
  .هاي اين گياه است در برگ) شدگي ژنوم بدون ميتوز مضاعف(

 جالب در رابطه با بذرالبنج مصري هاي ه يكي از مشاهد
مطالعات .  فاز سلولي استG2ها در  توقف اكثر سلول

هاي مختلف گياهي  فلوسايتومتري انجام شده بر روي گونه
رخدار، بابونه، براي مثال گياهان زرشك، س(توسط مولف 

كاسني،  ،فرنگي ريحان، ذرت، نخود، بنفشه آفريقايي، گوجه
و همچنين تحقيقات انجام شده توسط )  و غيرهنوروزك

هاي برگي رشد  محققان مختلف نشان دهنده توقف اكثر سلول
طور  همان .]7،11،12،14[باشد  سلولي مي G0/G1يافته در فاز 

به عنوان  H. nigerه شود گيا  ديده مي4كه در شكل شماره 
 ، مانند ساير گياهانH. muticusجنس و نزديك به  گياهي هم

از روندي كاملاً طبيعي در سيكل سلولي برخوردار بوده به 
 G1هاي رشد يافته آن در فاز  هاي برگ نحوي كه اغلب سلول

برند، كه   به سر ميG2متوقف شده و درصد كمي از آنها در 
شكل ( بذرالبنج مصري در تضاد است اين روند كاملاً با گياه

  ).3شماره 
  

  
  

  
  بذرالبنج مصري نژاد قاهره) ب( و تتراپلوئيد) الف(  پروفيل فلوسايتومتري گياهان ديپلوئيد-2شكل شماره 

  

  

  

 4C (الف)

8C 
2C 

 (ب)

16C 

8C 

4C 

174 
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  )ب( در مقايسه با بذرالبنج سياه) الف(  مصري پروفيل فلوسايتومتري گياهان بذرالبنج-3شكل شماره 

  

  
  

  
  لكالوئيدهاي تروپانيآ مسير بيوسنتزي -4شكل شماره 

  

هاي گياه بذرالبنج مصري مانند ساقه، گل و  آناليز ساير اندام

هاي  ريشه در طول سه نسل نشان داد كه اين پديده در برگ

ين در شديدتر) نزديك گل آذين(دهنده گياه  محورهاي گل

  .ها از شدت كمتري برخوردار است حالت بوده و در ساير اندام

  

   نتايج آناليز آلكالوئيدهاي تروپاني

 را به عنوان يكي از GC-MSمطالعات مختلف، روش 

هاي پيچيده  هاي جداسازي و شناسايي تركيب بهترين روش

)الف(  

H. muticus 

)ب(
H. niger 

 

G0/G1 

G0/G1 

G2 
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  1391نامه شماره نه، بهار  ويژه

 

 دهقان و همكاران

 

  . ]15،18،19،20،21[آلكالوئيدهاي تروپاني معرفي نموده است 
حاضر نيز سه تركيب مهم اسكوپولامين، هيوسيامين در مطالعه 

هاي گياهان ديپلوئيد   در برگGC-MSو تروپين توسط روش 
و تتراپلوئيد بذرالبنج مصري نژاد قاهره مورد آناليز قرار گرفتند 

بارزترين نتيجه تتراپلوئيدي افزايش حدود ). 1جدول شماره (
يد هيوسيامين  درصد اسكوپولامين به ازاء كاهش ميزان تول200
 به هيوسيامين در گياهان درصد اسكوپولامين. باشد مي

 درصد افزايش 38 به 6 تغيير يافته و از حدود تتراپلوئيد شديداً
هاي ريشه در نسل هفتم  نمونه GC-MS آناليز .يافته است

گياهان تتراپلوئيد و مقايسه آن با گياهان شاهد نيز افزايش 
  .ا نشان داد برابري اسكوپولامين ر5حدود 
  

