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 خت گياههاي مويين تراريدر ريشه يوليد آلكالوئيدهاي تروپانجاسمونات بر تتاثير محرك متيل
 )Atropa belladonnaشابيزك (
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21/04/1396، تاريخ پذيرش: 02/09/1395تاريخ دريافت:   

  چكيده
يابند يم) تجمع Atropa belladonnaآلكالوييدهاي پاراسمپاتيك آتروپين و اسكوپولامين در شابيزك (

گروباكتريوم باكتري آA4 در اين تحقيق، با استفاده از نژاد اهميت زيادي در صنعت داروسازي دارند.  و

، 0اسمونات (جختلف متيلهاي ماثر غلظت .شابيزك توليد گرديد تراريخت در گياه رايزوژنز، ريشه مويين

 24دت مريخت به هاي مويين تراميكرومولار) بر ميزان توليد آتروپين و اسكوپولامين در ريشه 300و  150

ي هبه وسيل لامينسپس مقادير دو آلكالوييد تروپان، يعني آتروپين و اسكوپو .ساعت مورد بررسي قرار گرفت

زايش ويين افهاي مداري در ريشههاي تروپان به طور معنيگيري شد. مقدار آلكالوييداندازه HPLCروش 

به  12/0از  ترتيب هاي مويين تراريخت بهيافت. نتايج نشان داد كه مقدار آتروپين و اسكوپولامين در ريشه

ور جاسمونات به طگرم وزن خشك رسيد. متيلميلي 100گرم در ميلي 45/0به  0195/0و  715/1

ن در اي تروپاهوييدآتروپين و اسكوپولامين را افزايش داد. مقدار آلكال ،د تروپانچشمگيري هر دو آلكالويي

اهد افزايش ش يميكرومولار و نمونه 150جاسمونات در مقايسه با غلظت ميكرومولار از متيل 300غلظت 

و  يشترت بمطالعا توانند به جاي گياهان به منظورهاي مويين ميكه ريشه شودمي پيشنهاديافت. در نتيجه 

  هاي تروپان در ابعاد اقتصادي و تجاري استفاده شوند.توليد آلكالوييد

  جاسمونات.، شابيزك، متيلآگروباكتريومآتروپين، اسكوپولامين،  :يكليدهاي واژه
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  قدمهم
 آلكالوييدهاي تروپاني هيوسيامين و

