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Abstract 
 

Background and purpose: Datura metel L. plant is a reach source of medicinal alkaloids 

including hiociamin, scopolamine and atropine. It is necessary to use new technology for increasing 

potential of secondary metabolites production. There are different methods for this approach. For example 

mutation, induction of somaclonal variation and T-DNA transfer to the plant. 

Materials and methods: For evaluation of somaclonal variation in regenerated plants RAPD 

PCR was applied. 

Results: Among primers used, FPK2-19 primer showed the highest genetic variation. Leaves and 

roots of transgenic lines (number 1,2,3) were analyzed for atropine content using TLC. Results showed 

that in transgenic line number 2 (T2) and T1 and regenerated plant R2 total atropine increased 83.04%, 

61.01 and 77.79% significantly in comparison to non transgenic plants. However, in line T3 total atropine 

was decreased 9.40% in comparison with control plants. Atropine content in shoot and leaf of line T2 

plants was 164.97% higher than non transgenic plants, while roots in line T2 plants with 94.25% was 

lower than non transgenic plants. 

Conclusion: It can be concluded that atropine content of shoot was higher than roots and it may 

be produced in roots and then are transported to shoot and leaf. Somaclonal variation and T-DNA 

transferring to plant may affect on the gene or genes expression involved in atropine biosynthesis 

pathway 
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  پژوهشی          

  
  
  ــدرانـــازنـــــی مـکــــزشـــوم پـــلــــه دانشــــگاه عـــلـــمج

  )196-202   (1390 سال  اسفند   1  ویژه نامه بیست و یکم دوره 
 

196  1390اسفند  ، 1نامه  ویژه ، بیست و یکم دوره                                                               زشکی مازندران                      مجله دانشگاه علوم پ 

   پین گیاه تراریخت و باززائی شدهوآترمیزان مقدار تعیین 
Datura metel L. به روش TLC  
 

         1طیبه همایی بروجنی
         1علی اکبر احسانپور
  2غلامرضا اصغری

  

  چکیده
ن آتـروپی  و اسکوپولامین  هیوسیامین، غنی از آلکالوئیدهای مهم دارویی شامل.Datura metel Lگیاه  :سابقه و هدف

چنـدین روش   . های ثانویه استفاده شود    وری نوین جهت افزایش پتانسیل تولید متابولیت      آ از فن رسد   می ضروری به نظر   .است
  . به گیاهT-DNAبه عنوان مثال موتاسیون، القاء تنوعات سوماکلونال و انتقال . برای نیل به این هدف وجود دارد

  . داستفاده شRAPD-PCR ال در گیاهان باززائی شده برای ارزیابی تنوعات سوماکلون :ها مواد و روش
هـای   ی لایناه برگ و ریشه . بیشترین تنوع ژنتیکی را نشان داد      FPK2-19پرایمر  های استفاده شده      در بین پرایمر   :ها یافته
و ) T2 (2ماره  نتایج نشان داد که در لاین ش. بررسی شدند  TLCبه روش   تروپین  آ از نظر میزان     )1،2،3های   شماره(تراریخت  

T1      و گیاهان باززائی شده R2    درصد نسبت به گیـاه غیـر تراریخـت افـزایش            79/77 و   01/61،  04/83به  تروپین  آ میزان کل 
نوساقه تروپین  آمیزان  .  درصد نسبت به گیاه شاهد کاهش نشان داد        4/9تروپین  آ میزان کل    T3به هر حال در لاین      . نشان داد 

  .صد نسبت به گیاه غیر تراریخت افزایش داشت درT2 97/164و برگ در لاین 
تروپین در نوساقه نسبت به ریشه بیشتر بود و این نتیجـه ممکـن اسـت بـه                  آگیری نمود که میزان      توان نتیجه  می :استنتاج

اه  بـه گی ـ   T-DNAتنوعات سوماکلونال در انتقـال      . ن به نوساقه و برگ باشد     آ در ریشه و سپس انتقال       ها واسطه تولید اتروپین  
 .اردتروپین اثر بگذآهای تولیدکننده  در بیان ژن یا ژن

  

 RAPD PCRداتورا متل، تراریخت، آتروپین،  :های کلیدی واژه
  

  مقدمه
هـای تیـره      تـرین جـنس     داتـورا یکـی از مهـم      جنس  

باشد که در نواحی گرم و معتدل کره زمین           سولاناسه می 
 30 ساله است و ارتفـاع آن از       ای یک   بوته. پراکنده است 

