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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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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 
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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 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.  
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های مویین گیاه ریشههای زیستی بر تولید آلکالوئیدهای تروپانی در کشت اثر محرک

 (Datura innoxiaداتوره )
 

 6خادمآزاده  |5سیده مهدیه خرازی |4اسما زاهدی |۳ سارا خسروی نیا | 2محبوبه یزدی | 1احمد شریفی

 
. رایانامه: گروه پژوهشی بیوتکنولوژی گیاهان باغبانی، پژوهشکده بیوتکنولوژی صنعتی، سازمان جهاد دانشگاهی خراسان رضوی، مشهد، ایران.1

ahmadsharifi66@yahoo.com 
  mahboobehyazdi@yahoo.com نژادی گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران. رایانامه: . گروه بیوتکنولوژی و به2
  khosravinia.sara@yahoo.comنژادی گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران. رایانامه: . گروه بیوتکنولوژی و به3
 az.zahedi@yahoo.com رایانامه:  نژادی گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران.گروه بیوتکنولوژی و به .4
. رایانامه: سان رضوی، مشهد، ایرانگروه پژوهشی بیوتکنولوژی گیاهان باغبانی، پژوهشکده بیوتکنولوژی صنعتی، سازمان جهاد دانشگاهی خرا. 5

ma_kh230@yahoo.com 
 .گروه پژوهشی بیوتکنولوژی گیاهان باغبانی، پژوهشکده بیوتکنولوژی صنعتی، سازمان جهاد دانشگاهی خراسان رضوی، مشهد، ایران. نویسنده مسئول، 6
  azadeh.khadem@jdm.ac.ir:رایانامه

 

  چکیده اطلاعات مقاله

 نوع مقاله: 
 

 مقالة پژوهشی
 

 

 30/08/1402 :افتیدر خیتار

 17/04/1403: بازنگری خیتار

 22/04/1403: رشیپذ خیتار
 1403 پاییز: انتشار خیتار

 

 

  ها:واژهکلید
 شهیداتوره، ر ن،یاسکوپولام

 .نیامیوسیمحرک، ه ن،ییمو

های هایی که به منظور تولید ترکیبات دارویی گیاهی مورد توجه قرار گرفته است، کشت ریشهیکی از روش

های مختلف از گذشته تا کنون در درمان بیماری (Datura innoxia) مویین گیاهان دارویی است. گیاه داتوره

های مویین داتوره به منظور تولید هش حاضر با هدف کشت ریشهمورد توجه قرار گرفته است. بدین منظور پژو
آلکالوئیدهای تروپانی شامل هیوسیامین و اسکوپولامین و بررسی امکان افزایش تولید این ترکیبات دارویی 

های زیستی متیل جاسمونات، عصاره مخمر و سالیسیلیک اسید انجام شد. بررسی اثر بوسیله کاربرد محرک
های مویین های مویین نشان داد که تیمار ریشهلف بر میزان رشد و تولید آلکالوئیدها در ریشههای مختمحرک

درصدی میزان تولید  30با محرک متیل جاسمونات در میزان رشد آنها تغییری ایجاد نکرد اما سبب افزایش 
های مویین با محرک ریشهآلکالوئیدها نسبت به تیمار شاهد شد. همچنین میزان تولید آلکالوئیدها در تیمار 

ساعت نسبت به شاهد تغییری نداشت اما کاربرد محرک سالیسیلیک اسید موجب  48عصاره مخمر به مدت 
های مویین شد. در مجموع این نتایج بیانگر آن است که افزایش چشمگیر میزان تولید هیوسیامین در ریشه

افزایش میزان تولید ترکیبات آلکالوئیدی در کشت  های زیستی یکی از راهکارهای مهم به منظورکاربرد محرک
تواند به های مختلف میهای مویین همراه با استفاده از محرکهمچنین،کشت ریشه .های مویین استریشه

 عنوان ابزاری مؤثر جهت تولید حداکثری ترکیبات دارویی مورد استفاده قرار گیرد.
 

های زیستی بر تولید آلکالوئیدهای تروپانی در کشت اثر محرک(. 1403)و خادم، آزاده  هیمهد دهیس ،یاسما؛ خراز ،یسارا؛ زاهد ا،ین یمحبوبه؛ خسرو ،یزدیاحمد؛  ،یفیشر: استناد

   :2024.368336.2133ijhs./10.22059https://doi.org/ DOI   .254-384(، 3) 55 ،رانیا نشریه علوم باغبانی. (Datura innoxiaهای مویین گیاه داتوره )ریشه
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 مقدمه
1داتوره های شیپوری شکل است. ی متناوب وگلهاای شکل، برگای استوانهزمینی ، با ساقهگیاهی یکساله از تیره سیب 

