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 Tropinonو Tropinon Reductase Iبير مورثتي تغيّر تعو  الوسط المغذيتأثير 
Reductase II ديناميكية النمو  وإنتاج الهيوسيامين والسكوبولامين في مزارع  في

  Hyoscyamus  الكالوس لنبات البنج الذهبي
 ( 1*)بشرحسن شذى 
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 الملخص 
تحديد استتتبابة بهدف    2019-2018نفذ هذا البحث في مخابر الهيئة العامة للتقانة الحيوية خلال الفترة 

أوستتتتتتتتتتتتا  م ذ ة   علىودراستتتتتتتتتتتتة دينام   ة نمو     (Hyoscyaamus aureus)كالوس نبات البنج الذهبي  
مختلفة التركيب وخال ة من منظمات النمو النبات ة، بالاعتماد على الوزن الرطب للكتلة الخلوية كمؤشتتتتتتتتتتتتر 
على قوة نمو الكالوس، بالإضتتتتتتتتتتتافة كلى ت اير م ونات الوستتتتتتتتتتتل الم ذن وت ير تعبير الموراتين المرم تين  

في كنتاج   Tropinon Reductase II (TR II)و   Tropinon Reductase I  (TR I) لأن يمي
عن  ذلكو ،  (H. aureus)  قلويدات الهيوستتتتتتت امين والستتتتتتت وعولامين من م ارت الكالوس لنبات البنج الذهبي

تفاعل   تقن ة  باستتتتتتخدا   تينالمورا اتينبه  الخاص  mRNA لتتتتتتتتتتتتتتتتتتت  النستتتتتخي التراكم  مستتتتتتويات تقديرطريق  
بيّنا نتائج الدراستة أن منحنى النمو لخلا ا   . Real Time PCR التستلستلي في الوقا الحق قي  بول مراز

في جم ع الأوستتتتتتتا  المختبرة، حيث بل ا ستتتتتتترعة نمو   Sigmoidالكالوس اتخذ شتتتتتتت ل المنحنى الستتتتتتتيني 
( في 35تى اليو  ح  15)من اليو    Exponential Phaseالخلا ا أقصتتتتتتى معدّلاتها في السور الأستتتتتتي  

 015Cالخلوية، كما تفوقا معاملة الشتتتتتتتتاهد    ( في وزن الكتلة015Cمع تفوق الشتتتتتتتتاهد )م ع الأوستتتتتتتتا ،  ج
، حيث بلغ 10Cو  6Cو   5Cبمحتواها من قلويدات التروعان )الهيوست امين والست وعولامين( في الأوستا  

%(   0.36%( و )0.49)  ( وقدرت بتتتتتتتيو   30تركي  القلويدات أقصى ما  م ن في السور الأسي )بعمر  
على التوالي بتالنستتتتتتتتتتتتتتبتة  10Cو   6Cو 5Cو   015C  الخسو  الخلويتة %( في  0.21%( و )  0.29و )

شتهدت مرحلة السور  للهيوست امين، بينما كان تركي  الست وعولامين ضتئيلاا بالمقارنة مع الهيوست امين. كذلك 
  (8.168( و )2.144( و )9.781)حيث بل ا   ،TR Iالأستتتي أعلى ة مة لتعبير الموراة المرم ة لأن يم  

 على التوالي  5C،6C   ،10Cفي كل من الخسو  الخلوية    015Cضتتتتتتع  أكبر بالمقارنة مع الشتتتتتتاهد  
 5في السور المتلكئ )بعمر   TR IIوعفروقات معنوية ف ما بينها، في حين كانا أعلى ة مة لتعبير موراة 

نت بتتة عتتد  لكن هتتذا التفوق في التعبير الموراي لم يترافق مع زيتتادة في تركي  القلويتتدات المنتبتتة،    أ تتا (،
مركب    تخليق من الكالست بين باتبا تتتتتتروعين على المنافسة في تدفق الكرعون الم ون لل  TR Iأن يم مقدرة  
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تشتتتتتتتت ل البستتتتتتتتيدوتروعين مما ي يد من تراكم الكال ستتتتتتتتت بين ول     TR IIالتروعين، في حين  حرض أن يم 
 قلويدات التروعان.

 ، TR I  ،TR II  تفتاعتل بول مراز التستتتتتتتتتتتتتتلستتتتتتتتتتتتتتلي في الوقتا الحق قي،البنج التذهبي،    :المفتااحياةالكلماات  
 .م ارت الكالوس هيوس امين، س وعولامين،                     

 :المقدمة

 ويحتون   Solanaceae (Robbers et al., 1996)الفصيلة الباذنبان ة أحد أهم أنوات  Hyoscyamus aureusنبات البنج   عد
ة التي تمتاز ب هميتها السب ة كونها شالة للبملة العصب ة نظيرة الود ة ومس نة للبملة العصب ة المرك ي  قلويدات التروعانعلى 

(Michael et al., 2004 ) . 
تعرف نواتج الاستقلاب الثانوية ب نها مركبات ك م ائ ة عضوية، تنتج ب م ات ضئيلة في النباتات الراة ة، حيث تعد مركبات أ ض نهائ ة 

أصبح البحث في ك ف ة زيادة هذ    ةالثانوي  نواتج الاستقلابوعهدف تحقيق الاستفادة من  ،  (Sachan, 2004)نسبة خاصة  تخ ن في أ
فكان لا بد من ك باد   ، (Richter, 1993)  نت بة لدخولها في تركيب أنوت عديدة من الأدوية المركبات في النباتات مبالاا قائماا بذاته،  

بمختل    المستمر  الت ويد  تضمن  التقليد ة  السرق  عن  وعديلة  جديدة  الثانويةنظم  الاستقلاب  زيوت    نواتج  جل  وزيدات،  )قلويدات، 
 Callusبما فيها تقن ة م ارت الكالوس    Tissue culture  فكانا تقن ات زراعة الأنسبة  (.Baharathi et al., 2010( )ط ارة.....كلخ

Culture    لنواتج الاستقلاب الثانويةمن التقن ات المهمة كمصدرٍ جديد(Mulabagal and Tsay, 2004)   ،  زراعة الأنسبة    تعتمدحيث
كل خل ة ح ة من خلا ا النبات لها المقدرة    أن  والتي تعني  ،Totipotencyعلى ظاهرة القدرة الذات ة للخلا ا    النبات ة داخل أوع ة ال راعة 

للنبات المانح نت بة إنتاج نباتات كاملة مسابقة  و الملائمة  البيئ ة  فرت لها الظروف  اكذا ما تو   والتماي   والاستسالة الذات ة على الانقسا   
 . (Smith, 2000)امتلاكها نف  المخ ون الورااي 

،   (Mantell and Smith, 1984)عدة عوامل  عن طريق زراعة الأنسبة يت ار ب وج ة الفعالةالبيولومن البدير بالذكر أن كنتاج المواد  
، كلا أن بعض العوامل البيئ ة والتقن ة  م ن  لهذ  المواد الفعالة على الرغم من أن موراات النبات هي التي تس سر على التخليق الحيون  ف

ها  وتعد الت ذ ة المعدن ة كحدى أهم هذ  العوامل البيئ ة المؤارة في تركي   ،   (Ghorbanpour et al., 2013)ها  أن تع ز أو تمنع كنتاج
(Al-Humaid, 2004)  ،  كذ أن المست صل النباتي الم روت ل   له القدرة على تصن ع ال ذاء بنفسه، فعل ه أن  عتمد في غذائه على
 (. 1990محمد وعمر،   ;.  (Mulabagal and Tsay, 2004م ونات الوسل الم ذن 

