
 

 

Effect of biotic elicitors on tropan alkaloids production in hairy roots culture 

of Datura (Datura innoxia) 

Abstract 

Hairy root culture of medicinal plants is a promising method for producing herbal medicinal compounds. 

This study focused on Datura innoxia, a plant known for its use in treating various diseases, with the goal 

of cultivating its hairy roots to produce the alkaloids hyoscyamine and scopolamine. In addition, the 

research aimed to explore the potential for enhancing the production of these medicinal compounds using 

biotic elicitors, including methyl jasmonate, yeast extract, and salicylic acid. The investigation into the 

effects of these different elicitors on the growth rate and alkaloid production in Datura hairy roots yielded 

significant findings. Treatment with methyl jasmonate did not alter the growth rate of the hairy roots but 

resulted in a 30% increase in alkaloid production compared to the control. On the other hand, yeast extract 

treatment did not change alkaloid production after 48 hours. However, the application of salicylic acid led 

to a notable increase in alkaloid levels. Overall, the results demonstrated that the use of elicitors is a crucial 

approach to enhance alkaloid production in hairy root cultures. These findings suggest that application of 

various elicitors in hairy root culture can be an effective strategy for maximizing the production of valuable 

medicinal compounds. Thus, using biotic elicitors like methyl jasmonate and salicylic acid offers a viable 

method to boost the yield of important alkaloids in Datura innoxia, making hairy root culture a highly 

effective tool in the production of medicinal plant compounds. 
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 های مویین گیاه داتورهدر کشت ریشه تروپانیهای زیستی بر تولید آلکالوئیدهای اثر محرک

(Datura innoxia) 

 چکیده

 Datura)توره گیاه داهای مویین گیاهان دارویی است. هایی که به منظور تولید ترکیبات دارویی گیاهی مورد توجه قرار گرفته است، کشت ریشهیکی از روش

innoxia )ه به های مویین داتورریشه کشتقرار گرفته است. بدین منظور پژوهش حاضر با هدف ورد توجه مهای مختلف از گذشته تا کنون در درمان بیماری
متیل های زیستی و بررسی امکان افزایش تولید این ترکیبات دارویی بوسیله کاربرد محرکهیوسیامین و اسکوپولامین تروپانی شامل منظور تولید آلکالوئیدهای 

داد که تیمار  های مویین نشانهای مختلف بر میزان رشد و تولید آلکالوئیدها در ریشه. بررسی اثر محرکانجام شدسالیسیلیک اسید  و عصاره مخمرجاسمونات، 
درصدی میزان تولید آلکالوئیدها نسبت به تیمار شاهد  30سبب افزایش در میزان رشد آنها تغییری ایجاد نکرده اما ات های مویین با محرک متیل جاسمونریشه

ساعت نسبت به شاهد تغییری نداشته اما کاربرد محرک  48های مویین با محرک عصاره مخمر به مدت همچنین میزان تولید آلکالوئیدها در تیمار ریشه. شد
های زیستی های مویین شد. در مجموع این نتایج بیانگر آن است که کاربرد محرکد موجب افزایش چشمگیر میزان تولید هیوسیامین در ریشهسالیسیلیک اسی

از اده های مویین همراه با استفکشت ریشه وهای مویین است. یکی از راهکارهای مهم به منظور افزایش میزان تولید ترکیبات آلکالوئیدی در کشت ریشه
 تواند به عنوان ابزاری مؤثر جهت تولید حداکثری ترکیبات دارویی مورد استفاده قرار گیرد.های مختلف میمحرک

 هیوسیامین ،، محرک، داتوره، ریشه موییناسکوپولامین : هاکلیدواژه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 قدمهم

. است شکلی های شیپورگلو متناوب هابرگ، ای شکلاستوانهای ، یکساله با ساقهSolanaceaeگیاهی از خانواده ( D. innoxia)داتوره 
می تولیدنوع تروپان آلکالوئید  50بیش از  است. گیاه داتوره ایزرد مایل به قهوه آنبذرهای و  میوة آن بیضی شکل، خاردار و کپسول

این گیاه  ترکیبات مؤثره. رودی به شمار میهای متعدد در طب سنتکند و به همین دلیل، یکی از گیاهان دارویی ارزشمند با استفاده
ایست قلبی و  رد هیوسیامینمانند  هاآنهستند و بنابراین، از برخی از  کنندگیبیهوشدارای آثار پاراسمپاتیک )مشابه دستگاه عصبی( و 

اسکوپولامین به عنوان شود. های قلب و قبل از بیهوشی برای کاهش ترشحات مجاری تنفسی و غدد استفاده میکندکاری سینوس
رای ب این ماده داروییاز گیرد. همچنین درمان سرطان مورد استفاده قرار میترین ترکیب دارویی شناخته شده در این گیاه در مهم

 (.Nourazar, 2017) شودتخفیف اسپاسم عضلات صاف، مانند عضلات صاف دستگاه گوارش استفاده می
ان این که ارتباط تنگاتنگی میجاییرشدی خود با تغییرات گسترده شرایط محیطی مواجه هستند. از آنگیاهان دارویی در طول دوره 

های ثانویه تغییرات و عوامل متعدد ژنتیکی و بیوشیمیایی وجود دارد لذا اثر هریک از این تغییرات بر میزان رشد گیاه و تولید متابولیت
به راهکارهایی به منظور جلوگیری از نوسانات محیطی در طول رشد گیاه و یا به عبارت دیگر بنابراین دستیابی آن متفاوت خواهد بود. 