 كلينرژيكاسكوپولامين به عنوان تركيبات آنتي

روي سيستم  )كولينستيلبازدارنده عملكرد ا(

كنند كه منحصرا اعصاب پاراسمپاتيك عمل مي

  Atropa sp ي خانواده سولاناسه نظيربوسيله
Datura sp, Dubiosia sp,  Hyocyamus sp 

 ,.Mi Kang et alشوند (توليد مي sp  Scopoliaو

اسكوپولامين يكي از آلكالوئيدهاي اوليه  .)2004

است كه توسط  بع گياهياتخليص شده از من

در سال  )Albert Ladenburg( آلبرت لادنبورگ

- ارزش با يكي از همچنين و توصيف شد 1880

است كه تقاضاي  يتروپان هايترين آلكالوئيد

برابر بيشتر از مجموع هيوسيامين  10جهاني آن 

) و آتروپين (داروي نيمه سنتتيك) آن (پيش ساز

بيزك گياه شا ).Moyano et al., 2003( باشدمي

)Atropa belladona متعلق به خانواده سولاناسه (

است ويكي از منابع اصلي توليد آلكالوئيدهاي 

 4 حاوي آتروپاجنس  شود.تروپاني محسوب مي

 Atropa acuminate Royle ،Atropaي گونه

belladonna L.،baetica Wilk  Atropa Atropa 

pallidiflora Schönb-Tem  ي كه درمنطقهاست

 پراكنده هستندترانه، جنوب اروپا و آسيا مدي

)Maqbool et al., 2014(. هاي مويين القا ريشه

 ي آگروباكتريوم رايزوژنزشده به وسيله

)Agrobacterium rhizogenes(  يك روش

هاي تراريخت فراهم كارآمد جهت توليد ريشه

هاي سازي متابوليتكند كه توليد و ذخيرهمي

نوتركيب و همچنين مطالعات هاي ثانويه، پروتئين

سازي پروموتور و ژن را مربوط به بيان و فعال

علاوه  ،)Harfi et al., 2015(نمايد امكانپذير مي

هاي مويين در توانايي مهمترين مزيت ريشه بر آن

هاي ثانويه در ها براي توليد بيشتر متابوليتآن

- بسياري از متابوليت .مقايسه با گياه مادري است

ي با ارزش در شرايط طبيعي در ريشه انويههاي ث

شوند و اغلب در ارتباط با تمايز ريشه توليد مي

هاي ممكن است متابوليت موارد برخي هستند. در

هاي هوايي يك گياه توليد و ثانويه فقط در بخش

هاي مويين و بررسي يابند اما با القاي ريشهتجمع 

به توليد و  ها مشخص شده است كه قادرآن

ها هستند به عنوان مثال تجمع آن متابوليت

 annua هاي هوايي گياهبخشين فقط در زآرتيمي

Artemisia  چندين  در يابدتجمع ميتوليد و

 مويين هايكه ريشه مشخص شده استبررسي 

ين زآرتيمي به توليد قادر القاء شده در اين گياه

ها ). همچنين اين ريشهKim et al., 2001د (هستن

هاي متنوعي بوده كه انواعي از نزيمحاوي آ

فرآيندهايي نظير گلوكوزيلاسيون و احيا را با 

استفاده از مواد موجود در محيط كشت به عنوان 

دهند. از اين ويژگي براي توليد سوبسترا انجام مي

وسيع و پايدار مواد دارويي گرانقيمت با افزودن 

ه تر به محيط كشت استفادتركيباتي با قيمت پايين

توليد  يجويي در هزينهشده كه موجب صرفه

در  .)Banerjee et al., 2012(دارو شده است 

گزارش كردند  )Norouzi et al )2016 پژوهشي

اسيد ي رزمارينككه مقدار توليد متابوليت ثانويه

 اصفهاني مريم گلي مويين هايريشه كشت در
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(Salvia reuterana)  گرم به ازاي ميلي 2/52برابر

محتواي  مچنان كهه ر گرم وزن خشك بود.ه

هاي مويين تيمار شده گياه آتروپين در ريشه

Datura metal  117/1، 147/1با نانوذرات نقره 

هاي شاهد برابر در مقايسه با نمونه 42/2و 

) به ترتيب بعد از %107/0و  %119/0%،  116/0(

ساعت از تيمار افزايش يافت  48و  24، 12

)Shakeran et al., 2015.(  مشخص شده است

مشتقات آن  اسيد جاسمونيك و با اضافه كردن كه

هاي گياهي به كشت سلولجاسمونات مانند متيل

مقدار  تحريك توليد كامل موجب و يا گياهان

 Kuzmaشوند (مي هاي ثانويهزيادي از متابوليت

et al., 2009(. ي ضد التهابي مقدار ماده

asiaticoside 1/0يد) در تيمار با (اسياتيكوسا 

مولار محرك متيل جاسمونات در محيط ميلي

 Centella asiaticaهاي مويين گياه كشت ريشه

(L.) ) 12/7به مدت سه هفته به مقدار زيادي 

 .گرم بر گرم وزن خشك) افزايش يافتميلي

) CabAS )β-amyrin synthaseهمچنين بيان ژن 

ر با ساعت تيما 12هاي مويين پس از در ريشه

داري متفاوت از جاسمونات به طور معنيمتيل

در اين  .)Kim et al., 2007ود (بي شاهد نمونه

- نمونهاز ريزهاي مويين تراريخت ريشه ،تحقيق

 Atropa( گياه دارويي شابيزك هاي برگ

belladonna( نژاد  با استفاده ازA4  آگروباكتريوم

 توليد )Agrobacterium rhizogenes( رايزوژنز

سعي شده است  و در بخش ديگر اين تحقيق شد

جاسمونات بر هاي مختلف محرك متيلاثر غلظت

  ميزان توليد آلكالوييدهاي تروپاني بررسي شود.