نوع تروپان آلکالوئید  50بیش از  ای است. داتورهمیوة آن کپسول بیضی شکل و خاردار است. بذرها به رنگ زرد مایل به قهوه
ترکیبات . رودشمار میهای متعدد در طب سنتی بهدارویی ارزشمند با استفادهکند و به همین دلیل یکی از گیاهان می تولید
مانند  هاآناز برخی از  رو، ازاینهستند کنندگیبیهوشاین گیاه دارای آثار پاراسمپاتیک )مشابه دستگاه عصبی( و  مؤثره

هش ترشحات مجاری تنفسی و غدد استفاده های قلب و قبل از بیهوشی برای کاایست قلبی و کندکاری سینوس هیوسیامین در
اسپاسم عضلات  کاهش ترین ترکیب دارویی شناخته شده در این گیاه در درمان سرطان واسکوپولامین به عنوان مهمشود. می

 (.Nourazar, 2017) شودصاف، مانند عضلات صاف دستگاه گوارش استفاده می
جاکه ارتباط تنگاتنگی ت گسترده شرایط محیطی مواجه هستند. از آنگیاهان دارویی در طول دوره رشدی خود با تغییرا

ت بر میزان رشد گیاه و تولید اثر هریک از این تغییرا لذامیان این تغییرات و عوامل متعدد ژنتیکی و بیوشیمیایی وجود دارد، 
نات محیطی در طول ور جلوگیری از نوسامنظهای ثانویه آن متفاوت خواهد بود. بنابراین، دستیابی به راهکارهایی بهمتابولیت

های ثانویه تولیدشده را افزایش شده، کمیت و کیفیت متابولیتعبارت دیگر پرورش گیاه در شرایط محیطی کنترلرشد گیاه، به
ای ههای نوین به منظور افزایش تولید داروهای گیاهی، کشت ریشه(. در میان فناوری et alFigueiredo ,.2008خواهد داد )

 شرایط در ی وگیاه در بیوتکنولوژی جدید نسبتا ، رویکردیAgrobacterium rhizogenesمویین با استفاده از ناقل طبیعی
گیاه داتوره . است داشته یافزایش به رو به منظور تولید ترکیبات دارویی گیاهی توجه اخیر هایسال در است و آزمایشگاهی

رمان بوده که از گذشته تا کنون در د Datura innoxiaو  Datura stramoniumدارای دو گونه دارویی بسیار مهم 
رو، این پژوهش با هدف ویژه سرطان و مشکلات سیستم گوارشی مورد توجه قرار گرفته است. از اینهای مختلف بهبیماری

های مویین گیاه داتوره و ریشهسازی شرایط تولید آلکالوئیدهای تروپانی شامل هیوسیامین و اسکوپولامین در کشت بهینه
 های زیستی انجام شد. افزایش میزان تولید این آلکالوئیدها با کاربرد تیمارهای مختلف محرک

 

 پیشینه پژوهش
های عاری از ویروس، دلیل دارا بودن مزایای مهمی همچون افزایش میزان تولید و تولید پایهکشت بافت به آوریامروزه فن

آوری در گیاهان دارویی نیز به عنوان راستای تکثیر و اصلاح گیاهان اقتصادی شناخته شده است. این فنراهکاری مؤثر در 
ها مورد توجه است ها و رزینهای ثانویه مانند آلکالوئیدها، داروهای ضد سرطان، تاننروشی برای تولید انواع متابولیت

(2001., et alBourgaud در این میان کشت ریشه .)بیوتکنولوژی گیاهی در شرایط آزمایشگاهی  مؤثر علمرویکرد  ویین،های م
های مویین بر . ریشهآنها است های منحصر به فردویژگیبه دلیل  های ثانویهدر تولید متابولیتهای مویین است. کاربرد ریشه

های ثانویه متابولیتعمدتا توانایی تولید سوسپانسیون سلولی کاملا تمایز یافته بوده و های موجود در کالوس و سلولخلاف 
های با این حال معرفی کشت ریشه .( Hamill & Lidgett. 2020; Liu et al., 1999)د نباشمیرا دارا  موجود در گیاه مادری

هایی جهت افزایش بازده تولید مویین به عنوان روشی اقتصادی در جهت تولید ترکیبات دارویی، نیازمند توسعه روش
های ثانویه های متعددی برای افزایش بازده تولید متابولیتهای مویین است. تاکنون شیوههای ثانویه در کشت ریشهتابولیتم

دهد افزایش تولید ترکیبات دارویی در شرایط کشت بافت نیز تحت تأثیر از طریق کشت بافت توسعه یافته است که نشان می
های ثانویه از طریق کشت بافت نیازمند عبارت دیگر حداکثر تولید و تجمع متابولیتگیرد.  بهعوامل محیطی مختلف قرار می