 et alFigueiredo ,.های ثانویه تولیدشده را افزایش خواهد داد )شده، کمیت و کیفیت متابولیتپرورش گیاه در شرایط محیطی کنترل

های مویین با استفاده از ناقل اروهای گیاهی، کشت ریشههای نوین به منظور افزایش تولید ددر میان فناوری (.2008
به  اخیر هایسال در که است آزمایشگاهی شرایط در گیاهی بیوتکنولوژی جدید نسبتا ، رویکردیAgrobacterium rhizogenesطبیعی

 Datura stramoniumگیاه داتوره دارای دو گونه دارویی بسیار مهم . است داشته افزایشی به رو منظور تولید ترکیبات دارویی گیاهی توجه
سرطان و مشکلات سیستم گوارشی مورد توجه ویژه بههای مختلف بوده که از گذشته تا کنون در درمان بیماری Datura innoxiaو 

پولامین در هیوسیامین و اسکوتروپانی شامل سازی شرایط تولید آلکالوئیدهای رو، پژوهش حاضر با هدف بهینهاز این قرار گرفته است.
تی های زیس( و افزایش میزان تولید این آلکالوئیدها با کاربرد تیمارهای مختلف محرکD. innoxiaداتوره ) گیاههای مویین کشت ریشه
 انجام شد. 

 

 پیشینه پژوهش
ان های عاری از ویروس به عنوپایهتولید تولید و میزان امروزه فناوری کشت بافت بدلیل دارا بودن مزایای مهمی همچون افزایش  

 به عنوان روشی برای تولید انواع در گیاهان دارویی نیز ودر راستای تکثیر و اصلاح گیاهان اقتصادی شناخته شده  مؤثرراهکاری 
(.  2001et alBourgaud ,.) گرفته استار ها مورد توجه قرها و رزینهای ثانویه مانند آلکالوئیدها، داروهای ضد سرطان، تاننمتابولیت

یر توجه رو ی اخهابیوتکنولوژی گیاهی در شرایط آزمایشگاهی است که در سال علم مؤثررویکرد  های مویین،در این میان کشت ریشه
 هاآن حصر به فردهای منویژگیدارا بودن به دلیل  های ثانویهدر تولید متابولیتهای مویین به افزایشی داشته است. ارتقای کاربرد ریشه

وانایی تولید عمدتا تسوسپانسیون سلولی کاملا تمایز یافته بوده و های موجود در کالوس و سلولهای مویین بر خلاف بوده است. ریشه
معرفی کشت با این حال  .( Hamill and Lidgett. 2020; Liu et al., 1999)د نباشمیرا دارا  موجود در گیاه مادریهای ثانویه متابولیت

هایی جهت افزایش بازده تولید نیازمند توسعه روش های مویین به عنوان روشی اقتصادی در جهت تولید ترکیبات دارویی،ریشه
ثانویه از طریق  هایتولید متابولیتبازده های متعددی برای افزایش است. تاکنون شیوههای مویین های ثانویه در کشت ریشهمتابولیت

عوامل محیطی أثیر تترکیبات دارویی در شرایط کشت بافت نیز تحت  افزایش تولیدکه  دهدبافت توسعه یافته است که نشان میشت ک
ورزی های ثانویه از طریق کشت بافت نیازمند دستاست که حداکثر تولید و تجمع متابولیت بدان معنااین . گیردمختلف قرار می

(. در Mulabagal & Tsay, 2004ا است )هها و کاربرد محرکسازی محیط کشت، افزودن پیش مادهپارامترهای محیطی، بهینه
مونات و اسید متیل جاسهای زیستی مانند ل کاربرد محرکنیز افزایش عملکرد تولید آلکالوئیدهای تروپانی بدنبا های پیشینپژوهش



 

 

( گزارش کردند که القای محرک اسید 1395قادرمزی و همکاران )همچنین (. Kang et al., 2004) گزارش شده استسالیسیک 
را افزایش داده است. طبق نتایج  (D.innoxiaاتوره )د گیاه هتراریخت مویین هایاسکوپولامین ریشه و هیوسیامین سالیسیلیک، محتوای

 تراریخته مویین هایریشه در هیوسیامین برابری محتوای 3/4افزایش  مولار سببمیلی 1/0غلظت  در اسید سالیسیلیک محرکها، آن

 Atropaهای مویین گیاه شابیزک )ر ریشهاسکوپولامین د و هیوسیامینتولید  بررسی. علاوه بر این، شد شاهد نمونه به نسبت

belladonna)  میکرومولار( نشان داد که تولید آلکالوئیدهای فوق در  300و  150، 0های مختلف متیل جاسمونات )غلظت تأثیرتحت
 (.Kheradmand et al., 2017)میکرومولار نسبت به نمونه شاهد به طور چشمگیری افزایش یافته است  300و  150های غلظت

گیاهی، به نشأ مویی با های مویین در تولید انبوه ترکیبات دارگیاه داتوره و مزایای قابل توجه کشت ریشهبا توجه به اهمیت دارویی 
یدهای در زمینه افزایش تولید آلکالوئ مؤثرهای مویین گیاه داتوره بتواند راهکاری سازی تولید و شرایط رشد ریشهد بهینهرسنظر می

د تولید افزایش عملکراین تحقیق با هدف بررسی امکان دارویی مهم مانند هیوسیامین و اسکوپولامین در این گیاه باشد. از این رو، 
انجام های زیستی کاز طریق کاربرد محر .innoxia D گیاه های مویین تراریختهترکیبات دارویی هیوسیامین و اسکوپولامین در ریشه

 شد.