  هامواد و روش
ها و  بذور گياه شابيزك از سازمان جنگل

از مراتع تهران تهيه شد. جهت رفع خواب بذر 

) kMerc كانادايي شركتساخت ( 1اسيد جيبرليك

 24گرم در ليتر به مدت ميلي 500با غلظت 

براي ضدعفوني بذور از الكل ساعت استفاده شد. 

 2و هيپوكلريت سديم )Merck(شركت  درصد 70

يك درصد به (ساخت شركت ايراني پاكسان) 

دقيقه استفاده  بيستو  دقيقه مدت يك بهترتيب 

مرتبه با آب مقطر استريل  سهشد و در نهايت 

شدند. بذور ضد عفوني شده در شستشو داده 

و تحت شرايط شده آگار كشت -محيط كشت آب

ي سانتيگراد براي جوانه درجه25تاريكي و دماي 

 بعد از حدود چهار بذور زني نگهداري شدند.

بدون MS 3 جوانه زده و به محيط كشت روز

(شركت  گرم در ليتر ساكارز 30هورمون حاوي 

Merck(  شر گرم در ليتر آگار 8و) كتMerck( 

 انتقال يافته و بعد از آن 7/5حدود  pH با

كتري بااي بدست آمد. هفته 3هاي استريل گياهچه

كه از آزمايشگاه  A4آگروباكتريوم رايزوژنز نژاد 

نژادي گياهان زراعي گروه بيوتكنولوژي و به

در محيط  دوسي مشهد تهيه گرديدردانشگاه ف

 روي شيكركشت شده و بر  LB 4 مايع كشت

 28در دماي  ) Stuart انگليسي شركت ساخت(

. قرار گرفتساعت  24درجه سانتيگراد به مدت 

                                                           

1 Gibberellic acid 

2Sodium hypochlorite 
3Murash& Skoog (1962) 

4 Luria Bertini 
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محيط كشت  ي بعدي به منظور تلقيح،در مرحله

ليتري ميلي 15هاي استريل فالكون بهباكتري 

درجه سانتيگراد با  4منتقل و سپس در دماي 

 دقيقه سانتريفوژ 5دور در دقيقه به مدت  4500

. نهايتاً شد )Sigma آلماني تشركساخت (

و به آن محيط  شده محلول رويي بيرون ريخته

بلافاصله  شده و استريل اضافه MSمايع  كشت

 )MX-cellايراني شركت ساخت ( ورتكس

با استفاده از سرنگ  سوسپانسيون باكتري گرديد.

تزريق  هاي استريلليتري به رگبرگ برگميلي 2

 محيط كشت تلقيح شده به هايبرگشد. سپس 

ساعت  72انتقال داده شدند و به مدت B5 جامد 

ها با آب هم كشتي انجام شد. سپس ريز نمونه

گرم در ليتر آنتي ميلي 300مقطر استريل حاوي 

شركت داروسازي ساخت ( بيوتيك سفوتاكسيم

شستشو داده شدند و دوباره به  جابرابن حيان)

گرم در ميلي 500حاوي  B5جامد  محيط كشت

- يشهر .ر آنتي بيوتيك سفوتاكسيم انتقال يافتندليت

هفته بعد)  3پس از ظهور (حدود هاي مويين 

مدتي در محيط كشت جامد باقي ماندند تا به حد 

متر). سانتي 3الي  2كافي از رشد برسند (حدود 

از محل رويش روي  سپس هر كلون ريشه مويين

با   5Bمايع  محيط كشت و به برگ جدا شده

 ها بر روي شيكرارلن .سه تكرار منتقل شدند

دور در  90با  )Memmertآلماني  شركت ساخت(

درجه سانتيگراد در شرايط  25دقيقه و دماي 

 يانتقال ناحيه تاييدراي ب تاريكي نگهداري شدند.