حيث يتحول الأول كلى مركب  ،  Arginineأو الأرجينين    Ornithineتنش  قلويدات التروعان أساساا من الحمض الأميني الأورنيثين    
 Agmatineفي حين يتحول الثاني كلى كجماتين    Ornithine de carboxylase  (Orn DC،)بفعل نشا  أن يم    Putresineالبوتريسين  
( وهذا يتحول بدور  كلى البوتريسين، ليتحول البوتريسين ف ما بعد وعوجود العديد  Arg DC)  Arginine de carboxylaseبفعل أن يم  

، Cocain، أو الكوكاكين Hyoscineأو الهيوسين )الس وعولامين(  Hyoscyamineمن الأن يمات م وناا في النها ة قلويد الهيوس امين 
 Putrescine N- Methyltransferase (PMT)( ،DAO)Diamine Oxidase ( ،TR-I  )Tropinoneمات:  ومن أهم هذ  الأن ي

Reductase I(  ،TR-II  )Tropinone Reductase II  (،H6H  )Hyosciamine 6B-Hydroxylase.    الموراات وعذلك تعد 
وقد تبين أن تنظ م   ، (Hibi et al., 1994)  من أكثر الموراات أهم ة في مسار التخليق الحيون لقلويدات التروعان   اتلأن يمهذ  ا ة لالمرمّ 

مثل البذور    ،في الم ارت الخلوية لبعض الأنوات النبات ة  ذو أهم ة كبيرة ل يادة كنتاج قلويدات التروعانلبعض هذ  الموراات  التعبير البيني  
لكنه لم   ن كاف اا ل يادة   ،Hyoscyamus muticus  (Moyano et al., 2003)والبنج المصرن    Datura metelالشعرية للداتورة  
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 Atropa belladonnaوالأتروعا  Duboisia   (Moyano et al., 2002)الدوعوس ا  من هبن  كنتاج القلويدات في الم ارت الخلوية لأنوات  
(Rothe et al., 2003)  . 

 :بناءً على ما سبق يهدف هذا البحث إلى
عند    H. aureusت اير تركي  الس روز وععض العناصر المعدن ة في دينام   ة النمو في م ارت الكالوس لنبات البنج الذهبي  دراسة     -

 تنميته على أوسا  م ذ ة مختلفة التركيب وخال ة من منظمات النمو النبات ة. 
خلال مراحل عمرية مختلفة في تركي  قلويدات التروعان   TR IIو     TR I  تيتعبير مورا  دراسة ت اير ظروف الت ذ ة السابقة وت ير  -

 .  H. aureusلنبات البنج الذهبي  المنتبة من م ارت الكالوس
 مواد البحث وطرائقه:
 . 2019-2018خلال الفترة ر الهيئة العامة للتقانة الحيوية/ دمشق/ ابنفذ البحث في مخ مكان تنفيذ البحث: 

 أاناء دراسة سابقة   aureus. Hالمستحصل عل ه من كالوس نبات البنج الذهبي    015Cتم العمل على الخل الخلون    المادة النباتية:
للتقانة الحيوية )بشر  في  نفذت   العامة  الهيئة  النباتات السب ة في   MSحيث تم غرعلة مبموعة من أوسا     (،2012،  وآخرون مخبر 

(Murashige and Skoog, 1962)     5وأوساC  (Vollosovich et al., 1985)   المدعمة بتوافقات هرمون ة مختلفة، وكان الوسل 
015C    من قلويدات التروعان لعدة   البيدبقوة نمو  ومحتوا   الكالوس المنمى عل ه  اتسم  الأفضل بينها جم عاا لاستحداث الكالوس وإدامته، كذ

تنم ة الكالوس وتسور    تاختبر ، وفي هذ  الدراسة  وهو الخل الخلون الذن تم انتخابه لمتابعة العمل عل ه  ، بالمقارنة مع النبات البرن   سنوات
انسلاقاا من    (Vollosovich et al., 1985) (1خال ة من منظمات النمو )البدول  مختلفة التركيب و   5Cومدى ت قلمه على أوسا   

استخلاص قلويدات التروبان    الذن اعتبر خل خلون أ ، وأخذت عل ه كافة القراءات كشاهد في كل تبارب البحث.  015Cالخل الخلون 
5C, 015C ,أ ا  من كل من المعاملات المدروسة والشاهد )  5أخذت عينة كالوس مؤلفة من الااة م ررات كل  من مزارع الكالوس:  

6C, 10C( الأول  اليو   ابتداءا من  الباف  45يوماا، وجففا على درجة حرارة    50( وعلى مدار  0(  الوزن  م  ا،  درجة مئوية وسبل 
 .( (Doerk et al., 1991 طريقةوفق  منهاالقلويدات  ااستخلص

 
المبمدة والمسحونة في الآزوت   الكالوس  من مسحوق عينات  ملغ  100( من  Total RNA)  الكلي   RNAالت   ل  ع  دراسة التعبير المورثي:  

،  50( وصولاا لليو   0أ ا  ابتداءا من يو  ال راعة الأول )  5خلال مراحل عمرية مختلفة لم ارت الكالوس، حيث أخذت عينة كل    السائل
 ,Tri-Reagent MRC)  الت  طريقة  عاستخدا و     Qiagen Rneasy Mini Kit 50 (Cat no: 74104)    وذلك باستخدا  كيا

Molecular Research Center, INC) .حسب التعل مات الموضوعة من قبل الشركة المصنعة 
الكلي باستخدا  تقانة   RNAالت    نانوغرا  من  100( من  (cDNA  لم مَّلالريبي النوون منقوص الأوكسبين احمض  التتركيب  تم   -

الع سي   النسخ   أن يمات  وعوجود ،   Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction RT- PCR التنسخ 
 cDNA  (Complementary  الت  تركيب  تم حيث  (.  Oligo-dT)  ة خاص  ةوعادئ(  Reverse transcriptase)  الع سي
DNA)   بواسسة  (MasterscriptTM RT-PCR System 5 PRIME  )الشركة   قبل   من  الموضوعة   التعل مات   حسب  وذلك  

   .المصنعة
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 015Cانطلاقاً من الخط الخلوي  H. aureus(. تركيب الأوساط المغذية المستخدمة في تنمية كالوس 1جدول )
(Vollosovich et al., 1985) 

10C 6C 15C 015C Component 

1-0.3  g.L 1-1.1  g.L 1-1.1  g.L 1-1.1 g.L 3KNO 

1-2.5  g.L 1-1.0  g.L 1-0.5  g.L 1-0.5  g.L 3NO4NH 

1-1.3  g.L 1-0.5  g.L 1-0.5  g.L 1-0.5  g.L 4MgSO 

-0.07  g.L
1 

-0.07  g.L
1 

-0.07  g.L
1 

-0.07  g.L
1 

KCl 

1-0.3  g.L 1-g.L0.3   1-0.3  g.L 1-0.3  g.L 4SO2)4(NH 

1-0.9  g.L 1-0.9  g.L 1-0.9  g.L 1-0.9  g.L O24H2)3Ca(NO 

1-0.3  g.L 1-0.1  g.L 1-0.1  g.L 1-0.1  g.L 4PO2H2)4(NH 

1-0.2  g.L 1-0.6  g.L 1-0.6  g.L 1-0.6  g.L 4PO2.H4NH 

-5  mg.ml 
1 

-1  mg.ml 
1 

-1  mg.ml 
1 

-mg.ml 1  
1 

Thiamine – HCl 
(B1) 

- - - 
0.5  

1-mg.ml  
Pyridoxine (B6) 

- - - 
0.5  

1-mg.ml  

Nicotine acid 

(P.P) 

- - - 
-1  mg.ml 

1 
K))Kinetin 

- - - 
-2  mg.ml 

1 

Naphthalene 

acetic acid 

(NAA) 