ــا  ســانتی ــر ت ــر مــی2مت ــدها در . رســد  مت ــزان آلکالوئی می
های مختلف ایـن      های مختلف گیاه و نیز در گونه        قسمت

ولـی نـوع آلکالوئیـدها در       . جنس اخـتلاف زیـادی دارد     
های مختلـف تقریبـاً مـشابه بـوده و بیـشترین مقـدار                گونه

 آتـروپین، اسـکوپولامین و      یها  های تمام گونه    آلکالوئید
 که ایـن ترکیبـات   جایی آن  از).1(دده  تشکیل می را هیوسین

 دارای اثرات آنتی موسکارینی هستند، در درمان اخـتلالات     
 با توجه   .های قلبی کاربرد زیادی دارند     عصبی و ناراحتی  

 به اهمیت دارویی و اقتصادی این گیاه، تکثیر آزمایـشگاهی         
عنـوان   توانـد بـه   مـی آن با اسـتفاده از فنـون کـشت بافـت      

  هـر گرفتـی در نظـازدیاد سنت های برای روش ینیزـجایگ
 

   :ehsanpou@yahoo.com E-mail         دانشگاه اصفهان، دانشکده علوم، گروه زیست شناسی:اصفهان -علی اکبر احسانپور :مسئولمولف 
  دانشگاه اصفهان ،دانشکده علوم، گروه زیست شناسی .1
  دانشگاه علوم پزشکی اصفهان ،علوم داروییدانشکده  .2

  3/11/90:            تاریخ تصویب 10/5/90:           تاریخ ارجاع جهت اصلاحات 28/10/89: تاریخ دریافت  
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   وهمکاران طیبه همایی بروجنی                      هشی   پژو  
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 های سوماتیکی گیاهـان بـاززایی شـده        سلول ).2(شود می
حاصل از کـشت بافـت، گـاهی تغییـرات ژنتیکـی نـشان              

 تغییـرات ژنتیکـی منحـصر بـه فـردی را در             این. دهند می
کننده گیـاه بـرای اسـتفاده در برنامـه هـای             اختیار اصلاح 

ــرار مــی  ــرات در  جــایی از آن .دهــد اصــلاحی ق کــه تغیی
رخ  هـستند ) بدنی(هایی که دارای منشا سوماتیکی       سلول
 ایـن تغییـرات تحـت نـام تغییـرات سـوماکلونال             .دهد می

 نوع از تنوعات ژنتیکـی از       تعیین این . )3(شوند شناخته می 
های مولکـولی، چـشم انـداز نـوینی را بـرای             طریق روش 

ی های نـشانگر  ).5(بررسی تنوع زیستی فراهم آورده اسـت      
شـوند عبارتنـد     که برای شناسائی این تغییرات استفاده می      

در بـین نـشانگرهای    .RAPD و RFLP, AFLP, SSRاز 
ین   بــرای تعیــRAPDمختلــف مولکــولی از نــشانگرهای 

  .رود می سطح تنوع ژنتیکی به کار
ای مناسـب بـرای       توانـد وسـیله     مهندسی ژنتیک مـی   

هایی همچـون بلـوک       وسیله روش   ها به   افزایش آلکالوئید 
کاهش کاتابولیـسم محـصولات     های رقابتی،     کردن مسیر 

 امکـان   .)6(و غلبه بر مراحل محدودکننـده سـرعت باشـد         
 Agrobacterium. tumefaciens توسط T-DNAانتقال 

 و ژن مقاومت به     GUSهای مارکر همچون ژن       حامل ژن 
 منظور القای تغییر در ژنوم و بررسـی         به) NPTII(کانامیسین  

 در گیاهـان دارویـی      هـای تروپـان     امکان تولید آلکالوئید  
ــار حاصــل از ادغــام  . وجــود دارد ــین مــواردی آث   در چن

T-DNA         هـایی از      در ژنوم وابسته به محل و تعداد نـسخه
  هر حـال ادغـام      به. شود  است که در ژنوم گیاه ادغام می      ژن  

T-DNA             با توجه به نوع و شدت اثری که بر ژنوم ایجـاد 
هـای   لیـت های تولیـد متابو    تواند با اثر بر مسیر      کند، می   می