T-DNAهاي ريشهآگروباكتريوم رايزوژنز به  ي

يكي  تكثير ومراز اي پلياز واكنش زنجيره مويين،

 rolB ژن يعنيهاي موجود در اين ناحيه از ژن

آغازگرهاي اليگونوكلئوتيدي كه براي  .استفاده شد

استفاده rolB  جفت بازي ژن 779ي تكثير قطعه

5 شامل آغازگر رفت با توالي شد ̍-

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCC

ACGA-3 5 و آغازگر برگشتي با توالي ̍ ̍-

TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTG

CAGC-3 مراز اي پليواكنش زنجيرهشرايط  .بود ̍

ي در به اين صورت انجام شد كه، واسرشت اوليه

دقيقه و  5گراد به مدت ي سانتيدرجه 95دماي 

ي درجه 94چرخه شامل واسرشت در  30سپس 

گرها در ثانيه، اتصال آغاز 35گراد به مدت سانتي

 ثانيه و 35گراد به مدت ي سانتيدرجه 55دماي 

- ي سانتيدرجه 72ي جديد در دماي سنتز رشته

-درجه 72ثانيه و بسط نهايي در  45گراد به مدت 

 Sedira(دقيقه انجام شد  5گراد به مدت ي سانتي

et al., 2001.(  هاي ريشهيك ماه كه پس از

رسيدند، جهت اعمال خود  مويين به حداكثر رشد

) Merck(شركت  جاسموناتمتيل محرك تيمار

هاي مقادير هم وزن از ريشه ده شدند. ازاستفا

 بدون  5Bمايع كشت محيطدر گرم)  2مويين (

 ميكرو مولار 300 و150، 0سطح  3هورمون در 

 استفاده جاسموناتجهت اعمال محرك متيل

دور در  90شدند. سپس روي شيكر با سرعت 

. گرفتندگراد قرار درجه سانتي 25دقيقه در دماي 

ها جمع ريشه ،عت پس از اعمال محركسا 24

 داده شدندتوسط آب مقطر شستشو  و آوري شده

به منظور استخراج  5و پس از انجماد خشك

                                                           

5Freezdry  

 



  1396و همكاران،  خردمند

٦٥ 

Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

-كره شركتساخت ( 80آلكالوئيد در فريزر منفي 

استخراج  جهت نگهداري شدند. )IIshin اي

 100هاي مويين گياه شابيزك آلكالوئيد از ريشه

ليتر ميلي 30مويين با  يگرم از پودر ريشهميلي

 شده و درصد سائيده) Merckشركت ( 96اتانول 

رفلاكس (تقطير در شرايط ساعت  15به مدت 

. عصاره حاصل توسط كاغذ قرار گرفتندبرگشتي) 

 توسط دستگاه وفيلتر شده ) 1صافي (واتمن 

Rotary evaporate  ) شركت ژاپنيNational( 

 60 ،خشك شد. به بقاياي عصاره خشك شده

 اسيد ليتر مخلوط حاصل از مقادير مساويميلي

) و v/vدرصد ( پنج )Merck(شركت  سولفوريك

اضافه شد. فاز آبي  )Merck(شركت  اتر اتيل دي

(شركت  آن به وسيله سود pH و آوري شده جمع

Merck( 10  بالا برده شد. به  10نرمال تا حدود

(شركت  ليتر كلروفرمميلي 60مخلوط حاصل 

Merck(  مرحله اضافه شد و فاز كلروفرمي  3در

 Rotaryحاوي آلكالوئيدها توسط دستگاه

evaporate 500و باقيمانده در  شد خشك 

استفاده  HPLCشد و جهت ميكروليتر متانول حل 

 .)et al., 2010 Ahmadian Chashmi( گرديد.