 ,Mulabagal & Tsayها است )ها و کاربرد محرکسازی محیط کشت، افزودن پیش مادهورزی عوامل محیطی، بهینهدست

های زیستی مانند متیل کاربرد محرک های پیشین نیز افزایش عملکرد تولید آلکالوئیدهای تروپانی بدنبال(. در پژوهش2004

                                                                                                                                                                 
1. Datura innoxia 
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گزارش  ,.Ghadermazi et al  (2017)(. همچنینKang et al., 2004جاسمونات و اسید سالیسیک گزارش شده است )
داتوره  تراریخته گیاه مویین هایاسکوپولامین ریشه و هیوسیامین کردند که القای محرک اسید سالیسیلیک، محتوای

(D.innoxia) برابری  3/4افزایش  مولار سببمیلی 1/0غلظت  در اسید سالیسیلیک محرک که طوریداد ، به را افزایش
 و بر این، در یک بررسی تولید هیوسیامینشد. علاوه شاهد نمونه به نسبت تراریخته مویین هایریشه در هیوسیامین محتوای

1های مویین گیاه شابیزکاسکوپولامین در ریشه میکرومولار متیل جاسمونات  300و  150های های غلظتتحت تأثیر غلظت 
 (.Kheradmand Prouch et al., 2017) افتی شیافزانسبت به نمونه شاهد به طور چشمگیری 

های مویین در تولید انبوه ترکیبات دارویی با منشأ با توجه به اهمیت دارویی گیاه داتوره و مزایای قابل توجه کشت ریشه
های مویین گیاه داتوره راهکاری مؤثر در زمینه افزایش تولید سازی تولید و شرایط رشد ریشهرسد که بهینهنظر میگیاهی، به

این تحقیق با هدف بررسی امکان آلکالوئیدهای دارویی مهم مانند هیوسیامین و اسکوپولامین در این گیاه باشد. از این رو، 
از طریق  .innoxia Dهای مویین تراریخته گیاه دارویی هیوسیامین و اسکوپولامین در ریشهافزایش عملکرد تولید ترکیبات 

 های زیستی انجام شد.کاربرد محرک

 

 شناسی پژوهشروش

 تهیه مواد گیاهی و تولید گیاهچه استریل جهت تهیه ریزنمونه

آوری شد و در پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه عرصه طبیعی شهرستان تفت استان یزد جمع از  D. innoxiaبذرهای گونة 
س درجه سلسیو 4شناسی آن پژوهشکده تعیین گونه شد. بذرها تا زمان استفاده در دمای فردوسی مشهد توسط کارشناسان گیاه

ه شدند سپس به ن پوسته در آب خیساندنگهداری شدند. به منظور ضدعفونی سطحی، ابتدا  بذرها سه ساعت جهت نرم شد
یمار شدند. به دنبال تدرصد  5/1دقیقه با محلول هیپوکلریت سدیم  15درصد و پس از آن به مدت  70دقیقه با الکل  1مدت 

حاوی  MSر محیط کشت . بذرها دشدند دقیقه با آب مقطر استریل و درزیر هود استریل شسته 10آن بذرها سه مرتبه به مدت 
ها به زنی و رشد گیاهچهسپس بذرها به منظور جوانه ( کشت شدند.=pH 7/5گرم در لیتر آگار ) 7م در لیتر ساکارز و گر 20

  درجه سلسیوس منتقل شدند. 23ساعت تاریکی و دمای  8ساعت روشنایی و  16اتاق رشد با شرایط نوری 
 

 های مویینالقای ریشه

، A4های سویه Agrobacterium rhizogenesهای استریل، از باکتری هچهگیا های برگکشتی ریزنمونهبه منظور هم
در شیکر انکوباتور با ساعت از رشد  24ها پس از گذشت استفاده شد. باکتری LBدر محیط کشت مایع  MSU، و 15834

دارای  MSمحیط کشت  با استفاده از سانتریفوژ رسوب داده شده و به(OD=1) دور در دقیقه  110و سلسیوس درجه  28دمای 
 1تا  8/0معادل  ODباکتری با سوسپانسیون با حجمی برابر با محیط کشت قبلی منتقل شدند.  سپس  گرم در لیتر ساکارز 50

و  لیترییک میلیبرگی استریل با استفاده از سرنگ انسولین  هایکشتی، ریزنمونهجهت هم .شداستفاده  کشتیبه منظور هم
جامد دارای  B5محیط کشت  های حاویبه صورت وارونه درون پتری ه وا سوسپانسیون باکتری تلقیح شدبه روش نیشتر زدن ب