  ).10،11(ها را تغییر دهد نثانویه گاهی نوع و مقدار آ
 با توجه به ناکافی بودن اطلاعات منتشر شده در زمینـه          

 گیاه، این در ها  آلکالوئید تولید متابولیسمی مسیر تغییر های  روش
 هدف اساسی این پژوهش باززایی گیاه و بررسی تغییـرات         
 سوماکلونال احتمالی در گیاهان باززایی شده و نیـز بررسـی          

 بررسـی   تروپین تولید شده در گیاه داتورا و      آتغییرات میزان   
  .باشد  میاین ماده ارتباط بین تغییرات سوماکلونال و تولید

  مواد و روش ها
های قبلی محـیط کـشت مناسـب جهـت        پژوهشدر  
 بـا اسـتفاده از محـیط کـشت      .Datura metel Lبـاززایی 

MS) murashig and Skoog, 1962( )7(در غلظــت  
BAP mg/L1در ایــن پــژوهش ابتــدا جهــت .  بهینــه شــد

بررســی وقــوع تنــوع ســوماکلونال بــین گیاهــان شــاهد و 
بـاززایی شـده داتـورا، چهـار لایـن از گیاهـان             هـای    لاین

باززایی شده را به همراه گیـاه شـاهد انتخـاب کـرده و از            
  اسـتخراج  DNA از بـرگ     CTABها با استفاده از       برگ آن 

 RAPD کارگیری شش نـوع پرایمـر         سپس با به   ).10(شد
نسبت به بررسی تغییرات ژنتیکـی بـین        ) 1  شماره جدول(

 در  PCRواکنش  . ه اقدام شد  گیاهان شاهد و باززایی شد    
   ژنـومی،   DNA میکرولیتـر    3 میکرومتـر شـامل      20حجم  

ـــ میک2 ــافرـرولیت ـــرولیتـ میکPCR  .8/0 ر ب   ، MgCl 2ر ـ
  ، Taq Enzyme رـرولیتـ میکdNTP، 2/0 رــرولیتــ میک2
  .انجام پذیرفتPrimer  میکرولیتر5/1

  
ین تنـوع     ی  ع ت ـ یبـرا  PCRرفته در    به کار ی  رهایمپرا :1جدول شماره   
  ی  توال.سوماکلونال

  

RAPD PRIMER Sequense 

OPAA 0-3 5'- TTA  GCG  CCC  C -3' 

FPK1-05 5'- ACT  TGG  CGG  CCT -3' 

OPAA-20 5'- TTG  CCT  TCG  G -3' 

OPAA-14 5'- AAC  GGG  CCA  A -3' 

OPB-08 5'-GTC  CAC  ACG  G -3' 

FPK2-19 5'-GGA  CGG  CGT  T -3' 

  
ــه مــدت 94 شــامل PCRشــرایط     دقیقــه، 2درجــه ب

  ثانیـه،  30 درجه به مـدت      35 ثانیه،   15 درجه به مدت     94
 دقیقه در 5 درجه به مدت 72 ثانیه، 30 درجه به مدت     72
ــود40 ــر روی ژل آگــارز .  ســیکل ب    محــصول واکــنش ب

ــا رنــگ 1 ــورز شــد و ب ــدیوم   درصــد الکتروف ــزی اتی آمی
ــد  ــضور  )mg/ml 10(برومایــ ــابشدر حــ  از ژل UVتــ

  .برداری گردید عکس
 ابتــدا هــا  آتــروپین جهــت تعیــین مقــدار آلکالوئیــد

گیاهان شاهد، باززایی شده و تراریخـت رشـد یافتـه در            
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   TLC به روش .Datura metal Lتعیین مقدار میزان آتروپین گیاه تراریخت و بازیابی شده 
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شـرایط کـشت در شیــشه بـه دو قــسمت انـدام هــوایی و     
 طور جداگانه توزین شدند و در آون          تفکیک و به    ریشه

پس س.  ساعت خشک گردید48 به مدت C 70°با دمای
. آمدنـد  صـورت پـودر در   اجزای گیاه توسط آسـیاب بـه   

لیتـر     میلـی  10دقت تـوزین شـد        بعد یک گرم از پودر به     
ــرم و  ــی25/0کلروف ــیظ    میل ــاک غل ــول آمونی ــر محل   لیت

 دقیقـه بـر   30 به آن اضـافه شـد و بـه مـدت           )درصد 25(
 و در دمای آزمایـشگاه قـرار        rpm 65روی شیکر با دور     