 

 شناسی پژوهشروش

 تهیه مواد گیاهی و تولید گیاهچه استریل جهت تهیه ریزنمونه

شده و در پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی آوری جمعشهرستان تفت استان یزد از عرصه طبیعی   D. innoxiaبذرهای گونة 
آن پژوهشکده تعیین گونه شد. پس از اطمینان از شناخت گونه، بذرها به آزمایشگاه منتقل و جهت  شناسیگیاهمشهد توسط کارشناسان 

وسته تا پ سه ساعت درون آب خیسانده شدندضدعفونی سطحی بذرها،  منظور بهنگهداری شدند.  گراددرجه سانتی 4دمای استفاده در 
درصد  5/1هیپوکلریت سدیم  با محلولدقیقه  15به مدت  پس از آن ودرصد  70الکل  بادقیقه  1، سپس به مدت بذر کمی نرم شده

. نیمی از زیر هود استریل انجام شد دقیقه 10به مدت  مرتبهآب مقطر استریل سه استفاده از نهایی بذرها با شستشوی . تیمار شدند
حیط گیری شده و سپس بر روی موستبذرها همراه با پوسته در محیط کشت قرار گرفتند و نیمی دیگر با کمک اسکالپل و پنس پ

 .کشت شدند (=pH 7/5) گرم در لیتر آگار 7گرم در لیتر ساکارز و  20 حاوی MSدر محیط کشت کشت و در تاریکی قرار گرفتند. بذرها 
 . شدندمنتقل گراد درجه سانتی 23ساعت تاریکی و دمای  8ساعت روشنایی و  16با شرایط نوری  رشداتاق ها به سپس ریزنمونه

 

 ینیهای موالقای ریشه

، و A4 ،15834های سویه Agrobacterium rhizogenesاز باکتری  ،های استریلگیاهچه های برگکشتی ریزنمونهبه منظور هم
MSU  در محیط کشت مایعLB گراد سانتیدرجه  28در شیکر انکوباتور با دمای ساعت از رشد  24ها پس از گذشت استفاده شد. باکتری
با حجمی برابر  گرم در لیتر ساکارز 50دارای  MSمحیط کشت  بهبا استفاده از سانتریفوژ رسوب داده شده و rpm 110 (OD=1)و دور 

کشتی، جهت هم .شداستفاده  کشتیبه منظور هم 1تا  8/0معادل  ODباکتری با سوسپانسیون سپس  ند. منتقل شدبا محیط کشت قبلی 
به  و هو به روش نیشتر زدن با سوسپانسیون باکتری تلقیح شد لیتریمیلی 1برگی استریل با استفاده از سرنگ انسولین  هایریزنمونه

گرم در لیتر ساکارز قرار گرفتند.  20 به همراهگرم در لیتر آگار  7جامد دارای  B5 محیط کشت های حاویصورت وارونه درون پتری
 16:8 و چرخه نوریگراد درجه سانتی 25دمای با اتاق رشد  بهها نمونهسپس انجام شد.  اصلی یهاعمل نیشتر زدن بیشتر در رگبرگ

ط کشت به محیها، ، به منظور حذف کامل باکتری نمونهتلقیح زمان روز از سهتا  منتقل شدند. پس از گذشت دو( روشنایی)تاریکی:
سانتیمتر قطع و به  3الی  2های القایی با طولی حدود منتقل شدند. ریشهبیوتیک سفوتاکسیم در لیتر آنتیگرم میلی 500حاوی مشابه 



 

 

اینکه هوادهی به دور در دقیقه در تاریکی قرار داده شدند تا در ضمن  90انتقال و بر روی شیکر با  =5/5pHبا  B5محیط کشت مایع 
جلوگیری شود. حدود دو ماه پس از رشد در نیز  هاشود، از تجمع مواد مضر ترشح شده در اطراف ریشهدرون محیط کشت انجام می

 ها بررسی شد.این محیط، میزان و ثبات رشد ریشه درون
 

 (PCRن از طریق واکنش زنجیره ای پلیمراز )ریشه های مویی تأیید ماهیت تراریختی

پلاسمید القاکننده ریشه مویین، با  T-DNAهای واقع در ناحیه به عنوان یکی از ژن rolCها از طریق تکثیر ژن گونه باکتری تأیید
درجه  98شامل واسرشت اولیه در دمای  PCR(. شرایط دمایی 1)جدول  و آغازگرهای اختصاصی انجام شد PCRاستفاده از آزمون 

دقیقه  1و  گراددرجه سانتی 56ثانیه در  30گراد، درجه سانتی 98ثانیه در  10)هر چرخه شامل چرخه  35دقیقه و  5گراد به مدت سانتی
گراد( بود. به منظور اطمینان یافتن از عدم حضور درجه سانتی 72دقیقه در  7گراد و مرحله بسط نهایی به مدت درجه سانتی 72در 

با استفاده از  virC ژنتکثیر ای پلیمراز برای واقع در پلاسمید آن، واکنش زنجیره rolCهای مویین و تکثیر ژن باکتری به همراه ریشه
چرخه )هر  35و  دقیقه 5گراد به مدت جه سانتیدر 98واسرشت اولیه واکنش فوق در (. 1آغازگرهای اختصاصی آن انجام شد )جدول 

گراد و مرحله بسط نهایی درجه سانتی 72دقیقه در  1گراد و درجه سانتی 66ثانیه در  30گراد، درجه سانتی 98ثانیه در  10چرخه شامل 
و پس از انجام شد بر روی ژل آگارز یک درصد  PCRگراد( صورت گرفت. الکتروفورز محصولات درجه سانتی 72دقیقه در  7ت به مد