سپس انجام شد.  اصلی یهاگرم در لیتر ساکارز قرار گرفتند. عمل نیشتر زدن بیشتر در رگبرگ 20 به همراهگرم در لیتر آگار  7
 سهتا  منتقل شدند. پس از گذشت دو( روشنایی)تاریکی: 16:8 وریو چرخه ن سلسیوسدرجه  25دمای با اتاق رشد  ها بهنمونه
بیوتیک در لیتر آنتیگرم میلی 500حاوی مشابه به محیط کشت ها به منظور حذف کامل باکتری، نمونه تلقیح زمان روز از

 =5/5pHبا  B5ایع متر قطع و به محیط کشت مهای القایی با طولی حدود دو تا سه سانتیمنتقل شدند. ریشهسفوتاکسیم 
دور در دقیقه در تاریکی قرار داده شدند تا ضمن هوادهی به درون محیط کشت ، از تجمع مواد  90انتقال و بر روی شیکر با 

                                                                                                                                                                 
1 Atropa belladonna 
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ها ها نیز جلوگیری شود. حدود دو ماه پس از رشد در این محیط، میزان و ثبات رشد ریشهمضر ترشح شده در اطراف ریشه
 (. & 2014Biswas, Khatodiaبررسی شد )

 

 (PCRتأیید ماهیت تراریختی ریشه های مویین از طریق واکنش زنجیره ای پلیمراز )

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

 56ثانیه در  30درجه سلسیوس ،  98ثانیه در  10چرخه )هر چرخه شامل  35دقیقه و  5درجه سلسیوس به مدت  98دمای 
درجه سلسیوس( بود. به منظور  72در  دقیقه 7درجه سلسیوس و مرحله بسط نهایی به مدت  72دقیقه در  1گراد و درجه سانتی

ای واقع در پلاسمید آن، واکنش زنجیره rolCهای مویین و تکثیر ژن اطمینان یافتن از عدم حضور باکتری به همراه ریشه
 98(. واسرشت اولیه واکنش فوق در 1با استفاده از آغازگرهای اختصاصی آن انجام شد )جدول  virC پلیمراز برای تکثیر ژن

درجه سلسیوس  66ثانیه در  30درجه سلسیوس ،  98ثانیه در  10چرخه )هر چرخه شامل  35دقیقه و  5جه سلسیوس به مدت در
درجه سلسیوس( صورت گرفت. الکتروفورز  72دقیقه در  7درجه سلسیوس و مرحله بسط نهایی به مدت  72دقیقه در  1و 

، حضور Gel documentاز آشکارسازی باندها توسط دستگاه  بر روی ژل آگارز یک درصد انجام شد و پس PCRمحصولات 
 (Moshtaghi, 2003بررسی شد ) virCجفت بازی مربوط به ژن  668و قطعه  rolCجفت بازی مربوط به ژن  612باند 

 

 های مویینجهت تأیید تراریخت بودن ریشه PCRتوالی آغازگرهای مورد استفاده در آزمون  .1جدول

 (سلسیوسدمای اتصال ) آغازگرهاتوالی  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

به  B5های مویین درون محیط کشت مایع های مختلف بر رشد و تولید آلکالوئیدها، ابتدا ریشهجهت بررسی اثر محرک
های واکشت ریشه این مدت، طی .دست آیدهفته قرار گرفتند تا بیوماس کافی جهت اعمال تیمار و انجام آزمایشات به 3مدت 

 صورت زیر اعمال شد.کشت، تیمارهای مختلف به هفته از شروع 3با گذشت  مویین نیز انجام شد.
های ارائه شده های قبلی و گزارشآزمایش اول با هدف بررسی اثر متیل جاسمونات انجام شد. با توجه به نتایج آزمایش

(Biondi et al., 2000ریشه ،) شد و میکرومولار متیل جاسمونات تیمار شده و سپس اثر آن بر ر 100ساعت با  72ها به مدت
( و عصاره مخمر انجام شد، SAمیزان تولید آلکالوئید بررسی شد. آزمایش دوم نیز به منظور بررسی اثر سالیسیلیک اسید )

مولار و عصاره مخمر با غلظت یک هفته از شروع کشت، محرک سالیسیلیک اسید با غلظت یک میلی 3که با گذشت طوریبه
 (.Samet et al., 2012های مویین اضافه شد )ت ریشهساعت به محیط کش 48گرم در لیتر به مدت 

 

 استخراج آلکالوئیدهای تروپانی

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

لیتر کلروفرم اضافه شد. سپس نمونه با میکرولیتر آمونیاک به همراه یک میلی 500داده شد. به مجموع فاز حلال جدا شده، 
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 1/0ریدریک میکرولیتر اسید کل 400دور در دقیقه سانتریفوژ شد. فاز بالایی که شامل کلروفرم بود جدا شده و به آن  11000
 & Berkovدقیقه، فاز اسیدی جدا شده و آنالیز مقدار ترکیبات مؤثره روی آن انجام شد ) 5نرمال اضافه شد. پس از گذشت 

Pavlov, 2004.) 
 