نظر بـا کاغـذ صـافی صـاف         سپس عصاره مورد    . گرفت
لیتـر آب مقطـر و         میلـی  10شد و به عصاره صـاف شـده         

 درصـد افـزوده   95-98سـولفوریک   لیتر اسـید  میلی 5/0
پـس از چنـد بـار تکـان دادن، فـاز کلروفرمـی دور               . شد

ــاز آبکــی در حــدود    ــه ف ــه شــد و ب ــی10ریخت ــر   میل لیت
ــه همــراه   ــرم دیگــر ب ــی75/0کلروف ــاک   میل ــر آمونی   لیت

 دادن و دو     پس از چند بـار تکـان      . افزوده شد  درصد 25
بار فاز آبکـی دور ریختـه شـد و            فازی شدن عصاره، این   

ماری قرار گرفـت تـا تغلـیظ     فاز کلروفرمی زیرین در بن   
عـصاره حاصـل    . یابدلیتر کاهش      میلی 1و به حجم    شود  

ــر روی کاغــذ   ــارگیری ب ــورد TLCجهــت ب  تجــاری م
هـای    استفاده از محلـول   ها با      لکه .)9(استفاده قرار گرفت  

ــتاندارد ــت    اس ــدروف و نیتری ــرف دراژن ــروپین و مع آت
ــر روی کاغــذ  ــا اســتفاده از TLCســدیم ب  شناســایی و ب

هــا محاســبه و   دانــسیته نــسبی نمونــهImage jافــزار  نــرم
های استاندارد    دانسیته، از نمونه   /منحنی استاندارد غلظت  

 طـرح  آزمایشات تعیین مقـدار آلکالوئیـد در     . ترسیم شد 
 تکرار انجام شد و آنالیز      3های کامل تصادفی در       بلوک

 Sigma Stat 2.0ها با استفاده از نرم افـزار   واریانس داده
مقایسه میانگین بر اساس آزمون توکی انجـام        . انجام شد 

  محاسـبه  >05/0pسطح  دار بودن در     گردید و سطوح معنی   
  .ها رسم گردید شد و نمودار آن

  

  یافته ها
 وجود شباهت یا اختلاف ژنتیکی بـین  جهت بررسی 

 6گیاهان شـاهد و بـاززایی شـده داتـورا و بـا اسـتفاده از                 

 انجام شده و الگـوی      RAPD-PCRپرایمر مختلف عمل    
  هــای   در لایــنDNAبانــدهای حاصــل از تکثیــر قطعــات 

 . بر روی ژل آگارز مورد مقایسه قـرار گرفتنـد          4، و   3،  2،  1
) 1 شـماره  جـدول  (RAPDکارگیری شش نوع پرایمر     به

 روی ژل آگارز نشان داد کـه       ها بر   و مقایسه محصولات آن   
تواند گویـای وقـوع تنـوع         خوبی می    به FPK2-19پرایمر  

هـای    ژنتیکی سوماکلونال در بـین گیاهـان شـاهد و لایـن           
در لایـن    bp 1100وجود بانـد    . باززایی شده داتورا باشد   

هـای    ن و عدم آن در گیاهان شـاهد و سـایر لای ـ           2شماره  
تواند بیانگر رخداد نوعی تنـوع ژنتیکـی          باززایی شده می  

 تـصویر ( سوماکلونال در بین گیاهان بـاززایی شـده باشـد       
 و عدم 4 در لاین bp520 همچنین وجود باند ). 1 شماره

توانـد     مـی  3و   2،  1هـای     آن در گیاهان شاهد و نیز لایـن       
تأیید دیگری بر وقوع نـوعی تنـوع ژنتیکـی سـوماکلونال         

ــماره  د ــن ش ــان لای ــد4 و 2ر گیاه ــان  .  باش ــین گیاه از ب
بــا توجــه بــه ) R4 (4و) R2 (2هــای  بــاززایی شــده لایــن

اختلاف ژنتیکی نسبت به شـاهد بـرای آنالیزهـای میـزان            
  . استفاده قرار گرفتندآلکالوئید مورد

  

  
  
 با DNAالگوی باندهای حاصل از تکثیر قطعات  :1  شمارهتصویر

، 1 گیاه شاهد و: SHکنترل منفی، : FPK2-19 .Cاستفاده از پرایمر 
  های باززایی شده لاین: 4 , 3، 2