جفت بازی مربوط به  668و قطعه  rolCجفت بازی مربوط به ژن  612، حضور باند Gel documentآشکارسازی باندها توسط دستگاه 
 بررسی شد. virCژن 

 های مویینتراریخت بودن ریشه تأییدجهت  PCRرهای مورد استفاده در آزمون توالی آغازگ .1جدول

 گراد(دمای اتصال )سانتی توالی آغازگرها هاژن

rol C Forward: 5'-CTCCTGACATCA AACTCGTC-3' 9/52 

Reverse: 5'-TGCTTCGAGTTATGGGTACA-3' 2/53 

virC Forward: 5'-CTCATCAGGCACGCTTG-3' 8/51 

Reverse: 5'-GCGGATGCTTCAAATGG-3' 1/50 

 

 های مویینافزودن محرک به کشت ریشه

 3به مدت  B5های مویین درون محیط کشت مایع ابتدا ریشههای مختلف بر رشد و تولید آلکالوئیدها، جهت بررسی اثر محرک
های مویین واکشت ریشه این مدت، طی .بدست آیدس کافی جهت اعمال تیمار و انجام آزمایشات مربوطه اهفته قرار گرفتند تا بیوم

 .تیمارهای مختلف بصورت زیر اعمال شدهفته از شروع کشت،  3با گذشت  .نیز انجام شد
 Biondiهای ارائه شده )های قبلی و گزارش. با توجه به نتایج آزمایشانجام شد بررسی اثر متیل جاسمونات آزمایش اول با هدف

et al. 2000،) الوئید آلک تولید اثر آن بر رشد و میزان سپس و شدهومولار متیل جاسمونات تیمار میکر 100ساعت با  72ها به مدت ریشه
هفته از  3با گذشت  طوری کهه انجام شد، ب ( و عصاره مخمرSAبررسی اثر سالیسیلیک اسید )م نیز به منظور دوآزمایش  بررسی شد.

ساعت به محیط  48به مدت گرم در لیتر  1عصاره مخمر نیز با غلظت مولار و میلی 1شروع کشت، محرک سالیسیلیک اسید با غلظت 
 .(Samet et al. 2012) اضافه شد ی مویینهاکشت ریشه



 

 

 

 استخراج آلکالوئیدهای تروپانی

نرمال به  1/0لیتر اسید کلریدریک میلی 5/1های مویین در گرم از بافت ریشهمیلی 50به منظور استخراج آلکالوئیدهای تروپانی،
میکرولیتر شستشو داده شد.  750نرمال به میزان  1/0ساعت خیسانده شد. سپس دو مرتبه بصورت پیاپی با اسید کلریدریک  24مدت 

دور در دقیقه  11000لیتر کلروفرم اضافه شد. سپس نمونه با میلی 1میکرولیتر آمونیاک به همراه  500، به مجموع فاز حلال جدا شده
نرمال اضافه شد. پس از گذشت  1/0میکرولیتر اسید کلریدریک  400سانتریفوژ شد. فاز بالایی که شامل کلروفرم بود جدا شده و به آن 

 .(Berkov & Pavlov, 2004) ه بر روی آن انجام شدمؤثرترکیبات  دقیقه، فاز اسیدی جدا شده و آنالیز مقدار 5
 

 شناسایی مقدماتی آلکالوئیدهای تروپانی

استفاده شد. در صورت وجود آلکالوئیدهای  Dragendorffها از معرف رنگی به منظور شناسایی آلکالوئیدهای تروپانی در نمونه
رو حضور و واکنش داده و موجب تولید رسوب نارنجی رنگ خواهد شد. از این Dragendorffها، این ترکیبات با معرف تروپانی در نمونه

 توان بررسی نمود. یا عدم حضور آلکالوئیدها را بر اساس مشاهده رسوب می
 

 شناسایی آلکالوئیدهای تروپانی با استفاده از روش اسپکتروفتومتری

ی ها، از سنجش اسپکتروفتومتری استفاده شد. به منظور رسم منحنیک از نمونه برای بررسی دقیق مقدار ترکیبات آلکالوئیدی در هر
 هایاستوک(. در این آزمایش از 2ین مطابق جدول زیر تهیه شد )جدول های مختلف دو ترکیب اسکوپولامین و آتروپاستاندارد، غلظت

 آتروپین شرکت سینا دارو استفاده شد.لیتر گرم در میلیمیلی 10در لیتر اسکوپولامین بوتیل کلراید و محلول  گرممیلی 10
 

 های مختلف از استانداردنحوه تهیه غلظت .2جدول 

 10 8 6 4 2 1 4/0 2/0 0 (mg/mlهای مختلف از استاندارد )رقت

 25 20 15 10 5 5/2 1 5/0 0 (µLاسکوپولامین و آتروپین ) mg/ml 10استوک 

HCl 1/0 ( نرمالµL) 0 5 10 15 20 5/22 24 5/24 25 

 

 میکرولیتر 100های مختلف محلول استاندارد جدا شده و میکرولیتر از هریک از غلظت 25به منظور شناسایی ترکیبات آلکالوئیدی، 
دور در دقیقه  10000دقیقه در  5های استاندارد کاملا مخلوط و به مدت ها اضافه شد. سپس محلولرقیق به آن Dragendorff محلول

میکرولیتر از فاز بالایی محلول اضافه شده و بعد از مخلوط کردن  40نرمال به  1/0لیتر اسید هیدروکلریک میکرو 40سانتریفوژ شدند. 
 تکرار انجام شد.  3های اصلی در های استاندارد در دو تکرار و نمونهنمونه نانومتر خوانش گردید. 470در طول موج 

ها و تشکیل به نمونه Dragendorffها از لحاظ میزان حضور آلکالوئیدها، پس از اضافه کردن معرف به منظور مقایسه نسبی نمونه
نانومتر خوانش انجام شد. با توجه به  470ها جدا شده و توسط دستگاه نانودراپ در طول موج رسوب نارنجی رنگ، فاز بالایی نمونه

هر دهند، فاز بالایی از رنگ کمتری برخوردار است. در نتیجه واکنش می Dragendorffاینکه آلکالوئیدها با ترکیبات موجود در معرف 
 چه میزان آلکالوئیدهای موجود در نمونه کمتر باشد، عدد حاصل از خوانش نانودراپ بزرگتر خواهد بود. 