- - - 1-2  mg.L  Glycine 

- - - 
-80  mg.L 

1 
Myo-Inositol 

- - - 
500  

1-mg.L  
Casein 

27.85 
1-mg.L  

27.85 
1-mg.L  

27.85 
1-mg.L  

27.85   
mg.L -1 

O2.7 H 4FeSO 

37.25 
1-mg.L  

37.25 
1-mg.L  

37.25  

mg.L -1 

37.25  
1-mg.L  

. EDTA 2Na 

-22  mg.L 
1 

-22  mg.L 
1 

24.1  
1-mg.L  

24.1  
1-mg.L  

MnSO4.5H2O 

10.6  
1-mg.L  

10.6  
1-mg.L  

10.62  
1-mg.L  

10.62  
1-mg.L  

ZnSO4.7H2O 

11.50 
1-mg.L  

-12  mg.L 
1 

6.2  mg.L 
1- 

6.2  mg.L 
1- 

H3BO3 

0.83  
1-mg.L  

0.83  
1-mg.L  

0.83  
1-mg.L  

0.83  
1-mg.L  

KI 

0.2  mg.L 
1- 

0.21  
1-mg.L  

0.25  
1-mg.L  

0.25  
1-mg.L  

Na2MoO4.2H20 

0.025 
1-mg.L  

0.025 
1-mg.L  

0.025  
1-mg.L  

0.025  
1-mg.L  

CuSO4.2H20 

0.1  mg.L 
1- 

0.055 
1-mg.L  

0.025  
1-mg.L  

0.025  
1-mg.L  

CoCl2.6H2O 

1-7  g.L  1-7  g.L  1-7  g.L  1-7  g.L  Agar 

-100   g.L 
1 

1-60   g.L  1-50  g.L  1-50  g.L  Sucrose 
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الت    ام أجرن  -   Real Time PCRفي الوقا الحق قي  PCR  الت  تفاعل  تقن ةباستخدا     mRNAالتقدير الكمي على مستوى 
المصنعة  Power Syber Green RNA-to-CTTM 1-Step  عاستخدا  كياو  الشركة   Applied))  وحسب تعل مات 

Biosystems    التي توضح م ونات تفاعلReal time PCR    (، وعاستخدا   2م  رولتر كما في البدول )   20بحبم نهائي
بالموراات المدروسة بالإضافة كلى موراة المقارنة الداخل ة  مختصة  ال  اتبادئالعوجود  و   (3البرنامج الحرارن الموضح في البدول ) 

 (. 4( كما في البدول )Actin)الأكتين 
 

 Real time PCR(. مكونات تفاعل 2جدول ) 
Volume for one reaction Component 

10 µL Power Sybr Green RT-PCR Mix (2X) 

0.4 µL Forward primer (10 pmol/µL) 

0.4 µL Reverse primer (10 pmol/µL) 

0.4 µL RT Enzyime mix 
µL 2 RNA tamplet (50 ng/ µL) 

6.8 µL O2free H –RNase  

 
  Power Sybr Greenباستخدام   Real time PCR. البرنامج الحراري المستخدم في تطبيق تقنية 3)جدول ) 

Step kit-1TM 
TC-to-RNA 

Time Temp Step Stage 

5 min 42 C Reverse transcptiorin Holding 

5 min 95 C Inactivate RT Holding 
3 sec 95 C Denature Cycling 

(40 cycles) 20 sec C60 Anneal/Extend 
 

 
 ومورثة الأكتينللمورثات  المتخصصة  البادئات تسلسل القواعد النيوكلوتيدية في (. 4جدول ) 

PCR 

fragment 
Sequence 5' to 3' Reference 

TR I 
F: GTTTTTGATCAAAACATAATGGGCT 

R: ATTAACAAGAAATGGCCGGAGAATC 
(Rocha et al., 2002)  

TR II 
F: ATGGCTGAAGGTGAAT 

R: ACAATTAGCCATAAGTCCACC 
(Richter et al., 2005)  

Actin 
  F: ATTGTGAGCAACTGGGATGA 

  R : GTAGATGGGGACGGTGTGAG 
(Voloudakis et al., 2002) 

 
 وكذلك،   (Actin  الأكتين  ةمورا)  ةداخل المقارنة  ال ةمورا مع هاتعبير  بمقارنةات المدروسة  موراال كل من  تعبير درس -

  وعاستخدا  .  015C  الشاهد نباتات  في ةالمورا نف  تعبير مع معاملات الكالوس المدروسة في اتالمورا  هذكل موراة من   تعبير مقارنة
حسبا ام    .المصنعة  الشركة  قبل  من   الموضوعة  التعل مات  حسب  وذلك  ،((Real Master Mix Sybr Rox5 Prime  طريقة

 Livak)وذلك كما يلي     Ct-2∆∆مستويات نسخ الموراة المدروسة حسب موراة الأكتين ونسبا كلى نباتات الشاهد حسب طريقة   

and Schmittgen, 2001) : 
                                             Ct = Ct الموراة المدروسة – Ct  موراة المقارنة  الداخل ة 
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                                          Ct = Ct المعاملة – Ct الشاهد  

                                          Relative expression ratio = 2-Ct 

الت ير ر عن  يعبالت  ، وتم(Eppendorf realplex software) الكمي بواسسة برنامج    PCRتم تحليل المعس ات الناتبة عن الت   -
 ( في دراسات التعبير الموراي.1الذن   خذ ة مة )  الحاصل في مستوى تعبير الموراات بعدد الأضعاف مقارنة مع الشاهد

أما    ،Completely Random Design (CRD)العشوائي التا     تصم مال  وفق تبويب النتائج    تم  تصميم التجربة والتحليل الإحصائي:
  عند (  ANOVA)  لمتوسساتا  بين  المعنوية ات  الفروق  مقارنة  ام  المتوسسات،  لحساب  وذلك  Xlstat  برنامج  باستخدا ها فقد تم  تحليل

 %.1 معنوية مستوى 
 النتائج والمناقشة 

 الناتج على الأوساط المغذية الخالية من منظمات النمو: الوصف المظهري للكالوس
فقد  بسهولة نمو  وإدامته على الأوسا  البديدة الخال ة من منظمات النمو النبات ة،    (H. aureus)امتاز كالوس نبات البنج الذهبي     
في قوة نمو الكالوس، وقد تدرج   015Cشاهد  النمو مع تفوق الوسل ال  كان جيد الم روت على جم ع الأوسا  المدروسة    الكالوس  أنّ   وجد

والأصفر   5C والأصفر في  الوسل    6Cكلى الأب ض المصفر في الوسل    015Cفي الوسل الشاهد    كريميالب ض  لون الكالوس من الأ
على    مرغوبحبيبي    وذو مظهرمتماسك    (، وعش ل عا  كان قوا  الكالوس1)الش ل    10Cالمخضر مع وجود اللون البني في الوسل  

 .جم ع الأوسا  المدروسة
 

 

 

 

 يوماً  50(: نمو الكالوس على الأوساط المغذية الخالية من منظمات النمو بالمقارنة مع الشاهد بعمر 1الشكل رقم )

الكالوس     الكريمي   حيث يتص   التفتا واللون  بالش ل الحبيبي المترافق مع القوا  المتماسك صعب  جيد النمو والمرغوب 
نواتج   بعض  تراكم  كلى  رئ    بش ل  النبات ة  عود  الأنسبة  واسمرار  البني  كلى  الكريمي  من  الكالوس  لون  تدرج  أما  الفاتح، 

، نت بة نشا  بعض الأن يمات مثل  (Ali et al., 2003)ةالاستقلاب الثانوية عموماا والفينولات خصوصاا في وسل ال راع
التي تشارك في تحفي  أكسدة المركبات الفينول ة    Peroxidaseوالبيروكسيداز    Poly-phenoloxidaeالبولي فينول أوكسيداز  