  
که حدود غلظت آتـروپین و هیوسـین     با توجه به این   

) ppm (2500 تـا    500های گیاهی     گزارش شده در نمونه   
 غلظـت متفـاوت از آتـروپین        5گزارش شده است مقدار     

 اسـتاندارد هـای     استاندارد تهیه گردید و از هر یک از نمونه        

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

21
 ]

 

                               4 / 8

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-968-en.html


 
   وهمکاران طیبه همایی بروجنی                      هشی   پژو  
  

199  1390اسفند  ، 1نامه  ویژه ، بیست و یکم دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

هـای گیـاهی      های هوایی و ریشه نمونـه       و نیز عصاره اندام   
، حجـم یکـسانی بـر       )شاهد، بـاززایی شـده و تراریخـت       (

هـای    روی پلیت کاشته و پس از اتمام جداسـازی از لکـه           
و ) 2نمـودار شـماره   (حاصل از کروماتوگرافی استاندارد   

  ).3نمودار شماره (برداری شد  اندام هوایی و ریشه عکس
  

  
  

هــای  غلظــت) TLC(کرومــاتوگرافی لایــه نــازک  :2 شــماره تــصویر
 آتـروپین بـا   ppm  5/312 ،2آتروپین با غلظت: 1 . استانداردمختلف

ــا غلظــت ppm 625 ،3غلظــت غلظــت  ــروپین ب  ppm 1250 ،4  آت
  ppm 5000  آتروپین با غلظت5 و ppm 2500آتروپین با غلظت 

  

  
  

  
  
   :3 شماره تصویر

های حاصل، دانسیته نسبی      پس از تهیه عکس از لکه     
 Image jافـزار   نـرم اسـتاندارد وگیـاهی بـا    (هـا   همۀ نمونه

هـای اسـتاندارد      محاسبه و منحنی تغییـرات غلظـت نمونـه        
  هـا ترسـیم       آن 1آتروپین، بر اساس تغییرات دانسیته نـسبی      

  

ت با توجه به منحنی استاندارد حاصل مقادیر غلظ     . گردید
هـای شـاهد،      های هوایی و ریـشه نمونـه        آتروپین در اندام  

آنـالیز واریـانس    . باززایی شده و تراریخـت محاسـبه شـد        
دار بین سـطوح      ها نشان داد که اختلاف معنی       آماری داده 

                                                 
1. Relative Densite  

آتروپین در انـدام هـوایی گیاهـان مـورد بررسـی وجـود              
تراریخـت بـه    ) T2 (2و  ) T1 (1هـای     گیاهان لایـن  . دارد

ــب  ــی   در97/164 و 52/91ترتی ــزایش معن ــد، اف دار و  ص
  گیر آلکالوئید را نسبت به شاهد نشان دادند و لایـن            چشم

دار نـسبت    درصد کاهش معنیT3( ،02/29( تراریخت  3
نیـز  ) R2 (2گیاهان باززایی شده لاین     . به شاهد نشان داد   

 درصد افزایش معنی دار آلکالوئید را نـسبت بـه           62/134
 2 بین گیاهان تحت بررسـی، لایـن         در. شاهد نشان دادند  

)T2 (  3و) T3 (      98/70 و   97/264تراریخت به ترتیب بـا 
درصد آتروپین بیشترین و کمتـرین مقـدار آلکالوئیـد را           

در رابطـه   ). 4 شـماره    تصویر(در اندام هوایی نشان دادند      
 درصـد  25/94بـا مقـدار   ) T2( تراریخت 2با ریشه، لاین    
ت بــه شــاهد، کمتــرین دار آلکالوئیــد نــسب کــاهش معنــی

کـه    در حـالی  . غلظت آتروپین را در بین گیاهان نشان داد       
های هوایی این لاین بیشترین غلظـت را          آتروپین در اندام  

همچنین گیاهان باززایی شـده     . نسبت به سایرین نشان داد    
نیــز بــه ترتیــب ) T1( تراریخــت 1  و لایــن) R2 (2لایــن 

 دادنـد کـه      درصدی نسبت به شاهد نـشان      03/5 و   21/45
 3مقدار غلظت آتروپین در لاین      . داری نبود   کاهش معنی 

 درصد نـسبت بـه شـاهد،        03/33با مقدار   ) T3(تراریخت  
های گیاهان تحت بررسـی       بیشترین مقدار را در بین ریشه     