  بحث

تواند  پلوئيدي مي ثير پليأمطالعات نشان داده است كه ت
وابسته به ژنوتيپ باشد و حتي يك آستانه محدودكننده 

از . ]6[تغييرات بيومس در برابر پلي پلوئيدي وجود داشته باشد 
 Mentha arvensisسوي ديگر افزايش سطح پلوئيدي در گياه 

است با مقاومت ) پلوئيد اجدادي  يپل(كه يك گونه پالئوپلوئيد 
و برگشت پلي پلوئيدي به حالت پايه در طول زمان همراه بوده 
است كه اين امر به نوعي بيانگر وجود محدوديت در 

بنابراين اثبات پايداري سطح پلوئيدي . ]6 [پلوئيدي است اتوپلي
هاي دستورزي  و حتي صفات تغيير يافته ناشي از آن در پروژه

گران بايستي به  له مهمي است كه اصلاحأوزومي، مسعدد كروم
در اين تحقيق نيز بررسي پايداري . آن توجه كافي داشته باشند

هاي مختلف شامل صفات ظاهري،  سطح پلوئيدي با روش

اندازه سلولي و فلوسايتومتري پنج نسل پس از القاء 
افزايش اندازه سلولي . تتراپلوئيدي مورد بررسي قرار گرفت

به . باشد تتراپلوئيدي در اين گياه مي ز اثرات عمومي القاءيكي ا
رسد كه اين يك اثر ژنتيكي است و افزايش اندازه را  نظر مي

طور كه انتظار   همان.ردها به همراه دا  در همه اندامتقريباً
هاي رويشي و زايشي  رفت گياهان تتراپلوئيد اندام مي

نتايج ساير محققان تري داشتند كه اين نتيجه موافق با  درشت
  .]7،8،9،10،14 [باشد مي

 گياهان تتراپلوئيد فاكتور بسيار مناسبي بذورتر بودن  درشت
هاي مخلوط  گزينش اين گياهان در توده در جداسازي و

تر، شانس  كه با انتخاب بذور درشت باشد به نحوي بذرالبنج مي
. دست آوردن گياهان تتراپلوئيد افزايش خواهد يافته ب

هاي تتراپلوئيد بذرالبنج  رفت سلول طور كه انتظار مي همان
اين امر به وضوح . ديپلوئيد بودندهاي  مصري بزرگتر از نمونه

به ). 2شكل شماره (هاي نگهبان روزنه مشخص بود  در سلول
هاي نگهبان روزنه از فاكتورهاي بسيار  طور كلي اندازه سلول

باشد ولي  پلوئيد مي از ديمناسب در شناسايي گياهان تتراپلوئيد
هاي   در شناسايي نمونهفاكتور صد در صد مطمئن، مخصوصاً

از تتراپلوئيد خالص ) مخلوط ديپلوئيد و تتراپلوئيد(شيمر 
ترين و  افزايش اندازه سلولي يكي از سريع. باشد نمي

هاي  سلول حجم]. 6[باشد  پلوئيدي مي ترين پيامدهاي پلي گسترده
 دو برابر و سطح غشاي آنها حدود يك و  حدودتتراپلوئيد معمولاً

باعث بزرگتر شدن جثه  باشد كه اين هاي ديپلوئيد مي نيم برابر سلول
   .]22[شود  پلوئيدي مي گياهان در پاسخ به پلي

  

  

  *روز پس از آغاز گلدهي 20 و ريشه گياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيد بذرالبنج مصري  آلكالوئيدهاي تروپاني در برگغلظت تعدادي از -1جدول شماره 

 اسكوپولامين اسكوپولامين به هيوسيامين% 

mg/g DW 

 هيوسيامين

mg/g DW 

 تروپين 

mg/g DW 

  بافت گياهي سطح پلوئيدي

7/5c 13/0 ± 12/0b  13/0  ±02/2a  05/0  ±02/0a  2( ديپلوئيدx(  برگ  
1/38a 08/0 ±36/0a  06/0 ±95/0c 06/0 ±02/0a  4( تتراپلوئيدx(  برگ)5ل نس(  
8/1d