واسمرار الأنسبة النبات ة، ويرتبل ذلك بش ل رئ   بتركي  الس روز المضاف كلى الوسل الم ذن، فكلما زاد تركي  الس روز 
زيادة تركي  عن حد معين زاد تركي  المركبات الفينول ة، وعالتالي فإن معدل النمو العا  للخلا ا ينخفض بش ل ملحوظ مع  

على    ( Aly et al., 2010)  الفينولات، التي تؤدن في النها ة كلى تماوت الخلا ا النبات ة، تتفق هذ  النتائج مع ما توصل كل ه
، حيث وجد أن معدل النمو المرتفع للخلا ا يترافق مع القوا   (H. muticus)م ارت المعلقات الخلوية لنبات البنج المصرن  

   وحينما يتراجع معدل النمو في الم رعة الخلوية   ون الكالوس الهش سهل التفتا هو السائد.  المتماسك للكالوس،
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 يناميكية نمو الكالوس في الأوساط المغذية الخالية من منظمات النمو: د
، المؤل  من الااة Sigmoidفي جم ع الأوسا  المختبرة اتخذت ش ل التابع السيني  ( أنّ تابع النمو لخلا ا الكالوس 2يبين الش ل )    

المتلكئ   السور  رئ سة:  الأسيو يو Lag Phase  (0 -15    ،)أطوار  الثبات    Exponential Phase   (15-35السور  وطور  يو (، 
Platue  Phase (35 -50  )وفترة التحضينلخلا ا الوزن الرطب لالذن يوضح العلاقة بين و يوماا . 

 

 

 

 

 

 

 

 يوماً   50خلال  (H. aureus)(: ديناميكية نمو الخلايا في مزارع الكالوس لنبات البنج الذهبي  2الشكل رقم )

و     15و  10في عمر )  5Cبالمقارنة مع الوسل  الخلوية    معنوياا في وزن الكتلة   105C( تفوق الشاهد  5يُلاحظ من البدول )
في حين كان التفوق غير معنوياا في باقي الأعمار، كما كان تفوق الشاهد معنوياا في معظم مراحل النمو بالمقارنة ) يوماا   20

فقد كان تفوق الشاهد معنوياا في   10Cيوماا(. أما بالنسبة للوسل    45، 40، 25، 20، 15، 10، 5)الأ ا :   6Cمع الوسل 
 أ ا (.   0-5متلكئ )كل المراحل العمرية باستثناء بدا ة السور ال

 - 15.383) معبالمقارنة  5C01( غ في الشاهد  54.815 -20.515 وقد تراوح الوزن الرطب للكتلة الخلوية في السور الأسي بين )    

على التوالي، على الرغم من تقارب 5C  ،6C  ، 10Cغ في الأوسا     (  35.870  -  12.341)  و  48.38)    (14.643 -و  (   50.113
غ(، في حين تقارب الوزن الرطب للكتلة الخلوية في اليو    6الوزن الرطب للكتلة الخلوية في اليو  الأول من عمر م ارت الكالوس )قرابة 

، وعدون فروقات معنوية بينها، بينما كان هناك فروقات 5C   ،6Cوالأوسا   105Cالخمسين )نها ة طور الثبات( في كل من الشاهد  
 . 10Cوالوسل  105C ،5C ،6Cمعنوية بين الأوسا  

 (: متوسط الوزن الرطب في التجمعات الخلوية خلال مراحل عمرية مختلفة 5الجدول رقم )

l.s.d (1%) 10C 6C 5C 5C01 

 الوسط                    

 

 )يوم(  العمر

0.404 6.317 a 6.17 a 6.197 a 6.09 a 0 
الطور  

 المتلكئ 
2.075 7.1 ab 6.243 b 6.66 ab 8.6 a 5 

1.633 9.507 b 9.777 b 10.617 b 12.885 a 10 

4.676 12.341 b 14.643 b 15.383 b 20.515 a 15 

الطور  

 الأسي 

6.236 15.945 b 23.27 a 16.503 b 26.105 a 20 

11.871 26.096 b 30.333 b 45.937 a 52.825 a 25 

7.263 32.179 b 48.127 a 48.73 a 50.155 a 30 
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7.669 35.870 b 48.38 a 50.113 a 54.815 a 35 

3.985 40.032 c 44.347 b 51.41 a 53.61 a 40 
طور  

 الثبات 
7.516 40.679 b 46.71 b 54.013 a 54.415 a 45 

11.13 43.554 b 56.613 a 57.35 a 55.86 a 50 

 % 1 معنوية الأحرف المتشابهة ضمن السسر الواحد تدل على عد  وجود فروقات معنوية عند مستوى                  

    
تصل كلى  و ام تبدأ في الانقسا     ،Lag Phaseفي بدا ة السور المتلكئ    الخلا ا في البدا ة تتعرض لفترة س ون قصيرة  أنّ   تبين النتائج    

  داد فيها عدد الخلا اين  ذالطور الثبات  مرحلة    تصل كلى  وععدها  Exponential Phaseللانقسا  في السور الأسي  الدرجة القصوى  
يو (،    35  –  15وقد بل ا ذروة انقسا  الخلا ا في السور الأسي )(.  2002الرفاعي والشوع ي )وكتلتها الحيوية بش ل قليل، وهذا ما أكد   

لتكوين كتلة خلوية ب عداد    الانقسا ي داد تراكم العوامل المشبعة على  و    داد في هذا السورت  الخل ة  استقلابلات  معدّ ويفسر ذلك ب نّ  
     .كبيرة من الخلا ا

مين ة والفيتامينات والأحماض الأ(  Kin  ،NAAبمنظمات النمو )  نا بوزن الكتلة الخلوية كلى غ   5C01ويع ى تفوق الوسل الشاهد     
(Myo-Inositol  ،B6  ،P.P  ،Glycine  ،Casein  المستعملة )الأخرى المختبرة والخال ة من منظمات النمو،   مع الأوسا مقارنة  بال

خلة في تركيب  كلى تول فة العناصر الداوسا  المختبرة الخال ة من منظمات النمو  نباح تش ل الكالوس وقوة نمو  على الأويع ى بالمقابل 
حيث تحتون هذ  الأوسا  على تركي    ،MS  (Murashige and Skoog, 1962)بالمقارنة مع وسل  (  5C-6C- 10C)  الأوسا 

العناصر  مرتفع الذنعنصر  مثل  الم ذ ة    المعدن ة  من  والبروتينات  الآزوت،  والنووية  الأمين ة  الأحماض  بناء  في  والأن يمات    يدخل 
 الداتورة  لأنواتفي دراستهما على الم ارت الخلوية    Rhodes    (1994)و    Hiltonما أكدا     يتفق مع  وهذا  (.Coenzymes)   المساعدة
Datura  تراكي  مرتفعة من الس روز    على. بالإضافة كلى ذلك، تحتون الأوسا  الم ذ ة المختبرةSucrose  (50  ،60  على  1-غ.ل )

وهذا    ،معظم مختبرات ال راعة النس ب ةالمستخد  في    MS  (Murashige and Skoog, 1962)غ في وسل    30التوالي بدلاا من  
دراستهما على  في    Rhodes  (1994)و    Hiltonوقد أشار  ،  H. aureusعلى نبات البنج    Besher et al  (2014)يتوافق مع نتائج  

أن زيادة   D. stramoniumوم ارت البذور المحورة لنبات الداتورة سترامونيو     Black henbane   ((H. niger  الأسودج  ننباتات الب
  .الحيوية المنتبةي يد من الكتلة النس ب ة  في وسل ال راعة  تركي  الس روز