ایـن در   . دار نبـود    این افزایش از نظر آماری معنی     . داشت
 هـای هـوایی ایـن لایـن         حالی بود کـه آتـروپین در انـدام        

در . کمترین غلظت را نسبت بـه سـایرین نـشان داده بـود            
 هــا و مجمــوع رونــد تغییــرات غلظــت آتــروپین در ریــشه

های هوایی کاملاً بر عکـس یکـدیگر بـود کـه ایـن                اندام
 احتمـالی آلکالوئیـد از ریـشه بـه سـاقه را             تواند انتقـال    می

  ).4 و 5 تصویر شماره(تأیید کند 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

21
 ]

 

                               5 / 8

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-968-en.html
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یی بـه ریـشه بـرای       محاسبه نسبت آتروپین اندام هـوا     
هر یک از گیاهان مورد بررسی نشان داد که ایـن نـسبت             

عبارت  به. باشد در بین همه گیاهان مورد بررسی مثبت می  
دیگر در همه گیاهان مقدار آتروپین اندام هوایی بیشتر از     

 تراریخت  2این نسبت در مورد گیاهان لاین       . ریشه است 
)T2 ( تراریخـــت 3بیـــشترین و در گیاهـــان لایـــن )T3 (

یـادآوری  ). 6نمـودار شـماره   (کمترین مقدار را نشان داد      
دهد که لاین   نشان می1 نمودار شمارهگردد که نتایج      می

  .ها دارای تغییرات سوماکلونال است  نسبت به بقیه لاین2

  

  
  

ایی گیاهـان تراریخـت     غلظت آتـروپین در انـدام هـو        :4شکل شماره   
)T1, T2,T3.(SH   : شاهدR2 ) :حروف غیـر  . )گیاهان باززایی شده

  . بر اساس تست)05/0P(ها  دار بودن داده مشترک بیانگر معنی
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ــودار ــماره نم ــان تراریخــت    :5 ش ــشه گیاه ــروپین در ری   غلظــت آت
)T1, T2,T3.( SH  : شاهدR2 ) :حروف غیـر   ).گیاهان باززایی شده

  .بر اساس تست )05/0P (ها دار بودن داده بیانگر معنیمشترک 
  

  
  

نــسبت آتــروپین انــدام هــوائی بــه ریــشه گیاهــان   :6 شــماره نمــودار
  .)گیاهان باززایی شده: ( R2شاهد :   SH).T1, T2,T3(تراریخت 

  بحث
 FPK2-19، پرایمـــر RAPDهـــای  از بـــین پرایمـــر

ر بـین   خوبی توانست وقوع تنوع ژنتیکی سوماکلونال د        به
هـای بـاززایی شـده داتـورا را نـشان             گیاهان شاهد و لاین   

در  kb 1100 لایـن مـورد بررسـی وجـود بانـد      4از . دهد
 باززایی شده داتورا و عـدم آن در گیاهـان           2شماره  لاین  

توانـد بیـانگر      هـای بـاززایی شـده مـی         شاهد و سایر لایـن    
رخداد نوعی تنوع ژنتیکـی سـوماکلونال در بـین گیاهـان      

همچنین وجود باند   ). 1 شماره نمودار( بررسی باشد مورد  
bp 520 و عــدم آن در گیاهــان شــاهد و نیــز  4 در لایــن 

تواند احتمالاً تأیید دیگری بر وقوع   می3و  2، 1های لاین
نوعی تنوع ژنتیکـی سـوماکلونال در بـین گیاهـان مـورد              

دار بـین     در رابطه بـا وجـود اخـتلاف معنـی         . بررسی باشد 
و شـاهد   ) R2(د گیاهـان بـاززایی شـده        سطوح آلکالوئی ـ 

تـوان بـه ایـن مــسأله اشـاره کـرد کـه احتمـالاً وقــوع         مـی 
تغییــرات ژنتیکــی در گیاهــان بــاززایی شــده بــا تــأثیر بــر 

های مسیر بیوسنتز آلکالوئید میزان تولید آلکالوئیـد را           ژن
 bpصورت که وجود باند اضـافی         به این . تغییر داده است  

 عـــدم آن در گیاهـــان شـــاهد و) R2 (2 در لایــن  1100
 درصد افزایش معنی دار آتـروپین       62/134احتمالاً باعث   