گيري ميزان آلكالوئيدهاي براي جداسازي و اندازه

در  ،Watersمدل به  HPLCتروپان از دستگاه 

ستون  ي گياهان دارويي كرج شاملپژوهشكده

Teknokroma-C18  متر و قطر سانتي 25به طول

، WATERS-600Eمتر، پمپ سانتي 46/0داخلي 

ليتر در دقيقه، فاز متحرك ميلي يكسرعت جريان 

) استونيتريل pH= 3مولار(ميلي 50بافر فسفات 

ش براي در اين آزماي استفاده شد. )50-20(

- ي ميزان آتروپين و اسكوپولامين در ريشهمقايسه

با دو تكرار در  Tهاي نرمال و تراريخت آزمون 

درصد انجام شد و همچنين به  5سطح احتمال 

هاي مختلف محرك منظور بررسي اثر غلظت

جاسمونات آزمايش در قالب طرح كاملا متيل

تصادفي با دو تكرار انجام شد. براي محاسبات 

استفاده شد و  8ي نسخه JMPاز نرم افزار  آماري

ي ميانگين تيمارها با استفاده از آزمون مقايسه

LSD  درصد انجام گرديد.  1در سطح احتمال

 Excel 2010افزار رسم نمودار نيز از طريق نرم

  صورت گرفت.

  

  نتايج و بحث
پس از گذشت دو هفته از هم كشتي همانطور  

شده علايم اوليه  )، نشان دادهD( 1كه در شكل 

ي مويين از محل صدمه ديده كالوس و ريشه

 4تا  2ي مويين به فاصله هاي ريشهظاهر و كلون

بررسي ماهيت تراريختي در  روز ظاهر شدند.

استفاده شد و  PCRهاي مويين از واكنش ريشه

ها بر روي حاصل از تكثير اين ژن PCRمحصول 

ي مورد )، اندازه قطعهMerck(شركت  ژل آگارز

جفت  779يعني  rolB) براي ژن 2( شكل انتظار

ي مقدار توليد مقايسه بازي را نشان دادند.

هاي مويين آتروپين و اسكوپولامين در ريشه

هاي طبيعي نشان داد كه تفاوت تراريخت و ريشه

ي آتروپين و داري از نظر توليد ماده معني

 مقدار 2و 1در جداول  اسكوپولامين وجود دارد.

هاي آتروپين و اسكوپولامين به ترتيب در ريشه

گرم در ميلي 0195/0و  12/0طبيعي برابر با 
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بود كه اين مقدار در  گرم وزن خشكميلي100

و  715/1هاي مويين تراريخت به ترتيب به ريشه

 گرم وزن خشكميلي100گرم در ميلي 43/0

  رسيد.

  

  

  

  

  
، ي مويينهريش) ظهور D هاي تلقيح شده،ريز نمونه C)، برگ نمونه ريز )B، ويترواين يگياهچه )A -1شكل 

E( مايع هاي مويين در محيطاستقرار ريشه. 

Figure 1- A) Invitro plantlets, B) Leaf Explant, C) Inoculated explants, D) Emergencing of hairy 

roots E) Establishment of hairy roots in liquid medium. 

 

- هاي تروپان در ريشهبررسي توليد آلكالوييد

هاي هاي مويين گياه شابيزك تحت تاثير غلظت

 300و 150، 0جاسمونات (متيل مختلف

ميكرومولار) نشان داد كه توليد آتروپين و 

 300و  150هاي اسكوپولامين در غلظت

ي شاهد به طور ميكرومولار نسبت به نمونه

ري كه در حضور به طو .چشمگيري افزايش يافت

جاسمونات، مقدار ميكرومولار متيل 300و  150

 455/5و  39/4ها به ترتيب به آتروپين اين ريشه

گرم وزن خشك رسيد كه ميلي100گرم در ميلي

ي شاهد كه مقدار آتروپين آن برابر نسبت به نمونه

ميلي گرم وزن خشك  100گرم در ميلي 715/1

همچنين  ت.افزايش ياف 1/2و  5/1بود حدود 

و  150هاي ميزان توليد اسكوپولامين در غلظت

ي شاهد افزايش ميكرومولار نسبت به نمونه 300

 300و  150هاي يافت به طوري كه در غلظت

 100گرم در ميلي 33/0و  26/0ميكرومولار به 

ي ميلي گرم وزن خشك رسيد كه نسبت به نمونه

ن ميلي گرم وز 100گرم در ميلي 12/0شاهد كه 
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افزايش  75/1و  16/1خشك بود به ترتيب حدود 

  داشت.
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 يتكثير شده DNAباند ) 2، (kb 1) سايز ماركر 8و1( آگروباكتريوم رايزوژنز، rolBژن  PCR نتايج -2شكل 

ب ) آ7بيعي و (ط) ريشه 6، (هاي مويينتكثير شده از ريشه DNA) باند 5و 4، 3آگروباكتريوم رايزوژنز (كنترل مثبت)، (
  (كنترل منفي).