  حون   10Cالوسل    أهمها أن ،  كلى مبموعة عواملوسا   باقي الأمع  مقارنة  بال  10Cانخفاض مقدار النمو في الوسل     ع ى بينما      
في الم ارت   ما ابل عمل ات نمو الخلا افي الأوسا  الأخرى،    1-غ.ل  60و  50بالمقارنة مع     1-غ.ل  100تركي  أعلى من الس روز  

وعالتالي    في الخلا ا  Plasmolysis البل مة  ظاهرة  حدوث  كلى   يؤدن  الذن  Osmotic potentialالبهد الحلولي    زيادةنت بة    النس ب ة،
 Eclipta( في دراستهما على نبات  (Jayabalan  2005 و  Baskaran   توافق مع نتائجيوهذا  (   2007العودة وخيتي،توق  نموها )

alba ،  حيث بينّا أن مصدر الكرعون ذو أهم ة ل سا ت ذوية فقل وإنما من خلال ت اير  كمصدر طاقة وقدرته على ت يير البهد الحلولي
التمدد   مثل  الخل ة  جدار  خصائص  ت يير  في  بدور   سهم  والذن  الاست رات،  كيب  والتر   Hardening  والصلابة  Extensionلوسل 

Composition . 

 : Tropane Alkaloids التحديد الكمي والنوعي لقلويدات التروبان
 50خلال    H.aureusلكالوس نبات البنج الذهبي    Cellular Linesفي الخطوط الخلوية    Hyoscyamine  تركيز الهيوسيامين

 يوماً:
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 ا  من الهيوس امينبمحتو ( بالمقارنة مع  الخسو  الخلوية الأخرى  015C)الشاهد  الخل الخلون  تفوق  (  3تبين النتائج الموضحة في الش ل )  
Hyoscyamine    (% 0.1200  –  0.0530)يوماا(    15- 0)  في السور المتلكئالهيوس امين  في معظم مراحل النمو، حيث تراوح كنتاج 

، 015C   ،5C الخسو  الخلوية في  من الوزن الباف (%0.0710 -0.0030(% و)0.0810 – 0.0053(% و)0.0910 – 0.0063و)

6C  ،10C   ،الشاهد  تفوق كما كان    على التوالي  (015C  ) أقصى تركي  له بعمر    كنتاج الهيوس امين  بلغكذ    ،في مرحلة السور الأسي  معنوياا
،  5C01  ،5Cالخلوية  الخسو     فيمن الوزن الباف    %(0.2100%( و)0.2900%( و)0.3600%( و)0.4900ليسجل )  يوماا   30

6C ،10C  ام يبدأ بالانخفاض بعد ذلك حتى نها ة طور الثبات.على التوالي ، 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 خلال مراحل عمرية مختلفة الخطوط الخلوية لكالوس نبات البنج الذهبي (: تركيز الهيوسيامين في 3الشكل رقم )
 

 50خلال   H.aureusنبات البنج الذهبي  لكالوس Cellular Linesفي الخطوط الخلوية  Scopolamineتركيز السكوبولامين  
 يوماً:

في السور المتلكئ وعدا ة السور الأسي بش ل   Scopolamine( انخفاض تركي  الس وعولامين  4تبين النتائج الموضحة في الش ل )   
من الأنوات التي تصّنع الهيوس امين كقلويد رئ   ومن ام يتم   Hyoscyamusعا  بالمقارنة مع الهيوس امين، ويفسر ذلك ب ن نوت البنج  

في  من الس وعولامين  بمحتوا     015C  تفوق الشاهدكما تبين النتائج    (، 2002et al.Rocha ,)  تحويله كلى س وعولامين في مراحل لاحقة
حيث النمو،  مراحل  الس وعولامين    معظم  كنتاج  المتلكئتراوح  السور  و)0.0020  –  0.0013)يوماا(    15-0)  في   %)0.0007   – 

  015C  ،5C  ،6C  ،10C  الخسو  الخلوية   في من الوزن الباف  (%  0.0008  –  0.0003(% و)0.0012  –  0.0006(% و)0.0015

(، %0.0260)يوماا من ال راعة    30الأعلى معنوياا خلال السور الأسي عند    ، كما كان محتوى الكالوس من الس وعولامينعلى التوالي

(، في حين كان الأدنى %0.0140و)  (%0.0160)وبدون فروقات معنوية بينهما    6Cو     5Cتلاه وبفروقات معنوية الخطين الخلويين

 نها ة طور الثبات. من الوزن الباف، ليبدأ بالانخفاض بعد ذلك حتى (%0.0017)معنوياً في الخط الخلوي 
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 خلال مراحل عمرية مختلفة  الخطوط الخلوية لكالوس نبات البنح الذهبيتركيز السكوبولامين في  :( 4)  رقم شكل ال

كلى   من الهيوس امين والس وعولامين  القلويدن بإنتاجه 5C ،6C ،10Cعلى الخسو  الخلوية  015Cالشاهد الخل الخلون  عود تفوق     
النمو  الوسل    ىنغ  (Myo-Inositol, B6, P.P, Glycine, Casein)والفيتامينات والأحماض الأمين ة    (KIN, NAA)بمنظمات 

تراكم نواتج    وجود هذ  المركبات بتراكي  مناسبةحف   حيث  الخال ة من منظمات النمو،   5C،6C ، 10Cبالمقارنة مع الأوسا  الأخرى  
، من خلال المساعدة على تنش ل كنتاج الأحماض الأمين ة، وتنش ل   (Abrahamian and Kantharajah, 2011)ةالاستقلاب الثانوي

 Elizabet and Sarah, 2009.; Scalla, 1991)الموراات المسؤولة عن كنتاج الأن يمات الداخلة في مسار تخليق قلويدات التروعان 

( حول ت اير منظمات النمو في الإنتاج القلويدن في بعض النباتات المنتبة لها، كما 2010)  Cardillo et alمع نتائج  ، وهذا يتفق  (
على قلويدات التروعان في م ارت المعلقات الخلوية لنبات الداتورة   مفي دراسته  Iranbakhsh et al  (2007)مع ما توصل كل ه  تتوافق  

. بينما  ع ى ت ير المحتوى سبوت الثالث بعد ال راعةفي الأ  ، حيث كان أفضل كنتاج لقلويدات التروعان(D. stramonium)سترامونيو   
 كلى ت اير محتوى الوسل من الس روز والعناصر الم ذ ة:  015Cبالمقارنة مع الشاهد  10Cو 6Cو  5C القلويدن في الخسو  الخلوية

على    1-غ.ل  100و    60)من الس روز    10Cو    6C( ارتفات محتوى الوسسين   6: يتبين من البدول )تأثير تركيز السكروز ▪
ثبل عمل ات نمو الخلا ا (، والمعروف أن التركي  العالي من الس روز ي1-غ.ل 50) 5Cو  015C الوسسين التوالي(، الذن  فوق محتوى 

النس ب ة،   الم ارت  الحلولي  في  البهد  البل مة    Osmotic potentialنت بة زيادة  كلى حدوث ظاهرة  في    Plasmolysisالذن يؤدن 
، ما يؤدن كلى تراجع  (2016))العودة وآخرون    نت بة خروج الماء منها كلى الوسل المح ل حسب فرق التدرج في البهد المائي  ،الخلا ا

، تتفق هذ  النتائج مع ما توصل  نموال توق     وعالتاليداخل الخلا ا النبات ة الضرورن لاستسالتها،    Turgor Pressureض ل الامتلاء  
في دراستهما حول ت اير عدة تراكي  من الس روز على معدل نمو الم ارت الخلوية   EL-Hadrami   (2004)و  Zouine     كل ه كل من