  .در اندام هوایی این لاین نسبت به شاهد شده است
بدیهی است که ایجاد تغییرات در سطوح آلکالوئید        

دست آمده در این      ویژه افزایش به    گیاهان باززایی شده به   
 العـاده   وقدلیـل اهمیـت ف ـ      به) R2در مورد لاین    (پژوهش  
 های تروپان بسیار مطلوب بوده و اعمـال تغییراتـی           آلکالوئید

تواند موفقیتی در     از این دست و تکثیر گیاهان حاصله می       
 جهت بهبود هرچه بیشتر محصولات ثانویه ارزشمند دارویی

از طـرف دیگـر کـاهش میـزان         . و تجاری گیاهـان باشـد     
 را ایجـاد    ها در گیاهان باززایی شده ایـن زمینـه          آلکالوئید

ــی ــه   م ــد ک ــاهش     کن ــه ک ــسبت ب ــن روش ن ــوان از ای بت
های نامطلوب ماننـد نیکـوتین در گیـاه تنبـاکو             آلکالوئید

هایی کاهش چشمگیر میـزان       دلیل چنین یافته  . اقدام نمود 
در . باشـد    از گیاهـان تراریخـت مـی       4الکالوئید در لایـن     

ــا علــت وجــود اخــتلاف معنــی  ــین ســطوح  رابطــه ب دار ب
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  اندام هوایی گیاهان شاهد و تراریخت نیـز ایـن   آلکالوئید  
ــسفورماسیون و انتقــال   طــور اســتنباط مــی    شــود کــه تران

T-DNA ــلول ــه س ــا      ب ــستقیم ی ــأثیر م ــا ت ــاهی ب ــای گی ه
کننده آتـروپین و در نتیجـه         های بیوسنتز   مستقیم بر ژن    غیر

کننده آلکالوئیـد بـر میـزان تولیـد           های بیوسنتز   بیان آنزیم 
نوع، شدت و میزان این     . گذاشته است این محصولات اثر  

هـا    تأثیر به عوامل مختلفی وابسته اسـت کـه از جملـه آن            
ــسخه   مــی ــه تعــداد ن ــوان ب    ادغــام شــده درون T-DNAت

هـا    های گیـاهی و بـه محـل ادغـام ایـن نـسخه               ژنوم سلول 
تـوان    در حال حاضر در حد یـک فـرض مـی          . اشاره کرد 

 داتورا متـل از      به ژنوم گیاه   T-DNAگفت احتمالاً انتقال    
هـای مـسیر بیوسـنتز        سـازی مـسیر رونویـسی ژن        فعالطریق  

یا بالعکس و خاموش نمـودن ایـن مـسیر عمـل             و   آلکالوئید
ــوده اســت ــه. نم ــن   ب ــی در ای ــار نظــر قطع ــر حــال اظه    ه

در بررسـی میـزان     . تـر دارد    خصوص نیاز به مطالعه دقیـق     
تـری   هـای حـساس     الکالوئید در گیاهان معمـولاً از روش      

شـود ایـن روش نیـاز بـه مـواد و               استفاده می  HPLCر  نظی
دستگاه کارا و هزینه بالاتری لازم داشـته و بهینـه سـازی             

در حـالی   . شرایط آن گاهی چندین مـاه وقـت لازم دارد         
ممکن است حـساسیت و دقـت آن کمتـر           TLCکه روش   

 در مـورد بررسـی میـزان الکالوئیـد در           باشد ولـی حـداقل    
تـر و هزینـه کمتـر جـایگزین          اهمنابع گیاهی در زمان کوت    

  ).4(باشد خوبی می
در مجمــوع رونــد تغییــرات غلظــت آتــروپین در     

. عکس یکـدیگر بـود      های هوایی کاملاً بر     ها و اندام    ریشه
ــشه، لایــن  ــا ری ــرات T3 و R2 ،T1هــای  در رابطــه ب  تغیی

، بـا   T2تنهـا لایـن     . دار نسبت به شاهد نـشان ندادنـد         معنی
دار آلکالوئیـد نـسبت    عنـی  درصد کـاهش م   25/94مقدار  

به شاهد، کمترین غلظت آتروپین را در بین گیاهان مورد     
ایــن در حالیــست کــه ). 4 شــمارهنمــودار( نظـر نــشان داد 