  09/0 ±04/0c  24/0 ±18/2a  -  2( ديپلوئيدx(   ريشه  
12b

  07/0±2/0b  56/0 ±68/1b -  4( تتراپلوئيدx(   ريشه)7 نسل(  

  . نشان داده شده استSDMean±صورت ه ها مربوط به ميانگين سه تكرار بوده كه ب داده*

  .باشند ميدار  دهنده تفاوت معني حروف مختلف نشان* 
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ه ب( دو برابر ژنوم فلوسايتومتري حجم تقريباًهاي  آزمايش
هاي شاهد  گياهان تتراپلوئيد را نسبت به نمونه) صورت نسبي
، كه به وضوح دليل محكمي بر )2شكل شماره (اثبات نمود 

 با گذشت زمان و تكثير جنسي گياه پايداري سطح پلوئيدي
 هاي ه كلي نتايج مقايسبه طور. باشد بذرالبنج مصري مي

 بنابراين از .لوژيك در راستاي نتايج فلوسايتومتري بودمورفو
 جهت تعيين يمناسب نسبتاًتوان به عنوان پارامترهاي  آنها مي

 مختلف هاي ه  در مجموع مشاهد. استفاده نمودگياهان تتراپلوئيد
. پايداري سطح پلوئيدي گياهان تتراپلوئيد را اثبات نمودند

العه بر روي كشت كالوس با مط) 1988( لاوانيا و سريواستاوا
 بيشتر ژنوتيپ تتراپلوئيد را بذرالبنج مصري، پايداري نسبتاً

در ضمن تحت شرايط . اند نسبت به ديپلوئيد گزارش نموده
هاي ديپلوئيد تمايل زيادي به افزايش سطح  درون شيشه، سلول

   .]23[پلوئيدي و رسيدن به تتراپلوئيدي نشان دادند 
 C 16)  )Constant of  وC8  هايي با ارزش وجود هسته

DNA content( C =بيانگر ارزش  C1 يا به عبارتي ارزشC 
) باشد سلول هاپلوئيد ميموجود در يك DNA  كه بيانگر مقدار

هاي ديپلوئيد و  دهنده پديده اندوردوپليكيشن در برگ نشان
اندوردوپليكيشن پديده . باشد تتراپلوئيد بذرالبنج مصري مي

 نهاندانگان بوده كه به جز  گياهي مخصوصاًشايعي در سلسله
هاي محافظ ممكن است در  هاي گامت، مريستم و سلول سلول

اغلب . ]24[هاي گياهي ديده شود  انواع مختلف سلول
هاي در حال نمو مختلف مشاهده  پلوئيد در بافت هاي پلي سلول

باشند، بنابراين  ها در ارتباط مي شوند و با مرحله نموي آن مي
 باشد م تمايز مييپلوئيدي يكي از علا رسد كه پلي نظر ميبه 

با توجه به اينكه پديده اندوردوپليكيشن در گياهان . ]25،26[
توان به اين  د، ميشديپلوئيد و هم تتراپلوئيد مشاهده 

ثيري بر رخداد پديده أگيري رسيد كه سطح پلوئيدي ت نتيجه
يج ساير محققان اندوردوپليكيشن در اين گياه ندارد كه با نتا

  ].25،27،28[است  تطابق نداشته 
يكي از نكات جالب و منحصر به فردي كه در مورد 
پروفيل فلوسايتومتري گياه بذرالبنج مصري ديده شد زيادتر 

موجود در فاز ( مضاعف شده DNAهاي با  بودن درصد سلول

G2در . هاي رشد يافته اين گياه است در برگ)  سيكل سلولي
هاي يك  رود اغلب سلول ه طور طبيعي انتظار ميكه ب حالي