 شناسایی مقدماتی آلکالوئیدهای تروپانی

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

 (.Kitamura et al., 1992شد. حضور و یا عدم حضور آلکالوئیدها بر اساس مشاهده رسوب ثبت شد )
 

 از روش اسپکتروفتومتری شناسایی آلکالوئیدهای تروپانی با استفاده

ها، از سنجش اسپکتروفتومتری استفاده شد. به منظور برای بررسی دقیق مقدار ترکیبات آلکالوئیدی در هر یک از نمونه
(. در این 2های مختلف دو ترکیب اسکوپولامین و آتروپین مطابق جدول زیر تهیه شد )جدول رسم منحنی استاندارد، غلظت

لیتر آتروپین شرکت سینا گرم در میلیمیلی 10گرم در لیتر اسکوپولامین بوتیل کلراید و محلول میلی 10 هایآزمایش از استوک
 دارو استفاده شد.

 
 مختلف از استاندارد هاینحوه تهیه غلظت .2 جدول

 0 2/0 4/0 1 2 4 6 8 10 لیتر(گرم/میلی)میلیهای مختلف از استاندارد رقت

لیتر( اسکوپولامین و آتروپین گرم/میلیمیلی 10استوک 
 )میکرولیتر(

25 20 15 10 5 5/2 1 5/0 0 

HCl 1/0 )25 5/24 24 5/22 20 15 10 5 0 نرمال )میکرولیتر 

 
 100های مختلف محلول استاندارد جدا شده و میکرولیتر از هریک از غلظت 25به منظور شناسایی ترکیبات آلکالوئیدی، 

دقیقه در  5های استاندارد کاملا مخلوط و به مدت ها اضافه شد. سپس محلولرقیق به آن Dragendorffمیکرولیتر محلول 
میکرولیتر از فاز بالایی محلول اضافه  40نرمال به  1/0لیتر اسید هیدروکلریک ومیکر 40دور در دقیقه سانتریفوژ شدند.  10000

 3های اصلی در های استاندارد در دو تکرار و نمونهنانومتر خوانش گردید. نمونه 470شده و بعد از مخلوط کردن در طول موج 
 تکرار انجام شد. 

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

ز بالایی از رنگ کمتری دهند، فاواکنش می Dragendorffشد. با توجه به اینکه آلکالوئیدها با ترکیبات موجود در معرف 
برخوردار است. در نتیجه هر چه میزان آلکالوئیدهای موجود در نمونه کمتر باشد، عدد حاصل از خوانش نانودراپ بزرگتر خواهد 

 (. Kitamura et al., 1992بود )
 

  HPLCاندازه گیری آلکالوئیدهای هیوسیامین و اسکوپولامین با استفاده از آنالیز 

های که دارای بیشترین مقدار آلکالوئید یش دقت بررسی مقدار آلکالوئیدها در تیمارهای مختلف، برای نمونهبه منظور افزا
 20انجام شد. از هر نمونه  Agilent Technologies 1260 Infinity IIنیز با استفاده از دستگاه مدل  HPLCبودند، آنالیز 

( و سرعت جریان =3pHمیلی مولار ) 4PO2KH 50درصد و  20ونیتریل میکرولیتر به دستگاه تزریق شد و با فاز متحرک است
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مترعبور داده شد و آلکالوئیدهای سانتی 10× 6/4با ابعاد  C18 ZORBAX-Eclipse plusمیلی لیتر در دقیقه از ستون  5/1
 (.  et alBahmanzadegan ,.2009نانومتر شناسایی شدند ) 210در طول موج  نیو اسکوپولام نیامیوسیه

 

 آنالیز آماری

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

 

  پژوهش یهاافتهی

 های مویین تراریخته و تأیید تراریختگی آنهاتولید ریشه

های مویین از محل تلقیح ، ریشهMSUو  A4های های استریل با سویههای برگ گیاهچهدو هفته پس از تلقیح ریزنمونه
درصد از  25اشته و حدود داری ندکشتی با این دو سویه با یکدیگر اختلاف معنیظاهر شدند. میزان القای ریشه از طریق هم

 ATCC هیسو یده شهینشان داد درصد ر یمشاهدات حاصل از همکشتها را شامل شد. این در حالی است که ریزنمونه

شدند.  یکالوس اریبس یباکتر هیسو نیشده با ا حیتلق یها زنمونهیر ،  از سوی دیگردرصد بود 75/4کم و حدود  اریبس 15834
های القایی حالت کرکی و ظاهری منشعب داشتند. کشتی ادامه داشته و ریشهحدود دو ماه پس از همهای مویین تا ظهور ریشه