، حيث بينا النتائج أن زيادة تركي  الس روز يؤدن كلى زيادة فعال ة أن يم البيروكسيداز وتراكم المركبات Phoenix dactyliferaلنبات 
 AL كما بيّن ذن وعالتالي انخفاض معدل الاستقلاب في الخلا ا وتراجع معدل نموها.  الفينول ة وزيادة البهد الحلولي في الوسل الم

Maarri     وAl Ghamdi  (1997)    البلزمة وتوقف  ظاهرة وحدوث الأسموزي الضغط زيادة إلى يؤدي السكروز  تركيز زيادةأن

باستعمال تراكي  مختلفة من    (H. muticus)  لنبات البنج المصرن على م ارت البذور الشعرية  وفي دراسة    .  الفعاليات الحيوية في الخلايا
وجود علاقة ع س ة بين تركي  الس روز في الوسل الم ذن مع   Dehghan et al  (2012)و    Pavlov et al   (2009) بين  ،الس روز

   ة.تركي  القلويدات المنتب
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من الآزوت الكلي أكثر بمقدار ضع  من محتوى الوسسين    10C( أنّ محتوى الوسل  6يتبين من البدول )  تأثير الآزوت: ▪
015C  5وC 10في الوسل  1-غ.ل 1.172، حيث بلغC  6في الوسل   1-غ.ل 0.767بالمقارنة معC  في كل من  1-غ.ل  0.592و

-نترات )، ويتواجد الآزوت في الوسل الم ذن بصورتين: الأولى بصورة  5Cو    015Cالوسسين  
3NO التركي  المنخفض لقلويدات يفسر  (: و

ل  ،الارتبا  السلبي بين تركي  النترات في وسل ال راعة وتركي  قلويدات التروعانب  10Cالتروعان في الوسل   م ارت ال يادة متسلبات  نظرا ا
  ،  (Adibfar et al., 2011)الأمين ةحماض  الخلوية لساقة التمثيل لامتصاص وخفض تركي  شوارد النترات والمشاركة في تركيب الأ

 Dejaegere  (1998)و    Demeyerو     A. belladonnaعلى نبات الأتروعا  Bensaddek et al  (2001  )  وهذا ما أكد  كل من
(: فقد بيّنا الدراسات NH4+والصورة الثان ة لتواجد الآزوت في الوسل الم ذن هو بش ل أمون ا )  .D. stramoniumعلى نبات الداتورة  

نسبة النبات ة ل صبح بتراكي  سامة كذا لم يتم استقلابه مباشرة، وعذلك عندما   ون تركي   منخفضاا في  أن الأمونيو  سهل التراكم داخل الأ
بتراكي    وجدذا  ك  ، وعلى الع  وتصن ع الأحماض الأمين ة  الاستقلاب  عمل ات  الخلا ا في  تستفيد منهاوسل ال راعة فإن معظم الكم ة  

 (Bensaddek et al., 2001.; Demeyer and Dejaegere, 1998)ا  يتم استقلابه من قبل الخلا فقل  منه    مرتفعة فإن ج ءاا بس ساا 

  . (H. niger)على نبات البنج الأسود  مفي دراسته Alaghemand et al (2013)وهذا يتوافق مع نتائج  .
 10وسل  ( أنّ محتوى ال 6يتبين من البدول )  والكالسيوم:  تأثير المغنزيومC     حيث بلغ  وسا على من باقي الأأ من الم ن يو ،
، فعلى الرغم  015Cو   5Cالوسطين   في  1-غ.ل  0.101و   6Cفي الوسل    1-غ.ل  0.121بالمقارنة مع    10Cفي الوسل    1-غ.ل  0.262

الم نيأهم ة  من   التروعان مرتبل بعنصر الكالسيو   ،يو   عنصر  الم ن يو  على كنتاج قلويدات   ;.Hank et al., 2003)كلا أن ت اير 

Pudersell et al., 2012)     علاقة ارتبا  سلب ة بين الم ن يو  والكالسيو    (، لكن وجود6الذن وجد بنسبة اابتة في كافة الأوسا  )جدول
  ةدراس  ى انخفاض تركي  قلويدات التروعان ب يادة تركي  الم ن يو ، وهذا يتوافق مع نتائجأدى كل  لوجود فعل تضاد تبا  بعضهما البعض

Hank et al  (2003)  تروعا  الأ  في دراستهم على نباتA. belladonna،   ةدراسوPudersell et al   (2012  على )سودم ارت البنج الأ 
(H. niger)  . 

 :10( أنّ محتوى الوسل  6يتبين من البدول رقم )  تأثير البوتاسيومC   من البوتاسيو  أقل بمقدار الثلثين
 0.462بالمقارنة مع    10Cفي الوسل    1-غ.ل  0.153، حيث بل ا كميته  6Cو    5Cو    015Cتقريباا بالمقارنة مع الأوسا   

. وهذا المحتوى المنخفض من البوتاسيو  من المفروض 6Cفي الوسل    1-غ.ل  0.461و   015Cو    5Cفي الوسسين    1-غ.ل
لت اير   وذلك  التروعان،  قلويدات  تخليق  زيادة  على  في  أن  عمل  أيون النقص  زيادةالبوتاسيو     تركي   طلائع   في  كم ة 

دن كرعوكسيلاز    فعال ة  وزيادة  ، (Bashir Khana and Harborne, 1991)القلويدات أورنثينين   Ornithine)أن يمي 

Decarboxylase: EC 4.1.1.17)  كرعوكسيلاز دن   (Arginine Decarboxylase: EC 4.1.1.19)  وأرجنين 
((Demeyer and Dejaegere, 1998)   البوتريسين  مركب  وهما المسؤولان عن كنتاجPutriscine    المركب الأول في مسار

 ،  015Cبالمقارنة مع تركي ها في الوسسين    10C، كلا أن التركي  المرتفع للنترات الموجودة في الوسل  تخليق قلويدات التروعان

5C عمل على تثب ل الت اير الإ بابي للتركي  المنخفض للبوتاسيو  في هذا الوسل، حيث العلاقة بين البوتاسيو  وتركي  قلويدات
 Iranbakhshالتروعان هي علاقة ارتبا  سلب ة ت داد سلب ة ب يادة تركي  النترات في الوسل الم ذن، وهذا يتوافق مع نتائج  

et al (2007)  الداتورة م ارت المعلقات الخلوية لنبات المنتبة من  لويدات التروعانعلى ق مفي دراسته D. stramonium. 
   10( أنّ محتوى الوسل  6يتبين من البدول )  :الفوسفورتأثيرC    من الفوسفور أقل بمقدار الثلث تقريباا بالمقارنة مع الأوسا

015C    5وC   6وC  ،  الوسل في  بل ا كميته  )  (1-.لغ  0.1243)  10Cحيث  باقي  1-غ.ل  0.1852بالمقارنة مع  في   )
انخفاض    ، نت بةTAsوعالتالي ساهم انخفاض محتوى الوسل من الفوسفور في انخفاض تركي  قلويدات التروعان  الأوسا ،  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0031942291800659#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0031942291800659#!
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الساقة ونقلها، وتقليل معدل انقسا  الخلا ا ونموها، معدلات التمثيل ال ذائي للس ريات بانخفاض تركي  ، وانخفاض معدل تخ ين  
 . (Havlin et al., 2014)النووية في تركيب الأحماض  دور   بالغ الأهم ة بسبب

 :10( أنّ محتوى الوسل  6يتبين من البدول )  تاثير الكوبالتC    من الكوعالا أقل بمقدار النص  تقريباا بالمقارنة مع الوسسين
015C    5وC  6، وأقل بمقدار خ م  تركي   في الوسلC  10في الوسل    1-ملغ.ل  0.01، حيث بل ا كميتهC    0.025بالمقارنة مع  