اين پديده در .  متوقف شده باشندG1بافت بالغ در فاز 
هاي مسن نزديك انتهاي محور گل گياه شديدتر بوده، به  برگ

 سبب رسد يك عامل ناشناخته شديداً نحوي كه به نظر مي
ها به ميتوز   و ممانعت از ورود آنG2ها در فاز  توقف سلول

 Thiem and( هر چند طبق گفته تيم و اسليوينسكا. اند شده

Sliwinska() 2003 ( فعاليت بيشتر سيكل سلولي و يا
ثر باشند ؤتوانند در تشديد اين حالت م اندوردوپليكيشن مي

ده ش، ولي در منابع، دليل قاطعي براي اين حالت ذكر ن]29[
يز هاي مسن و تما اين فرآيند همچنين در بعضي از بافت. است

هاي برگي در حال خواب بعضي از گياهان  يافته، همچنين بافت
ديده شده ) همچنين بعضي از گياهان كشت شده اين ويترو(

 در گونه بذرالبنج مصري به هر حال وجود اين پديده. است
تواند ارائه دهنده موضوع جالبي براي تحقيقات  مي

ر كه در طو همان. فيتوشيميايي، فيزيولوژيك و سيتولوژيك باشد
شود تكنيك فلوسايتومتري نه تنها در  تحقيق حاضر ديده مي

هاي مختلف  تعيين سطح پلوئيدي و نشان دادن سيتوتايپ
 در رابطه با  مفيدي بلكه قادر به ارائه اطلاعات،كاربرد دارد

  .وضعيت چرخه سلولي است
رفت، پروفيل توليد آلكالوئيدهاي  طور كه انتظار مي همان

جدول شماره (تغيير يافت زايش سطح پلوئيدي تروپاني با اف
 كه به ميزان زيادي اي است بذرالبنج مصري گونه). 1

اين در . كند هيوسيامين و مقدار ناچيزي اسكوپولامين توليد مي
حالي است كه ميزان تقاضاي جهاني حدود ده برابر براي 

بنابراين تحقيقات زيادي بر . ]30[باشد  اسكوپولامين بيشتر مي
) و ساير گياهان داراي هيوسيامين زياد(ي بذرالبنج مصري رو

جهت افزايش توليد اسكوپولامين از طريق دستورزي 
هاي ريشه مويين و مهندسي متابوليك انجام شده است  كشت

در تحقيق حاضر براي اولين بار، افزايش سه . ]30،31،32[
ي در برگ همچنين افزايش پنج برابر اسكوپولامينبرابري توليد 

 در بذرالبنج مصري به واسطه اسكوپولامين در ريشه
با توجه به اينكه آناليز اين . ده استشاتوتتراپلوئيدي گزارش 
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 پس از القاء تتراپلوئيدي انجام  و هفتمتركيبات در نسل پنجم
هايي مانند مهندسي متابوليك،  شده است، بر خلاف روش

در گياهان . رود اثرات مشاهده شده پايدار باشد انتظار مي
هيوسيامين ساز  تتراپلوئيد هر چند غلظت تروپين، به عنوان پيش

، نسبت به نمونه ديپلوئيد تغييري را نشان )4شكل شماره (
توليد هيوسيامين كاهش يافته و در مقابل ميزان دهد ولي  نمي

 عبارت ديگر به. اسكوپولامين بيشتري توليد شده است
 تبديل هيوسيامين به تتراپلوئيدي باعث تسريع و افزايش

لازم به ذكر است آناليزهاي  .دشو مياسكوپولامين در اين گياه 
صورت گرفته به روي گياهان در نسل هفتم نيز افزايش توليد 

نكته جالب ديگر افزايش چند برابري توليد . را نشان داد
  با.داسكوپولامين در ريشه گياهان تتراپلوئيد در نسل هفتم بو

جاري بيشتر اسكوپولامين نسبت به ساير توجه به ارزش ت
تواند روش مناسبي  تركيبات تروپاني، تغيير سطح پلوئيدي مي