Figure 2- PCR analysis of rolB gene of A. rhizogenes , (1, 8) 1 kb DNA Ladder, (2) Amplified band in A. 

rhizogenes , (positive control), (3, 4, 5) Amplified band from the DNA of hairy roots, (6) Normal root and 

(7) Water (Negative control). 

  و تراريخت.  طبيعيهاي ي ميزان آتروپين در ريشهمقايسه -1جدول
Table 1- Comparison of Atropin contents in normal roots and transformed hairy roots (P ≤ 0.05). 

Prob > |t| 
خطاي استاندارد  
Standard Error 

گرم در قدارآلكالوييد (ميليم
 گرم وزن خشك)ميلي 100

Alkaloid content (mg/100mg 

of dry weight) 

 Kind of rootنوع ريشه 

*0.0100
 

ي تراريختهاآتروپين ريشه 1.715 0.025  
Atropin in transformed hairy roots 

 0.025 0.12 
هاي طبيعيآتروپين در ريشه  

Atropin in normal roots 
 

  .تراريخت هاي نرمال و مقايسه ميزان اسكوپولامين در ريشه -2جدول 
Table 2- Comparison of Scopolamine contents in normal roots and transformed hairy roots (P ≤ 0.05). 

Prob > |t| 
خطاي استاندارد  
Standard Error 

گرم در مقدارآلكالوييد (ميلي
گرم وزن خشك) ميلي 100

Alkaloid content (mg/100mg 

of dry weight) 

 Kind of rootنوع ريشه 

*0.0147
 

هاي تراريختاسكوپولامين ريشه 0.43 0.0095  
Scopolamine in transformed roots 

 0.0095 0.0195 
هاي طبيعياسكوپولامين ريشه  

Scopolamine in normal roots 
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هاي تروپاني در اگرچه ميزان آلكالوييد 