على التوالي. وعالتالي ساهم انخفاض محتوى الوسل من الكوعالا في   6Cو  5Cو    015Cفي الأوسا     1-ملغ.ل  0.055و    1-ملغ.ل
 ;.Mithofer et al.,2004)الثانويةانخفاض تركي  قلويدات التروعان، ويع ى ذلك كلى ت اير الكوعالا المحف  في تخليق نواتج الاستقلاب  

Zhao et al., 2005)    ، دراسة نتائج  مع  النتائج  هذ   كلى  Pitta-Alvarez et al   (2000  )وتتفق  أشاروا  محتوى   زيادةالذين 
  .Brugmansia candidaعند كضافة كلوريد الكوعالا كلى م ارت البذور الشعرية لنبات  Scopolamineالس وعولامين 

 :البوريك البدول )  تأثير حمض  الوسسين  6يتبين من  أنّ محتوى   )10C  6وC  البوريك  عادل ضع  محتوى   من حمض 
في كل   1-ملغ.ل  6.2بالمقارنة مع    6Cو  10Cفي الوسسين     1-ملغ.ل  12و    1-ملغ.ل  11.5حيث بلغ تركي      .5Cو    015Cالوسسين  

التوالي، و   5Cو  5C01من   المعلو  أنّ على  الهرمونات  عنصر البورون يدخل في تركيب الأ  من  الخلوية وتنظ م عمل وانتقال  غش ة 
 قو  بتنش ل  كما  ، نسبة الميرست م ة ودخوله في تصن ع الكرعوهيدرات والبروتينوالانقسامات الخلوية في منسقة الأ  ،والتفاعلات الأن يم ة

  عند كضافته اير سمي للبورون   تلكن وجد    (،2007.، العودة وخيتي،  2003)جند ة،    نقل الس ريات والماء كلى داخل الخلا ا النبات ة
و   10C  ينفي الوسس  البورون الت اير السلبي ل يادة تركي   وهذا  فسر  ، (William, 2005)بتراكي  مرتفعة أكثر من الحد الحرج للنبات

6C ، البورون انتقال الس ريات  قل ب يادة تراكي   أنّ حيث (Gibson et al., 2001). 

الخلوية  في    Tropinone Reductase I  (TR1)  مورثة   تغير تعبير  الذهبي لكالوس    Cellular Linesالخطوط  البنج   نبات 
 H. aureus  يوماً: 50خلال 

 Lag phaseانخفض في الخسو  الخلوية المختبرة في بدا ة السور المتلكئ  TR I( أن تعبير الموراة المرم ة لأن يم 5يبين الش ل )   
ضع  أكبر بالمقارنة مع الشاهد في الخسو  ( 3.182( و )5.776( و )6.364)بالمقارنة مع الشاهد، باستثناء اليو  الخام  حيث بلغ  

 Exponentialعلى التوالي وعفروقات معنوية ف ما بينها، كما كان التفوق معنوياا في مرحلة السور الأسي   5C  ،6C، 10Cالخلوية  

phase     لخسو  الخلوية ضع  أكبر بالمقارنة مع الشاهد في ا (  8.168و)  (2.144)و    9.781))بمقدار    30ل سبل أعلى ة مة في اليو
5C ،6C ،10C  على التوالي وعفروقات معنوية ف ما بينها، ام انخفض بعد ذلك في طور الثباتPlatue  phase  حتى نها ة فترة النمو

بالمقارنة ضع  أكبر  (4.028)ل سبل  TR Iالذن شهد ارتفاعاا جديداا في تعبير موراة  10Cمن عمر الخل الخلون  45باستثناء اليو  
 مع الشاهد وعفروقات معنوية. 

على المنافسة   Tropineتتروعين  الم ون لل  TR Iأن يم  بعد  مقدرة    TR Iوتفسر عد  زيادة تركي  قلويدات التروعان ب يادة تعبير موراة  
 شتركان بالخسوات الأولى    ينوالكاليستيجالتروبين  مركب التروعين، كون طريق التخليق الحيون لكل من    تخليق   على تدفق الكرعون باتبا 

 . Atropa( على نبات الأتروعا 2005)  Richter et alو Dräger  (2006) ويتنافسان بتدفق الكرعون. تتفق هذ  النتائج مع نتائج

 

http://www.alexagri.net/forum/showthread.php?t=17498
http://www.alexagri.net/forum/showthread.php?t=17498
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 يوما   50خلال   H. aureus البنج الذهبينبات  الخطوط الخلوية لكالوسفي  TR Iمورثة (: قيمة تعبير 5الشكل رقم )

على المحتوى القلويدن في م ارت  TR I( في دراستهم حول ت اير تعبير موراة 2017) Zhao et alبينما تختل  هذ  النتائج مع نتائج  
، حيث بيّنوا أن التعبير المفر  للموراة المدروسة  Scopolia luridaللس وعول ا    Hairy Root Cultures  مستنبتات البذور الشعرية

  1.7أن ما  عادل  1-ملغ.غ 1.492 إلى  0.892تسبب ب يادة كنتاج الهيوس امين بش ل رئ   في م ارت البذور الشعرية، حيث تراوح من 

إلى    0.268حيث تراوح من    (، كذلك تحسن كنتاج الس وعولامين بش ل ملحوظ1-ملغ.غ  0.515)أضعاف بالمقارنة مع الشاهد    2.9إلى  

 .1-ملغ.غ 0.632

 50خلال    H. aureus  نبات البنج الذهبيالخطوط الخلوية لكالوس  في    Tropinone Reductase II (TR II)ة  تغير تعبير مورث
 يوماً:

  Lag phaseانخفض في الخسو  الخلوية المدروسة في بدا ة السور المتلكئ    TR II( أن تعبير الموراة المرم ة لأن يم  6يبين الش ل )

ضع  أكبر بالمقارنة مع    (1.729)و   (9.987) و  19.16)بمقدار )بالمقارنة مع الشاهد، في حين سبل أعلى ة مة في اليو  الخام   
، كما كان التفوق معنوياا في مرحلة السور الأسي التوالي وعفروقات معنوية ف ما بينهاعلى  5C  ،6C  ، 10Cالشاهد في الخسو  الخلوية  

Exponential phase     ضع  أكبر بالمقارنة مع الشاهد في    (9.849)و    (9.001)  20ل سبل أعلى ة مة لتعبير الموراة في اليو
المدروسة في الخل الخلون   على التوالي وعفروقات معنوية ف ما بينها، بينما كانا أعلى ة مة لتعبير الموراة 6Cو  5Cالخسين الخلويين 

10C    ضع  أكبر بالمقارنة مع الشاهد. ام بدأ بالانخفاض ليرتفع من جديد في طور الثبات    (1.803بمقدار )  30  في اليوPlatue  

phase     5ضع  أكبر بالمقارنة مع الشاهد في الخسين الخلويين    (3.117)و    (1.647)  40ل سبل في اليوC    6وC    على التوالي
وبفروقات   10Cضع  أكبر بالمقارنة مع الشاهد في الخل الخلون    (1.266)  45وعفروقات معنوية ف ما بينها، كما سبل في اليو   

 معنوية بينهما، ثم انخفض تعبير المورثة في نهاية فترة النمو. 