 دهد. را نشان می A.rhizogenes یباکترهای مختلف سویهبرگ با  یهازنمونهیحاصل از تلقیح ر جینتا 1شکل 

 

  
های مویین تراریخته پس از ریشه، ج( ATCC 15834، ب( سویه A4الف( سویه  A.rhizogenesهای برگ با باکتری نتایج حاصل از تلقیح ریزنمونه .1شکل 

 های تحقیق(. )منبع: یافتهB5گذشت دو ماه از رشد درون محیط کشت مایع 
 

ها قطع شده و به محیط کشت متر رسید این ریشهسانتی 7تا  5هنگامی که اندازه ریشه های مویین ظاهر شده به حدود 
به مقدار قابل توجهی  B5های مویین تراریخته پس از یک ماه رشد درون محیط کشت مایع افتند. حجم ریشهانتقال ی B5مایع 

  ( و امکان بررسی ثبات و میزان رشد را فراهم آورد.1افزایش یافت )شکل 
 DNAبر روی  PCRبا استفاده از واکنش  rolCهای مویین، تکثیر اختصاصی ژن جهت تأیید تراریخته بودن ریشه

های به ژنوم ریشه T-DNAهای القایی انجام شد و مشاهده باند مربوط به این ژن نشان داد که انتقال ناحیه استخراجی از ریشه
(. همچنین، با استفاده از انجام 2آمیز بوده و کلون ریشه مورد نظر از ماهیت تراریختی برخوردار است )شکل مویین موفقیت
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های مویین دارای آلودگی باکتریایی نبوده اهده باند مربوط به این ژن، مشخص شد که ریشهو عدم مش virژن  PCRواکنش 
 (.2های مویین تلفیق یافته است )شکل درون ژنوم ریشه T-DNAو ناحیه 

 

          
 : قطعه4تا 2: سایز مارکر، 1الف(  .های مویین تراریخته احتمالیدر ریشه rolCو  virCهای با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن PCR. محصول 2شکل 

های مویین، ی استخراجی از ریشهDNAدر  virC: عدم تکثیر ژن 11تا  5های باکتری مورد استفاده، سویه در virC ژن به مربوط بازی جفت 668
در سه سویه باکتری مورد  rolC ژن به مربوط بازی جفت 612 : قطعه4تا  2: سایز مارکر، 1در شاهد حاوی آب مقطر. ب(  virC: عدم تکثیر ژن 12

 یهاافتهی)منبع:  در شاهد حاوی آب مقطر. rolC: عدم تکثیر ژن 12های مویین، استخراجی از ریشه DNAدر  rolC: تکثیر ژن 11تا  5استفاده، 
 (قیتحق

 

 های مویینیل جاسمونات بر رشد و تولید آلکالوئیدهای موجود در ریشهتأثیر محرک مت

 100بررسی اثر محرک متیل جاسمونات بر میزان رشد و تولید آلکالوئیدها نشان داد که کاربرد متیل جاسمونات با غلظت 
مار موجب افزایش تولید آلکالوئیدها میکرومولار در افزایش میزان تولید ترکیبات آلکالوئیدی مؤثر است. به طوری که اعمال این تی

 (. 3درصد نسبت به تیمار شاهد شد )جدول  30به میزان 
 

 های مویین در ریشهبر میزان رشد و تولید آلکالوئید  سالیسیلیک اسید و عصاره مخمراثر کاربرد متیل جاسمونات،   .۳جدول 

 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  ± 04/0  a  14/1  ±  19/0 b 
±  337/2 شاهد )فاقد محرک(  19/0 a 176/0  ± 01/0  a 06/1  11/0 ±  b 

 درصد. 5دار در سطح احتمال نشان دهنده تفاوت معنی *

 

 های مویینمخمر بر رشد و تولید آلکالوئیدهای موجود در ریشه عصاره و سالیسیلیک اسید هایاثر محرک

طوری های مویین مؤثر نبود، بههای سالیسیلیک اسید و عصاره مخمر بر میزان رشد ریشهنتایج نشان داد که کاربرد محرک
 (. 3داری وجود نداشت )جدول های مویین تیمارهای مختلف با یکدیگر تفاوت معنیکه بین وزن خشک ریشه

بهداری داشت، آلکالوئیدی در تیمارهای آزمایش تفاوت معنیهای مویین، میزان تولید ترکیبات بر خلاف میزان رشد ریشه
 شاهد افزایش به نسبت درصد 50 آلکالوئید مقدار تیمار سالیسیلیک اسید، ساعت از زمان اعمال 48پس از گذشت  که طوری
 (.  4)جدول  یافت

 