جهت اصلاح و بهبود كيفيت توليد تركيبات دارويي در گياه 
  .بذرالبنج مصري در نظر گرفته شود

تواند  افزايش محتواي اسكوپولامين در گياهان تتراپلوئيد مي
 در پروفيل ر تغيي. باشدh6hن به واسطه افزايش فعاليت ژ

خاطر بر هم خوردن ه توان ب پلوئيدها را مي ليپمتابوليتي در اتو
كننده بيوسنتز تركيبات منفرد  هاي متابوليك تنظيم مكانيسم

اتوتتراپلوئيدي باعث افزايش فعاليت آنزيمي در . توجيه نمود
ده شهاي مختلف  گرم پروتئين در سيستم  ميلييسلول به ازا

 رابطه مستقيم بين دز ژني و ،Todea barbara در .است
 اين رابطه ،به همين ترتيب. فعاليت پراكسيدازي وجود دارد

در تعدادي از گياهان نيز براي الكل دهيدروژناز و استراز 
  ].6 [ استگزارش شده

مسير شود   ديده مي4طور كه در شكل شماره  همان
 اورنيتين به  كه ابتداباشد طوري ميبيوسنتزي هيوسيامين 

 سپس از شود و ميتروپين و فنيل آلانين به اسيد تروپا تبديل 
د شو استريفيكاسيون تروپين با تروپا اسيد، هيوسيامين توليد مي

 دشو ميسكوپولامين تبديل ا پس از اپوكسيده شدن به كه نهايتاً
ها به  پلوئيدي باعث افزايش دز ژني و فعاليت آنزيم پلي. ]33[

آلكالوئيدهاي تغيير توليد بنابراين . ]6[د شو ل ميازاء هر سلو
تواند به خاطر افزايش  سكوپولامين ميا تروپاني مخصوصاً

  .باشدسكوپولامين ااپوكسيداسيون هيوسيامين به 
بذرالبنج مصري گياهي دگرگرده افشان و چند ساله بوده 

 تن بر هكتار و 2ميزان عملكرد ماده خشك اين گياه در حدود 
 كيلوگرم در هكتار و 20 - 30ملكرد آلكالوئيد آن ميزان ع

حتي بالاتر نيز )  در نژاد قاهرهمخصوصاً( بسته به ژنوتيپ
مورد مطالعه در تحقيق حاضر از نژادهاي ) قاهره( نژاد. باشد مي

هاي   با انجام گزينش در نمونهپر توليد بوده كه مخصوصاً
وئيد و توليد بذر توان به گياهان با عملكرد آلكال تتراپلوئيد مي

 در نواحي كشت و كار اين گياه مخصوصاً. بالاتر دست يافت
از طرفي بذور بذرالبنج . تواند حائز اهميت باشد خشك مي

مصري حاوي مقاديري از اسيدهاي چرب ضروري و تركيبات 
زيست فعال محلول در چربي بوده كه بر ارزش اقتصادي آن 

.افزايد مي

  

  منابع

1. Lavania UC Genetic improvement of Egyptian 
henbane, Hyoscyamus muticus L. through induced 
tetraploidy. Theoretical and Applied Genetics 
1986; 73: 292 - 8. 
2. Boulos L. Medicinal plants of North Africa. 
Reference Publication Inc, Michigan, 1983, 286 p. 
3. Dehghan E, Ebadi MT, Naghdi Badi H, Shahriari 
F, Azizi M, Asghari GR. Review on new techniques 

in tropane alkaloids production (In Persian). J. 

Medicinal Plants 2010; 9 (33): 149 - 65. 
4. Dewick PM. Medicinal natural products: a 
biosynthetic approach, third. Wiley, Chichester. 
2009. 
5. Levin DA. The Role of chromosomal change in 
plant evolution. Oxford University Press, New 
York. 2002, 240 p. 