 

 

 

  HPLCاندازه گیری آلکالوئیدهای هیوسیامین و اسکوپولامین با استفاده از آنالیز 

 نالیزآه دارای بیشترین مقدار آلکالوئید، ک هاینمونهبرای  ،مقدار آلکالوئیدها در تیمارهای مختلف افزایش دقت بررسیبه منظور 
HPLC  مدل نیز با استفاده از دستگاهAgilent Technologies 1260 Infinity II میکرولیتر به دستگاه تزریق  20. از هر نمونه جام شدان

 C18 در دقیقه از ستون میلی لیتر 5/1و سرعت جریان ( pH=3میلی مولار ) 4PO2KH 50درصد و  20شد و با فاز متحرک استونیتریل 
ZORBAX-Eclipse plus با ابعادcm  6/4 ×10 ندشد شناسایینانومتر  210طول موج  عبور کرده و در . 

 

 آنالیز آماری

تیمارها  میانگین مقایسه و 8 نسخه JMP آماری از نرم افزار استفاده با هاداده واریانس تجزیهدر سه تکرار انجام شد. تمام آزمایشات 
 .شد انجام Excelافزار نرم طریق از هانمودار شد. همچنین رسم انجام درصدپنج  سطح در LSD آزمون از استفاده با

 

  پژوهش یهاافتهی

 هاتراریختگی آن تأییدهای مویین تراریخته و تولید ریشه

مویین از محل تلقیح های ریشه، MSUو  A4های با سویه های استریلهای برگ گیاهچهتقریباً دو هفته پس از تلقیح ریزنمونه
ها درصد از ریزنمونه 25داری نداشته و حدود کشتی با این دو سویه با یکدیگر اختلاف معنیاز طریق همالقای ریشه  میزان .دظاهر شدن

کم و حدود  اریبس ATCC 15834 هیسو یده شهینشان داد درصد ر یمشاهدات حاصل از همکشتاین در حالی است که را شامل شد. 
یین تا حدود های موظهور ریشهشدند.  یکالوس اریبس یباکتر هیسو نیشده با ا حیتلق یها زنمونهیر ه و از سوی دیگر،درصد بود 75/4

 یهازنمونهیحاصل از تلقیح ر جینتا 1های القایی حالت کرکی و ظاهری منشعب داشتند. شکل کشتی ادامه داشته و ریشهدو ماه پس از هم
 دهد. نشان می A.rhizogenes یباکترهای مختلف سویهبرگ با 

 

  
های مویین تراریخته پس از گذشت دو ماه از ریشه، ج( ATCC 15834، ب( سویه A4سویه  الف( A.rhizogenesهای برگ با باکتری ریزنمونه تلقیح از نتایج حاصل .1شکل 

 .B5رشد درون محیط کشت مایع 



 

 

 B5ها قطع شده و به درون محیط کشت مایع متر رسید این ریشهسانتی 7تا  5هنگامی که اندازه ریشه های ظاهر شده به حدود 
به مقدار قابل توجهی افزایش یافت  B5های مویین تراریخته پس از یک ماه رشد درون محیط کشت مایع انتقال یافتند. حجم ریشه

  بررسی ثبات و میزان رشد را فراهم آورد.( که در نتیجه امکان 1)شکل 
  

استخراجی از  DNAبر روی  PCRبا استفاده از واکنش  rolCهای مویین، تکثیر اختصاصی ژن تراریخته بودن ریشه تأییدجهت 
آمیز های مویین موفقیتبه ژنوم ریشه T-DNAهای القایی انجام شد و مشاهده باند مربوط به این ژن نشان داد که انتقال ناحیه ریشه

 (. 2بوده و کلون ریشه مورد نظر از ماهیت تراریختی برخوردار است )شکل 
های مویین دارای و عدم مشاهده باند مربوط به این ژن، مشخص شد که ریشه virژن  PCRهمچنین با استفاده از انجام واکنش 

 (.2های مویین تلفیق یافته است )شکل ژنوم ریشهدرون  T-DNAآلودگی باکتریایی نبوده و ناحیه 
 

           
 جفت 668 ( قطعه4تا 2( سایز مارکر، 1 -الف .های مویین تراریخته احتمالیدر ریشه rolCو  virCهای با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن PCRمحصول . 2شکل 

( عدم تکثیر ژن 12های مویین، ی استخراجی از ریشهDNAدر  virC( عدم تکثیر ژن 11تا  5های باکتری مورد استفاده، سویه در virC ژن به مربوط بازی
virC .ژن به مربوط بازی جفت 612 ( قطعه4تا  2( سایز مارکر، 1 -ب در شاهد حاوی آب مقطر rolC  ،تکثیر ژن 11تا  5در سه سویه باکتری مورد استفاده )

rolC  درDNA عدم تکثیر ژن 12های مویین، استخراجی از ریشه )rolC .در شاهد حاوی آب مقطر  
 