های هوایی این لاین به شـدت افـزایش           آتروپین در اندام  
یافته به طوریکه بیشترین غلظت را نسبت به سایرین نشان          

گر ایـن اسـت کـه بـه         این نکته بیان  ). 4 شماره تصویر( داد
، قدرت سـنتز آلکالوئیـد در ریـشه و          T2احتمال زیاد در    

. انتقال آن به ساقه نسبت به شاهد بسیار زیـاد شـده اسـت             
علاوه بر آن بین سطوح آلکالوئید ساقه و ریـشه در همـه             

ایـن  . دار وجـود دارد    گیاهان مورد بررسی اختلاف معنی    
 هـوایی بـه     اختلاف از طریق محاسبه نسبت آتروپین اندام      
. گیری شد   ریشه برای هر یک از گیاهان مورد بررسی پی        

نتایج نشان داد که این نسبت در بین همـه گیاهـان مـورد              
). 5 شـماره  تـصویر ( باشـد   مـی ) 1بیـشتر از    (بررسی مثبت   

عبــارت دیگــر در همــه گیاهــان مــورد بررســی مقــدار  بــه
ایـن دو مـسأله یعنـی       . آتروپین سـاقه بیـشتر از ریـشه بـود         

دار بودن اختلاف سطوح آلکالوئید انـدام هـوایی و            معنی
ریشه از یک طرف، و از طرف دیگر مثبت بـودن نـسبت             

توانـد تأییـد      سطوح آلکالوئید اندام هـوایی بـه ریـشه مـی          
هـای مـورد      کننده این موضوع باشـد کـه در تمـام گونـه           

بررسی آلکالوئید در ریشه ساخته شده و به انـدام هـوایی            
هـای آزاد   یقات نـشان داده کـه بـاز     تحق. منتقل شده است  

هـای   سـاز سـنتز آلکالوئیـد      اسکوپین و تـروپین کـه پـیش       
کـه   حالی   در. ها بیشتر وجود دارند     تروپان هستند در ریشه   

هـا    های هوایی مقـادیر بـالای تجمـع آلکالوئیـد           در بخش 
کننده موقعیت    این الگو احتمالاً منعکس   . شود  مشاهده می 

رابطه با سنتز و توزیع آلکالوئیـد       ها در     فیزیولوژیکی اندام 
های تروپان    ها محل بیوسنتز آلکالوئید     معمولاً ریشه . است
هـای    هـا بعـد از بیوسـنتز بـه بخـش            باشـد و آلکالوئیـد      می

جـا مـشتقات     شوند و ممکن است در آن       هوایی منتقل می  
 .)12(دیگری نیز تولید کنند

در مجموع با توجه به وجود اطلاعات کـم پیرامـون           
ــرا ــال  اثـ ــی از انتقـ ــل ژن T-DNAت ناشـ  و GUS حامـ

NPTIIتــوان  هــای گیــاه مــی ، بــر روی میــزان آلکالوئیــد
ــه ــأثیر     ب ــان نحــوه ت ــرای بی ــه ب ــشنهاد اولی ــوان یــک پی عن

ها و ایجاد اخـتلاف       ترانسفورماسیون بر بیوسنتز آلکالوئید   
معنی دار بـین سـطوح آلکالوئیـد در بـین گیاهـان مـورد               

  . کردبررسی به موارد ذیل اشاره
ــه    - ــال ب ــروپین و انتق ــنتز آت ــزان س ــتلاف در می  اخ
های هـوایی در بـین گیاهـان مـورد بررسـی وجـود          بخش
های هوایی و نیز       زیرا عدم بیوسنتز و انتقال به بخش       .دارد
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تواند تـا حـدی علـت بـروز           بیوسنتز اما عدم انتقال نیز می     
  .اختلاف سطوح آلکالوئید را توجیه نماید

های اندام هوائی     و نسبت بخش   اختلاف در مقدار     -
 .یعنی برگ و ساقه برداشته شده برای آنـالیز وجـود دارد           

ای متفاوتی    دو اندام ممکن است پتانسیل ذخیره       چون این   
  ).7(برای تجمع آلکالوئید داشته باشند

ــین     - ــوماکلونال در ب ــرات س ــوع تغیی ــل وق ــه دلی    ب
  

اخـتلاف در بیـان نـوع آنـزیم کلیـدی در مـسیر              . گیاهان
  .بیوسنتز آلکالوئید وجود دارد
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