جاسمونات نسبت به ميكرومولار متيل 300غلظت 

يابد اما اين ميكرومولار افزايش مي 150غلظت 

 باشددار نميتفاوت از لحاظ آماري معني

هاي مويين حاصل از گياه شابيزك ريشه ).3(شكل

)Atropa belladonna با رشد سريع و توليد (

قابل اطمينان آلكالوييدهاي تروپان همراه است و 

هاي ها به خاطر توليد بالاي متابوليتشهرت آن

) در Bensaddek et al., 2000باشد (ثانويه مي

تحقيق حاضر نيز آلكالوييدهاي تروپاني توليدي 

 طبيعي هايريشه از بيشتر مويينهاي توسط ريشه

ها به محرك افزودن همچنين است شابيزك گياه

هاي رايج هاي گياهي از روشمحيط كشت سلول

اسيد  .باشدبراي بالا بردن متابوليسم ثانويه مي

-و مشتق فرار آن يعني متيلجاسمونيك 

ها خوانده با هم جاسمونات اًجاسمونات كه جمع

هاي تنش گياهي هستند كه به شوند از هورمونمي

كنند. هاي پاسخ دفاعي عمل ميتنظيم كنندعنوان 

القاء انباشتگي متابوليت ثانويه يك پاسخ تنشي 

ها به عنوان مهمي است كه وابسته به جاسمونات

 .(Memelink et al., 2011)است  علامت تنظيمي

در تحقيقي كه بر روي توليد اسيدرزمارينك در 

 Ocimum( گياه ريحانمويين  يكشت ريشه

basilicum (ي انجام شده است، مقدار اين ماده

 3 هاي مويين تراريختآنتي اكسيدان در ريشه

گزارش شده است  هاي غير تراريختبرابر ريشه

(Bais et al., 2002) .ترين مثال افزايش جستهبر

هاي مويين تراريخت هاي ثانويه در ريشهمتابوليت

گزارش شد كه منجر به  Vitis amurensisگياه 

ي ضدسرطان برابري توليد ماده100افزايش 

 ,.Kiselev et al( شد (resveratrol)رسوراترول 

ي مويين در گياه ريشه القاي. )2007

Hyoscyamus muticus لوني موجب توليد ك

 72/2زا باقابليت توليد اسكوپولامين بالا (كالوس

گرم برگرم) شد، به نحوي كه اين ميزان براي ميلي

 ,Zolala( گير بودهاي مويين اين گياه چشمريشه

توليد سولاسودين در تحقيقي كه بر روي  .)2002

 Solanumي مويين گياه در كشت ريشه

trilobatum L قدار انجام شد. مشاهده شد كه م

هاي مويين تراريخت به اين آلكالوييد در ريشه

همچنين  .هاي غير تراريخت رسيدبرابر ريشه 3/3

- ميكرومولار محرك متيل 4با اضافه كردن 

به مدت دو هفته به محيط كشت  جاسمونات

هاي توليد اين ماده نسبت به نمونه شاهد و ريشه

 برابر افزايش 5/6و  9/1تراريخت به ترتيب به غير

در بررسي كه به  .)Shilpha et al., 2015يافت (

جاسمونات، هاي متيلتأثير محرك يمنظور مقايسه

ي مخمر و اليگوگالاكتورونيدها برانباشتگي عصاره

آلكالوئيدهاي ليتورين، هيوسيامين و اسكوپولامين 

 Datura stramoniumهاي مويين گياه در ريشه

محرك  نتيجه گرفتند كه در حضور ،انجام شد

جاسمونات بيش از عصاره مخمر و متيل

عصاره >اتجاسموناليگوگالاكتورونيد (متيل

اليگوگالاكتورونيد) توليد آلكالوئيدهاي >مخمر

-هاي مويين اين گياه افزايش ميتروپاني در ريشه

   ).Zabetaki et al., 1999يابد (
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. حروف ناتجاسمومختلف متيل هايتيمار غلظت بعد ازآتروپين و اسكوپولامين ان ميانگين ميزمقايسه  - 3شكل

 ′a′ ،bفو حرو اسكوپولامين رايب b و a (حروفهاست. دار بين ميانگين-ي تفاوت معنيمتفاوت نشان دهنده
  .)آتروپين براي

Figure 3- The mean comparison of Atropine and Scopolamine contents after treating by 

different concentrations of methyjasmonate. Different letters show significant differences 

between the means (P ≤ 0.01). (a and b letters for Scopolamine and a′ and b′ for Atropine). 

 .تجزيه واريانس مربوط به آتروپين -3جدول 

Table 3- Variance analysis for Atropin. 
 ميانگين مربعات

Mean of Squares 

  آزاديدرجه
ِِِِِDegree of freedom 

   منابع تغييرات
SOV  

 concentration  غلظت 2 7.425**

 Error     خطا 3 0.2337

 Total    كل 5 

  ference at 1% level respectivelySignificant dif.               .                                                   %1دار در سطح احتمال معني **

  
  اسكوپولامينبراي ي واريانس تجزيه -4جدول 

Table 4- Variance analysis for Scopolamine. 

 ميانگين مربعات

Mean of squares 

 آزاديدرجه

Degree of freedom 

      منابع تغييرات

SOV 
 concentration  غلظت 2 0.0229**

 Error   خطا 3 0.0002

 Total   كل 5 

  erence at 1% level respectivelySignificant diff..                                                                 %1دار در سطح احتمال معني **

a′ 
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) Mehrabani et al. )2013در پژوهشي 

 100و  10، 50، 0هاي مختلف (اثرغلظت

متيل  و ساليسيليك اسيدهاي ميكرومولار) محرك

جاسمونات را بر كشت كالوس گياه چاي كوهي 

(Stachys lavandulifolia Vahi)  به منظور

افزايش فنول كل مورد بررسي قرار دادند. 