65 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
72

04
.2

01
2.

11
.4

2.
25

.3
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jm
p.

ir
 o

n 
20

25
-1

1-
05

 ]
 

                             9 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.2717204.2012.11.42.25.3
http://jmp.ir/article-1-432-en.html


 

 

 . ..امين بهافزايش تبديل هيوسي

 

6. Lavania UC. Genomic and ploidy manipulation 
for enhanced production of phyto-pharmaceuticals. 
Plant Genetic Resources 2005; 3: 170 - 7. 
7. Koutoulis A, Roy AT, Price A, Sheriff L, 
Legget G. DNA ploidy level of colchicines – 
treated hops (Humulus lupulus L.). Scientica 

Horticulture 2005; 105: 263 - 8. 
8. Lavania, U.C., Srivastava, S. Enhanced 
productivity of tropane alkaloids and fertility in 
artificial autotetraploids of Hyoscyamus niger L. 
Euphytica 1991; 52: 73 - 7. 
9. Dhawan OP, Lavania UC. Enhancing the 
productivity of secondary metabolites via induced 
polyploidy. Euphytica 1996; 87: 81 - 9. 
10.  Gao SL, Zhu DN, Cai ZH, Xu DR. 
Autotetraploid plants from colchicine-treated bud 
culture of Salvia miltiorrhiza. Plant Cell Tissue 

Culture 1996; 47: 73 – 7. 
11.  Vanduren M, Dolezel J, Afza R. Induction and 
verification of autotetraploids in diploid banana 
(Musa acuminata) by in vitro techniques. 
Euphytica 1996; 88: 25 - 34. 
12.  Dolezel J, Greilhuber J, Suda J. Flow 
cytometry with plants: An overview. In: Dolezel J, 
Greilhuber J, Suda J, editors. Flow Cytometry with 
Plant Cells. New York: Wiley; 2007, pp 41 – 66. 
13.  Dehghan E. Effects of artificial tetraploidy in 
transformed roots of Egyptian henbane 
(Hyoscyamus muticus). MSc thesis, Ferdowsi 
University of Mashhad, Iran. 2009.  
14.  GU X.F, Yang A.F, Meng H, Zhang J. R. In 
vitro induction of tetraploid plants from diploid 
Zizyphus jujube Mill. cv. Zhanhua. Plant Cell 

Reproduction 2005; 24: 671 – 6. 
15.  Häkkinen ST, Moyano E, Cusido RM, Palazon 
J, Pinol MT and Oksman-Caldentey KM. 
Enhanced secretion of tropane alkaloids in 
Nicotiana tabacum hairy roots expressing 
heterologous hyoscyamine-6β-hydroxylase. J. 

Exp. Bot. 2005; 420, 2611 - 8. 

16.  Hartmann T, Witte L, Oprach F, Toppel G. 
Reinvestigation of the alkaloid composition of 
Atropa belladonna plants, root cultures, and cell 
suspension cultures. Planta Medica 1986; 52: 390 –5. 
17.  Witte L, Muller K, Arfmann H-A. 
Investigation of the alkaloid pattern of Datura 

innoxia plants by capillary gasliquid-
chromatography-mass-spectrometry. Planta 

Medica 1987; 53: 192 – 7. 
18.  Berkov S, PavlovA, Kovatchevab P, 
Stanimirovaa P, and Philipov S. Alkaloid 
Spectrum in Diploid and Tetraploid Hairy Root 
Cultures of Datura stramonium. Zeitschrift für 