 های مویینمحرک متیل جاسمونات بر رشد و تولید آلکالوئیدهای موجود در ریشه تأثیر

 میکرومولار 100با غلظت  جاسموناتبررسی اثر محرک متیل جاسمونات بر میزان رشد و تولید آلکالوئیدها نشان داد که کاربرد متیل 
 30ه میزان بافزایش تولید آلکالوئیدها  موجب طوری که اعمال این تیماره ب .است مؤثردر افزایش میزان تولید ترکیبات آلکالوئیدی 

  .(3)جدول  شد نسبت به تیمار شاهددرصد 
 

 های مویین در ریشه بر میزان رشد و تولید آلکالوئید سالیسیلیک اسید و عصاره مخمر، اثر کاربرد متیل جاسمونات  .3جدول 

 درصد آلکالوئید وزن خشک )گرم( وزن تر )گرم( تیمارهای محرک

48/2 متیل جاسمونات   ± 24/0  18/0  ± 01/0  73/0  ±  04/0 * 

75/2 شاهد  ± 55/0  19/0  ± 03/0  55/0  04/0 ± * 

a 156/0  ± 03/0  079/2 ± 35/0 ساعت سالیسیلیک اسید 48  a  56/1  ± 3/0  a 

54/0 ±  206/2 ساعت عصاره مخمر 48  a 16/0  ± 40/0  a  14/1  ±  19/0 b 

500 bp 

1000 bp 

 ب الف



 

 

±  337/2 شاهد )فاقد محرک(  19/0 a 176/0  ± 01/0  a 06/1  11/0 ±  b 

 اند.با علامت ستاره مشخص شده %5در سطح  داراختلاف معنیاعداد دارای  *

 

 های مویینبر رشد و تولید آلکالوئیدهای موجود در ریشهمخمر  عصاره و سالیسیلیک اسید هایاثر محرک

نبوده  مؤثرن های موییبر میزان رشد ریشه ی سالیسیلیک اسید و عصاره مخمرهانتایج این آزمایش بیانگر آن بود که کاربرد محرک
  (.3نداشت )جدول داری وجود های مویین تیمارهای مختلف با یکدیگر تفاوت معنیاست، بطوری که بین وزن خشک ریشه

 
اوت معنیفمیزان تولید ترکیبات آلکالوئیدی نشان داد که بین تیمارها با یکدیگر تبررسی های مویین، بر خلاف میزان رشد ریشه

 شاهد به نسبت درصد 50 آلکالوئید مقدار ،سالیسیلیک اسیدتیمار  اعمالزمان ساعت از  48طوری که پس از گذشت ه داری داشت، ب
  (. 4جدول ) یافت افزایش

   HPLCآنالیز گیری آلکالوئیدهای اسکوپولامین و هیوسیامین  توسط اندازه

تعدادی از نمونه  و نمونه شاهد، های مختلفمحرک به منظور بررسی دقیق تر مقدار آلکالوئیدها در ریشه های مویین تحت تیمار
بر اساس نتایج حاصل از طیف جذبی آنالیز (. 6 نیز بررسی شدند )جدول HPLCبه روش  ،ها که دارای بیشترین مقدار آلکالوئید بودند

HPLC (3)شکل  بود قابل مشاهده 77/1و  29/1های ترتیب در دقیقه، منحنی استاندارد ترکیبات اسکوپولامین و هیوسیامین به . 
 

 

 الف



 

 

 

 

 

 

( و هیوسیامین 292/1الف( استاندارد ترکیبات اسکوپولامین )دقیقه  .HPLCمنحنی مربوط به طیف جذبی ترکیبات اسکوپولامین و هیوسیامین با استفاده از آنالیز  .3کل ش

 های مویین تیمار شده با سالیسیلیک اسید.های مویین تیمار شده با متیل جاسمونات، پ( ریشهریشه ، ب((771/1)دقیقه 

 

 5داری را در سطح متیل جاسمونات نسبت به شاهد افزایش معنی در تیمار هیوسیامیننشان داد که مقدار آلکالوئید  HPLCنتایج 
 . (4)جدول  داددرصد نشان 

 
 های مختلفدرصد آلکالوئیدهای اسکوپولامین و هیوسیامین در ریشه های مویین شاهد و تحت تیمار محرک .4جدول 

 درصد هیوسیامینمیانگین  نمونه

 bc 04/0 ± 275/0  شاهد آزمایش متیل جاسمونات 

  a 04/0 ± 362/0  متیل جاسمونات

 ب

 پ



 

 

 c 01/0 ± 240/0  شاهد آزمایش سالیسیک اسید

 c008/0 ± 205/0  مولار سالیسیلیک اسید یک میلی

 بحث

 هایی همچون سرعت رشد بالا، ظاهریدارای ویژگی اندی که در نتیجه تلقیح با باکتری به دست آمدهاههای مویین تراریختریشه
باشد کرک مانند و منشعب بوده و قادر به تولید کالوس نیز بودند که علت اصلی آن وجود یک منبع داخلی از هورمون اکسین می

(Srivastava & Srivastava, 2007در صورتی که ریشه .)ات ز رشد و میزان انشعابهای مویین تراریخته اهای طبیعی در مقایسه با ریشه
بدون تغییر  یمورفولوژیکخصوصیات رشد و نحوه از نظر  های مویینریشهنتایج آزمایشات حاکی از آن بود که  کمتری برخوردار بودند.