 500

bp 

 1000

bp 

 ب الف
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   HPLCگیری آلکالوئیدهای اسکوپولامین و هیوسیامین  توسط آنالیز اندازه

، منحنی استاندارد ترکیبات اسکوپولامین و هیوسیامین به ترتیب در HPLCس نتایج حاصل از طیف جذبی آنالیز بر اسا
 (. 3قابل مشاهده بود )شکل  77/1و  29/1های دقیقه
 

 

 
 

 
( و 292/1. الف( استاندارد ترکیبات اسکوپولامین )دقیقه HPLCمنحنی مربوط به طیف جذبی ترکیبات اسکوپولامین و هیوسیامین با استفاده از آنالیز  .۳شکل 

 های تحقیق(های مویین تیمار شده با سالیسیلیک اسید. )منبع: یافتههای مویین تیمار شده با متیل جاسمونات، پ( ریشه(، ب( ریشه771/1هیوسیامین )دقیقه 

 

 الف

 ب

 پ
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داری در فزایش معنیمتیل جاسمونات نسبت به شاهد ا نشان داد که مقدار آلکالوئید هیوسیامین در تیمار HPLCنتایج 
 (. 4درصد داشت )جدول  5سطح 
 

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

 هیوسیامینمیانگین درصد  نمونه

 bc 04/0 ± 275/0  شاهد آزمایش متیل جاسمونات 
  a 04/0 ± 362/0  متیل جاسمونات

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

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

 

 بحث
هایی همچون سرعت رشد بالا، ویژگیای که در نتیجه تلقیح با باکتری به دست آمدند دارای های مویین تراریختهریشه

به دلیل وجود یک منبع داخلی از هورمون  ظاهری کرک مانند و منشعب و قادر به تولید کالوس بودند.تولید کالوس در این ریشه
های مویین های طبیعی در مقایسه با ریشه(. در صورتی که ریشه ,2007Srivastava & Srivastavaباشد )اکسین می

خصوصیات رشد و نحوه از نظر  های مویینته از رشد و میزان انشعابات کمتری برخوردار بودند. نتایج نشان داد که ریشهتراریخ
است  شدهنیز گزارش  تحقیقات پیشیندر گیاه داتوره مویین های ریشه. ثبات رشدی ماندندبدون تغییر باقی  یمورفولوژیک

(Farsi et al., 2005 .) 
زا نقش های زیستی مانند وقوع زخم و یا حمله آفات و عوامل بیماریطبیعی در مسیر انتقال پیام تنشها بطور جاسمونات

سازد. به عبارتی دیگر، مسیر های ثانویه را فعال میدارند. در پی انتقال پیام تنش، گیاه سازوکار دفاعی خود مانند تولید متابولیت
های ثانویه در بسیاری از گیاهان است، در نتیجه کاربرد خارجی بیوسنتز متابولیت نیازها، پیشانتقال پیام از طریق جاسمونات

 قییک تحق در(.  et alZhao ,.2005های ثانویه را به میزان بیشتری تحت تأثیر قرار دهد )تواند تولید متابولیتاین ترکیبات می
ق افزودن محرک متیل جاسمونات به محیط کشت مایع برابری تولید ترکیبات اسکوپولامین و هیوسیامین از طری 5/1افزایش 

های متعددی مبنی بر کاربرد (. گزارشSun et al., 2013( گزارش شد )Datura stramoniumهای مویین داتوره )ریشه
و  100 ،50، 25، 5/12های ثانویه وجود دارد. در بررسی اثر کاربرد دو محرک متیل جاسمونات )ها در تولید متابولیتجاسمونات

1میکرومولار( در کشت سوسپانسیون سلولی اسطوخودوس 100و  50، 25میکرومولار( و بنزوبیادیازول ) 150 به منظور تولید  
دست آمد میکرومولار متیل جاسمونات به 50ساعت پس از افزودن  12رزمارینیک اسید حداکثر مقدار تولید رزمارینیک اسید 

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

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

های مویین گیاه داتوره مؤثر بوده ها در تولید آلکالوئیدهای تروپانی در ریشهکه کاربرد محرک داد این بررسی نشان نتایج
سازی شود. در تحقیقی است، اما نیاز است نوع و غلظت محرک و مدت زمان القای آن در کنار سایر عوامل محیطی دیگر بهینه

های گیاه ی عصاره مخمر و سالیسیلیک اسید در تجمع اسکوپولامین و هیوسیامین در ریشههاهای مختلف محرکاثر غلظت
D. metel های هفته تحت تأثیر غلظت 4های القا شده از ریزنمونه برگی به مدت مورد بررسی قرار گرفت. در این پژوهش، ریشه

میکرومول( قرار گرفتند.  500، 250، 25، 0یک اسید )گرم بر لیتر( و سالیسیل 75/0، 5/0، 25/0، 1/0، 0مختلف عصاره مخمر )