 Pseudotropine حرض تش ل البسيدوتروعين    TRIIب ن أن يم    TR IIب يادة تعبير موراة    وتفسر عد  زيادة تركي  قلويدات التروعان

، Calystegineكلى الكال ست بين    Tropane alkaloidsمن خلال تنظ م أ ض الكرعون والمنافسة على تدفقه من قلويدات التروعان  
الكال ست بين في حين يبقى مستوى الهيوس امين اابا، وهذا يتفق    المش ل للتبسيدوتروعان ي يد من تراكم  Reductaseوأن زيادة مستويات  

 . Dräger  (2006)مع نتائج 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

ة 
رث

مو
ر 

بي
تع

ر 
دا

مق
TR

I
هد

شا
ال
 ب
نة

ار
مق

عمر مزرعة 
(يوم)الكالوس 

5C01 5C 6C 10C



 

Besher– Syrian Journal of Agricultural Research – SJAR 8(2): 320-338 April 2021 
 

 2021أبريل /نيسان  338-320(: 2)8المجلة السورية للبحوث الزراعية  –  بشر 333

 
 يوما   50خلال   H. aureus  نبات البنج الذهبي  الخطوط الخلوية لكالوسفي  TR IIمورثة (: قيمة تعبير مورثة  6الشكل رقم )

في    TRIIو    TR1( الذين درسوا ت اير زيادة تعبير الموراتين المرم تين لأن يمي  2005)  Richter et alتختل  هذ  النتائج مع نتائج   

حيث أظهرت النتائج أن البذور المحورة التي تضمنا تعبير مفر  للموراتين    ،A. brlladonnaللأتروبا    م ارت مستبتات البذور الشعرية
وعسيدوتروعين   Reductase Iالناتج عن    Tropineومنتباته )التروعين    Reductaseالمدروستين شهدت مستويات مرتفعة من فعال ة أن يم  

Pseudotropine    عن أن يم    (،Reductase IIالناتج  موراة  تعبير  زيادة  بمحتوى   TR1وأن  معنوية  زيادة  مع  ترافقا  الملحوظة 
أضعاف بالمقارنة مع جذور الشاهد(، بينما كانا    5أضعاف بالمقارنة مع جذور الشاهد( والس وعولامين )بمقدار    3الهيوس امين )بمقدار  
ضع  أكبر   4.5  تروعين بمقداربالمقارنة مع الشاهد، على الرغم من زيادة مستوى البسيدو %  90-  30أقل بنسبة     مستويات الكالست بين

البذور   التروعان في م ارت  قلويدات  كنتاج  في تركي   الأن ي م ة والمورا ة  للنظم  ت اير واضح  النتائج  الشاهد، تظهر هذ   بالمقارنة مع 
 الشعرية.  

على قلويدات التروعان المنتبة    TR IIو    TR I( حول ت اير تعبير الموراتين المرم تين لأن يمي  2009)   Kai et alوفي دراسة نفذها     
 TR كانا أقل ب ثير من مستويات نسخ TR Iتبين أن مستويات نسخ  ،Anisodus acutangulusفي م ارت مستبتات البذور لنبات 

II  ضع  أكبر بالمقارنة مع الشاهد، في حين راكما   1.87، ومع ذلك فقد راكما م ارت البذور الشعرية كم ة من الهيوس امين بل ا
متشابهان بنسبة   TR IIو    TR Iأضعاف أكبر بالمقارنة مع الشاهد. كما بينا الدراسة ذاتها أن أن يمي    8كم ة من الس وعولامين بل ا  

 TRحمضاا أمين اا بينما  حون عديد الببتيد المرم  للأن يم الثاني    TR I  (273)، حيث  حون عديد الببتيد المرم  للأن يم الأول  60.8%

II (260) ضاا أمين اا، وهما  سابقان كلى حد ما أن يمي حمTR I  وTR II  في نبات البنج الأسود(H. niger). 

 الاستنتاجات  
انسلاقاا من الخل الخلون الأ    (5C  ،6C  ،10Cنباح تنم ة الكالوس على أوسا  م ذ ة خال ة من منظمات النمو النبات ة ) -
5C01  .ال ني بالفيتامينات والأحماض الأمين ة ومنظمات النمو النبات ة 
س ادة قلويد الهيوس امين في الخسو  الخلوية، ويعود ذلك لحق قة أن نبات البنج من الأنوات النبات ة التي تنتج الهيوس امين بش ل  -

 رئ  ، ومن ام تحوله في مراحل لاحقة كلى الس وعولامين. 
بمقدار   اا يوم  30بعمر    خلال مرحلة السور الأسي  5C01الشاهد    الخل الخلون في    لويدات التروعانتحقق أعلى كنتاج من ق -
 النام ة في الأوسا  الم ذ ة الخال ة من منظمات النمو المقدرة على النمو وإنتاح الهيوس امين  الخسو  الخلويةفي حين امتلكا    %،0.49

 . ة مع الشاهدنبش ل رئ   ولكن ب م ات أقل بالمقار 
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ضع  أكبر بالمقارنة مع الشاهد    9.781)بمقدار )  5Cفي الوسل    يو   30في عمر    TR Iكانا أعلى ة مة لتعبير موراة   -
5C01ا أكبر ة مة لتعبير موراة  ، في حين تحققTR II   ولكن لم تكن هذ  ال يادة كاف ة ل يادة كنتاج قلويدات الهيوس امين أ ا ،    5بعمر 

Hyoscyamine والس وعولامين Scopolamine في م ارت الكالوس لنبات البنج الذهبي (H. aureus) . 
 التوصيات: 

اعتماد الأوسا  الم ذ ة الخال ة من منظمات النمو النبات ة في تنم ة الخسو  الخلوية لكالوس النباتات السب ة للحفاظ على نوصي ب -
 الثبات ة الوراا ة لهذ  الخسو  وتخف ف تكال ف كنتاج المواد البيولوج ة الفعالة. 

نوصي بمتابعة الدراسة على الخسو  الخلوية الناتبة من الناح ة الخلوية والصبغ ة وعلاقتها بالمحتوى القلويدن في م ارت الكالوس  -
   لنبات البنج الذهبي.
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Abstract 

This research was carried out at the lab of National Commission for 

Biotechnology during 2018-2019, in order to determine the response of golden 

henbane's callus (H. aureus), and to study its growth dynamics on growth 

regulators-free medium, based on the fresh weight of biomass as an indicator of 

the callus growth strength, also to determine the effect of the nutritive medium 

components and change in gene expression of Tropinon Reductase I (TR I) and 

Tropinon Reductase II (TR II) on the alkaloids concentration in the cellular lines 

of  H. aureus, by estimating the mRNA transcriptional levels of these genes using 

Real-Time PCR technique. The results of study showed that the growth curve of 

callus cells in all tested medium followed the sigmoid trend, where growth speed 

of cells reached the highest division rate at the exponential phase (15 to 35 day) 

with superiority of the control medium 5C01 in biomass weight. Also the results 

showed that superiority of the control 5C01 was significant in alkaloid content 

compared with 5C, 6C and 10C cellular lines. Whereas highest concentration of 

alkaloids was at the exponential phase (30 days) (0.49%), (0.36%), (0.29%) and 

(0.21%) for hyoscyamine in 5C01, 5C, 6C and 10C lines, respectively, while the 

concentration of scopolamine was very low. Measurement of gene expression 

showed that the highest value of TR I gene expression was at the exponential 

phase (30 days), registered (9.781), (2.144) and (8.168) times compared to the 

control 5C01 in 5C, 6C and 10C cellular lines respectively. While the highest 

value of TR II gene expression was at the lag phase (5 days). However, this 

superiority in gene expression was not associated with an increase in the  

alkaloids concentration, this is mainly due to the failure of TR I enzyme  in 

Tropine formation, due to its failure in competing with carbon flowing from 

Calystegine towards Tropine synthesis, whereas TR II enzyme induces 

Pseudotropine formation resulting in accumulation of  Calystegine, not tropane 

alkaloids. 

Keyword: Hyoscyamus aureus, Real Time PCR, TR I, TR II, Hyoscyamine, 

                    Scopolamine, Callus culture. 

 