 (. Farsi et al., 2005است ) شدهنیز گزارش  تحقیقات پیشیندر گیاه داتوره مویین های ریشه. ثبات رشدی ماندندباقی 
دارند. در  زا نقشهای زیستی مانند وقوع زخم و یا حمله آفات و عوامل بیماریها بطور طبیعی در مسیر انتقال پیام تنشجاسمونات

تقال پیام از سازد. به عبارتی دیگر، مسیر انهای ثانویه را فعال میپی انتقال پیام تنش، گیاه سازوکار دفاعی خود مانند تولید متابولیت
تواند های ثانویه در بسیاری از گیاهان است، در نتیجه کاربرد خارجی این ترکیبات مینیاز بیوسنتز متابولیتها، پیشوناتطریق جاسم

برابری تولید ترکیبات  5/1در تحقیقی افزایش  (. 2005et alZhao ,.های ثانویه را به میزان بیشتری تحت تأثیر قرار دهد )تولید متابولیت
 Daturaهای مویین داتوره )یوسیامین را از طریق افزودن محرک متیل جاسمونات به محیط کشت مایع ریشهاسکوپولامین و ه

stramonium( گزارش کردند )Sun et al., 2013های ثانویه وجودها در تولید متابولیتهای متعددی مبنی بر کاربرد جاسمونات(. گزارش 
میکرومولار( و بنزوبیادیازول  150و  100، 50، 25، 5/12( از دو محرک متیل جاسمونات )2007دارد. به عنوان مثال، جورجیو و همکاران )

به منظور تولید رزمارینیک اسید استفاده کردند.  Lavandula veraمیکرومولار( در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه  100و  50، 25)
  مشاهده شد میکرومولار متیل جاسمونات 50ساعت پس از افزودن  12طبق نتایج این آزمایش، حداکثر مقدار تولید رزمارینیک اسید 

(. همچنین بررسی تأثیر محرک متیل  2007et alGeorgiev ,.) دادافزایش  برابر نسبت به تیمار شاهد 4/2 را تقریبا  میزان تولیدکه 
( Atropa belladonnaمویین گیاه شابیزک )میکرومولار( در تولید هیوسیامین و اسکوپولامین در ریشه  300و  150، 0جاسمونات )

های میکرومولار نسبت به نمونه 300های تحت تیمار این محرک در غلظت نشان داد که تولید هیوسیامین و اسکوپولامین در ریشه
 (. Kheradmand et al., 2017شاهد افزایش چشمگیری داشته است )

اما  های مویین گیاه داتوره مؤثر استها در تولید آلکالوئیدهای تروپانی در ریشهکه کاربرد محرک دهدمی نشاناین آزمایش  نتایج
سازی شود. در تحقیقی دیگر نیز اثر نیاز است نوع و غلظت محرک و مدت زمان القای آن در کنار سایر عوامل محیطی دیگر بهینه

 D. metelهای گیاه در تجمع اسکوپولامین و هیوسیامین در ریشه های عصاره مخمر و سالیسیلیک اسیدهای مختلف محرکغلظت
، 1/0، 0های مختلف عصاره مخمر )های القا شده از ریزنمونه برگی تحت تأثیر غلظتمورد بررسی قرار گرفت. در این پژوهش، ریشه

هفته قرار گرفتند. طبق نتایج این تحقیق،  4میکرومول( به مدت  500، 250، 25، 0گرم بر لیتر( و سالیسیلیک اسید ) 75/0، 5/0، 25/0
میکرومول سالیسیلیک اسید بیشترین مقدار  500که در تیمار ها، تولید آلکالوئیدها افزایش یافت. بطوریبا افزایش غلظت محرک

اره مخمر )به گرم بر لیتر عص 75/0میلی گرم بر گرم وزن خشک( و در تیمار  28/0و  35/4هیوسیامین و اسکوپولامین )به ترتیب 
گرم بر لیتر شاخص رشدی و میزان  5/0میلی گرم بر گرم وزن خشک( بود. با افزایش غلظت عصاره مخمر تا  16/0و  17/3ترتیب 

گرم بر لیتر عصاره مخمر شاخص رشد کاهش و میزان تجمع آلکالوئید تروپان  75/0تجمع آلکالوئید تروپان افزایش یافت، اما در غلظت 
گرم بر لیتر عصاره مخمر بیشترین میزان تجمع  75/0هایی که استفاده شد، غلظت های مختلف محرکدر میان غلظتافزایش یافت. 

 (.  2009et alAjungla ,.برابر بیش از این مقدار در تیمار شاهد بود ) 2/2اسکوپولامین و هیوسیامین را داشت که تقریبا 
شاخص رشد را در مقایسه با تیمار شاهد به مقدار     .Hyoscyamus reticulatus Lهای مویینر ریشهد سالیسیلیک اسیدکاربرد 

اندکی کاهش داد اما میزان تجمع آلکالوئید تروپان را در ریشه افزایش داد. بیشترین میزان تجمع اسکوپولامین و هیوسیامین در غلظت 



 

 

های کشت شده به محرک از تیمار شاهد بود. پاسخ مثبت ریشهبرابر بیشتر  5/5تا  4گرم در لیتر اسیدسالیسیک بود که حدود میلی 500
سازی یک ها به ویژه سالیسیلیک اسید به عنوان یک سیگنال کلیدی درونی، در فعالممکن است به این دلیل باشد که این محرک

ژن را در گیاه، های مرتبط با پاتوتئینطوری که گیاه در این شرایط توانایی تولید پروهای دفاعی در گیاه مؤثر بوده است بهسری از پاسخ
 (.  2017et alMoharrami ,.حتی بدون حضور پاتوژن دارا است )