                                                                                                                                                                 
1. Lavandula vera 

2. Atropa belladonna 
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که بیشترین مقدار هیوسیامین و ها، تولید آلکالوئیدها افزایش یافت، بطوریطبق نتایج این تحقیق، با افزایش غلظت محرک
در تیمار  میلی گرم بر گرم وزن خشک( و 28/0و  35/4میکرومول سالیسیلیک اسید )به ترتیب  500اسکوپولامین در تیمار 

میلی گرم بر گرم وزن خشک( تولید شد. با افزایش غلظت عصاره  16/0و  17/3گرم بر لیتر عصاره مخمر )به ترتیب  75/0
گرم بر لیتر عصاره  75/0گرم بر لیتر شاخص رشدی و میزان تجمع آلکالوئید تروپان افزایش یافت، اما در غلظت  5/0مخمر تا 

هایی که استفاده های مختلف محرکجمع آلکالوئید تروپان افزایش یافت. در میان غلظتمخمر شاخص رشد کاهش و میزان ت
برابر بیش  2/2گرم بر لیتر عصاره مخمر بیشترین میزان تجمع اسکوپولامین و هیوسیامین را داشت که تقریبا  75/0شد، غلظت 

 (.  et alAjungla ,.2009از این مقدار در تیمار شاهد بود )
شاخص رشد را در مقایسه با تیمار شاهد به   .Hyoscyamus reticulatus Lهای مویینیسیلیک اسید در ریشهکاربرد سال

مقدار اندکی کاهش داد اما میزان تجمع آلکالوئید تروپان را در ریشه افزایش داد. بیشترین میزان تجمع اسکوپولامین و 
برابر بیشتر از تیمار شاهد بود. پاسخ مثبت  5/5تا  4ود که حدود گرم در لیتر اسیدسالیسیک بمیلی 500هیوسیامین در غلظت 

ها به ویژه سالیسیلیک اسید به عنوان یک های کشت شده به محرک ممکن است به این دلیل باشد که این محرکریشه
در این شرایط  طوری که گیاههای دفاعی در گیاه مؤثر بوده است بهسازی یک سری از پاسخسیگنال کلیدی درونی در فعال

 (.  et alMoharrami ,.2017های مرتبط با پاتوژن را در گیاه، حتی بدون حضور پاتوژن دارا است )توانایی تولید پروتئین

 

 گیرینتیجه
های مختلف در تولید آلکالوئیدها از طریق کشت ریشه مویین گیاه داتوره نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد که محرک

درصدی میزان تولید آلکالوئیدها نسبت به تیمار شاهد  30که محرک متیل جاسمونات باعث افزایش طوریی دارند. بهتأثیر بسزای
ساعت باعث افزایش  48اسید به مدت  سالیسیلیک محرک با مویین هایریشه تیمار در آلکالوئیدها تولید میزان شد. همچنین،

ها بر مسیرهای زیستی مختلف مویین شد. علاوه بر آن، بدلیل اثرات گسترده محرکهای درصدی تولید آلکالوئیدها در ریشه 50
های مویین مورد بررسی قرار گیرد تا با انتخاب محرک مناسب، امکان ها در کشت ریشهدر گیاهان، لازم است انواع محرک

 های مویین فراهم آورد.افزایش تولید ترکیبات دارویی را در ریشه
 

 منابع
تاثیر محرک متیل جاسمونات بر تولید آلکالوئیدهای تروپانی (. 1396سرین. )و مشتاقی، ن رج الله، فیشهریاری احمد ؛.ریمپروچ، مخردمند 

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

آگروباکتریوم رایزوژنز در گیاه دارویی های مویین با استفاده از . تولید ریشه(1395ید مهدی. )و میری، س سعودتوحیدفر، م میه؛قادرمزی، س
های زیستی سالیسیلیک اسید و متیل جاسمونات بر محتوای آتروپین و و بررسی اثر محرک( .Datura innoxia Lتاتوره )

 .156-141 ،(1) 16، فصلنامه گیاهان داروییاسکوپولامین. 
و مقایسه  Datura stramoniumدر گیاه  Agrobacterium rhizogenes(. تولید ریشه مویین با استفاده از 1382مشتاقی، نسرین. )

 های نرمال. )پایان نامه کارشناسی ارشد، مشهد، دانشگاه فردوسی مشهد(.میزان و ثبات رشد با ریشه
 Datura تورهدا در کالوس گیاه ثانویه هایها بر متابولیتهدالقاکنن و برخی مختلف هورمونی ترکیبات تاثیرات(. 1396نورآذر، مهرداد )

metel(.اردبیلی محقق دانشگاه ل،یاردب. ارشد،شناسی ر. )پایان نامه کا 
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