- ميكرو 10 تيمار به مربوط فنول ميزان بيشترين

گرم اسيد ميلي 81/0جاسمونات، برابر متيل رمولا

محتوي تروپينون، ليك بر گرم وزن تر بود.گا

 Datura تروپين و سودوتروپين در گياه

stramonium  مولار متيل  10- 6و  10-7در تيمار با

بيشترين  .(Deng,2005) جاسمونات افزايش يافت

در مقايسه با  %100مقدار اسكوپولامين (بيش از 

و هيوسيامين ساعت  48نمونه شاهد) بعد از 

ساعت در تيمار با  12) بعد از %700(بيش از 

جاسمونات در كشت مولار متيلميلي دوغلظت 

 Scopolia parvifloraهاي نابجاي گياه ريشه

-مولار متيلميلي يكبدست آمد. غلظت 

جاسمونات نيز محتواي اسكوپولامين و 

هيوسيامين افزايش داد اما مقدار آن كمتر از 

 ,.Mi Kang et alمولار بود (ميلي دوغلظت 

 Salviaهاي مويين گياه در كشت ريشه .)2004

miltiorrhiza  مقدار رزمارينيك اسيد و

مولار ميلي 1/0ليتوسپرميك اسيد در تيمار با 

گيري به جاسمونات به طور چشممحرك متيل

و  92/2درصد  02/6به  25/3ترتيب تقريبا از 

 Xiao et( درصد وزن خشك افزايش يافت 3/19

al., 2009(ين ز) توليد آرتيميArtemisinin (در 

با  يماردر ت Artemisia annua L يينمو هايريشه

 در گرمميلي دو و جاسموناتمتيل مولاريليم 2/0

 2/0 و 5/1 ترتيب به مخمر عصاره ليترميلي

افزايش يافت  خشك وزن گرمميلي در ميكروگرم

)Putalun et al., 2007.( در نيز  يق حاضردر تحق

توليد آتروپين و  هاي مويين گياه شابيزكريشه

متيل جاسمونات بيشتر از  حضوردر  اسكوپولامين

به اينكه مقدار توليد با توجه تيمار شاهد است. 

هاي مويين هاي تروپاني در ريشهآلكالوييد

هاي طبيعي اختلاف تراريخت نسبت به ريشه

- حرك متيلو همچنين كاربرد م شتداري دامعني

توان مي جاسمونات در اين زمينه موثر بوده است

هاي مويين به همراه ريشه توليد كه نتيجه گرفت

هاي با براي توليد متابوليتها كاربرد محرك

ارزش از جمله آلكالوييدهاي تروپاني در ابعاد 
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Abstract 

The parasympatholytic tropane alkaloids, Atropine and Scopolamine, accumulated in 

Atropa belladonna, are of great interest for the pharmaceutical industry. In this research, 

Atropa belladonna transformed hairy roots were produced by Agrobacterium rhizogenes 

strain A4 mediated transformation. Effects of different concentrations of methyl jasmonate (0, 

150 and 300 Micro molar) were investigated on production of Atropine and Scopolamine in 

24 hours treatment. Then the contents of two tropane alkaloids, Atropine and Scopolamine, 

were assayed by HPLC method. The tropane alkaloids contents were shown to be 

significantly increased in transformed hairy roots. Results showed Atropine and Scopolamine 

content in transformed hairy roots reached respectively from 0.12 to 1.715 and 0.0195 to 0.43 

of mg in 100 mg of dry weight. Methyl jasmonate dramatically enhanced both tropane 

alkaloids, Atropine and Scopolamine. Tropane alkaloids content increased in 300 Mµ 

concentration of methyl jasmonat in comparison with 150 Mµ concentration and control 

treatment. In conclusion, it is suggested that, hairy root can be used as a replacement of plants 

in further studies and for tropane alkaloids production in economical and commercial scales. 
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