 گیرینتیجه

های مختلف در تولید آلکالوئیدها در کشت ریشه مویین گیاه داتوره تأثیر بسزایی نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد که محرک
 زانمی درصدی میزان تولید آلکالوئیدها نسبت به تیمار شاهد شد. همچنین 30باعث افزایش که محرک متیل جاسمونات دارند. بطوری

درصدی تولید آلکالوئیدها  50ساعت باعث افزایش  48اسید به مدت  سالیسیلیک محرک با مویین هایریشه تیمار در آلکالوئیدها تولید
 ثانویه، هایمتابولیت تولید تحریک کننده عامل ها به عنوانمحرک دهد افزودنهای پیشین نشان میهای مویین شد. گزارشدر ریشه

فرآیند  زمان کاهش و ثانویه هایمتابولیت تشکیل تسریع ها سببمحرک زیرا کند،می آلکالوئیدهای تروپانی تولید به کمک شایانی
ها بر مسیرهای علاوه بر آن، بدلیل اثرات گسترده محرک(.  2000et alRamachandran ,.شوند )می هامتابولیت بالای مقادیر به دستیابی

های مویین مورد بررسی قرار گیرد تا با انتخاب محرک مناسب، ها در کشت ریشهزیستی مختلف در گیاهان، لازم است انواع محرک
 های مویین فراهم آورد.امکان افزایش تولید ترکیبات دارویی را در ریشه

 

 منابع  

تاثیر محرک متیل جاسمونات بر تولید آلکالوئیدهای تروپانی در . (1396) سرین.و مشتاقی، ن .،رج الله، فیشهریاری احمد ،.ریمخردمند پروچ، م

 .74-61 :(3) 9، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی(. Atropa belladonnaهای مویین تراریخت گیاه شابیزک )ریشه

 زانیثبات رشد و م یبررس. (1384. )محمود ی،سیرئو  .،رضا دیحم ،گردان .،للهفرج ا ی،احمد یاریشهر .،نینسر ی،مشتاق .،محمد ی،فارس

 .56-47 :(2) 19، علوم و صنایع کشاورزیه. داتور اهیدر گ ختیترار نییمو یها شهیر یدهایآلکالوئ

از آگروباکتریوم رایزوژنز در گیاه دارویی تاتوره های مویین با استفاده . تولید ریشه(1395) .ید مهدیو میری، س .،سعودتوحیدفر، م .،میهقادرمزی، س

(Datura innoxia L. )صلنامه گیاهان فهای زیستی سالیسیلیک اسید و متیل جاسمونات بر محتوای آتروپین و اسکوپولامین. و بررسی اثر محرک

 .156-141 :(1) 16، دارویی

. Datura metel داتوره در کالوس گیاه ثانویه هایها بر متابولیتهدالقاکنن خیو بر مختلف هورمونی ترکیبات تاثیرات(. 1396) .مهرداد ،نورآذر

 ارشد. به راهنمایی سید مهدی رضوی خسروشاهی و علیرضا قاسمیان. اردبیل: دانشگاه محقق اردبیلی، دانشکده علوم.شناسی رکا نامه پایان
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Extended Abstract 

 Introduction 
Hairy root culture, a promising technique in plant biotechnology, has garnered significant interest in recent 

years for producing herbal medicinal compounds. Datura, known for its therapeutic potential in treating 

various diseases, particularly cancer and digestive system issues, was the focus of this research. This study 

aimed to optimize the cultivation conditions of Datura innoxia hairy roots to enhance the production of the 

alkaloids hyoscyamine and scopolamine. 
 

Material and Methods 
To conduct this experiment, Datura innoxia seeds were first surface-sterilized and cultivated in MS 

medium. Leaf explants from sterile seedlings were then co-cultivated with Agrobacterium rhizogenes 

strains A4, 15834, and MSU in LB liquid medium. Induced roots, approximately 2 to 3 cm in length, were 

excised and transferred to B5 liquid medium, placed on a shaker at 90 rpm in the dark. After two months, 

the rate and stability of root growth were assessed. The bacterial species were confirmed by amplifying the 

rolC gene, located in the T-DNA region of the hairy root-inducing plasmid, using PCR with specific 

primers. The effects of different elicitors—methyl jasmonate, salicylic acid, and yeast extract—on the 

growth and alkaloid production were investigated. Preliminary identification of tropane alkaloids in the 

samples was done using Dragendorff reagent. The alkaloid content in each sample was carefully measured 

using spectrophotometry. To enhance accuracy in quantifying alkaloids across different treatments, HPLC 

analysis was also performed on the samples with the highest alkaloid content. 
Result and Discussion 

 

The study on the effect of methyl jasmonate on the growth rate and alkaloid production revealed that 

methyl jasmonate effectively enhanced alkaloid production, increasing it by 30% compared to the control. 

Salicylic acid and yeast extract did not significantly affect the growth rate of hairy roots, as there was no 

substantial difference in the dry weight of hairy roots across treatments. However, alkaloid production 

varied significantly between treatments. Yeast extract did not change alkaloid content after 48 hours 

compared to the control. In contrast, salicylic acid treatment resulted in a significant increase in alkaloid 

content after 48 hours. These findings indicate that elicitors can influence tropane alkaloid production in 

Datura hairy roots, but their effectiveness depends on optimization alongside other environmental factors. 

Additionally, HPLC analysis showed a significant increase in hyoscyamine content with methyl jasmonate 

treatment, whereas the increase in scopolamine was not significant. 

Conclusion 
The results of this experiment demonstrated that adding an elicitor as a stimulating factor enhances 

tropane alkaloid production in Datura hairy roots. Specifically, methyl jasmonate increased alkaloid 

production by 30% compared to the control treatment. 