Naturforschung 2003; 58c: 42 – 6. 
19.  Christen P, Roberts M, Phillipson and Evans 
W. Alkaloids of hairy roots of a Datura candida 
hybrid. Plant Cell Rep. 1990; 9: 101 - 4. 
20.  Ionkova I, Witte L and Alfermann HA. 
Spectrum of tropane alkaloids in transformed roots 
of Datura innoxia and Hyoscyamus x gyorffii 
cultivated in vitro. Planta Med. 1994; 60: 382 - 4. 
21.  Witte L, Müller K and Alfermann HA. 
Investigation of alkaloid pattern of Datura innoxia 
plants by capillary gas-liquid-chromatography-
mass spectrometry. Planta Med. 1987; 52: 192 - 7. 
22.  Masterson J. Stomatal size in fossil plants: 
evidence for polyploidy in majority of 
angiosperms. Science 1994; 264: 421 – 3. 
23.  Lavania UC and Srivastava S. Ploidy 
dependence of chromosomal variation in callus 
cultures of Hyoscyamus muticus L. Protoplasma 
1988; 145: 55 - 8. 
24.  Cebolla A, Vinardell JM, Kiss E, Olah B, 
Roudier F, Kondorosi A, Kondorosi E. The mitotic 
inhibitor ccs52 is required for endoreduplication 
and ploidy dependent cell enlargement in plants. 
EMBO J. 1999; 18: 4476 – 87.  
25.  Mishiba K, Mii M. Polysomaty analysis in 
diploid and tetraploid Portulaca grandiflora. Plant 

Sci. 2000; 156: 213 – 9. 

66

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
72

04
.2

01
2.

11
.4

2.
25

.3
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jm
p.

ir
 o

n 
20

25
-1

1-
05

 ]
 

                            10 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.2717204.2012.11.42.25.3
http://jmp.ir/article-1-432-en.html


  يازدهم، دوره دوم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1391نامه شماره نه، بهار  ويژه

 

 دهقان و همكاران

 

26.  Nagl W, Pohl J, Radler A. The DNA 
endoreduplication cycles. In: Bryant JA, Francis 
D, editors. The Cell Division Cycle in Plants, New 
York: Cambridge University Press; 1985, pp: 217  
 

 

 

– 32. 
27.  Weber J, Georgiev V, Pavlov A and Bley T. 
Flowcytometric investigations of Diploid and 
tetraploid plants and in vitro cultures of Datura 

Srtramonium and Hyoscyamus niger. Cytometry A. 
2008; 73: 931 - 9. 
28.  Jovtchev G, Barow M, Meister A, Schubert I. 
Impact of environmental and endogenous factors 
on endopolyploidization in angiosperms. Environ. 

Exp. Bot. 2007; 60: 404 – 11. 
29.  Thiem B, Sliwinska E. Flow cytometric 
analysis of nuclear DNA content in cloudberry 
(Rubus chamaemorus L.) in vitro cultures. Plant 

Sci. 2003; 164: 129 – 34. 

 

 

30.  Palazon J, Navarro-Ocana A, Hernandez-
Vazquez L and Mirjalili M. H. Application of 
metabolic engineering to the production of 
scopolamine. Molecules 2008; 13: 1722 - 42. 
31.  Jouhikainen K, Lindgren L, Jokelainen T, 
Hiltunen R, H. Teeri T, Oksman-Caldentey K-M. 
Enhancement of scopolamine production in 
Hyoscyamus muticus L. hairy root cultures by 
genetic engineering. Planta. 1999; 208: 545 - 51. 
32.  Zolala J, Farsi M, Gordan HR and 
Mahmoodnia M. Production a high scopolamine 
hairy root clone in Hyoscyamus muticus through 
transformation by Agrobacterium rhizogenes. J. 

Agric. Sci.Technol. 2007; 9: 327 - 39.  
33.  Oksman-caldentey, K.M. Production of 
scopolamine and hyoscyamine in some 
solanaceous plants and cell cultures. Acta Fharm 

Finn. 1986; 95: 49 - 58. 
 
 

67 

67

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
72

04
.2

01
2.

11
.4

2.
25

.3
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jm
p.

ir
 o

n 
20

25
-1

1-
05

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.2717204.2012.11.42.25.3
http://jmp.ir/article-1-432-en.html
http://www.tcpdf.org

