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چکیده
وآسممانند هاییبیماريدرماندروسیعیاربردهايککولینرژیک،آنتیاثردلیلبهاسکوپولامینوآتروپینمانندییلکالوئیدهاآتروپان

حاصلهايریشهدراسکوپولامینوآتروپینآلکالوئیدهايتروپانمیزانبراسیدسالیسیلیکالیسیتوراثراتتحقیق،اینرد.دندارتشنج
Hyoscyamus nigerگیاه مویینریشهوبافتکشتاز L.0يهاغلظتبااسیدسالیسیلیکالیسیتورتأثیرتحتها،ریشه.انجام شد،
باآلکالوئیدهاتروپانمیزاننهایتدرشدند.کشتساعت168و24،96زمانیتیمارهايدریکهرومولارمیلی4و1/0،1،2

مقداربیشترینگرفت.قراربررسیموردتیمارهاایندرنیزهاریشهرشدسرعتهمچنینشدند.مقایسهوسنجشHPLCازاستفاده
مولارمیلی2وساعت168زمانیتیمارومولارمیلی1غلظتدرترتیببهبافت،کشتازحاصلهايریشهدراسکوپولامینوآتروپین
برابر13ازبیششاهدبهنسبتغلظتایندراسکوپولامینمقدارشد.مشاهدهساعت96گذشتازپسواسیدسالیسیلیکالیسیتور
پسومولارمیلی2غلظتدرآتروپینمقداربیشترین،مویینهايریشهدرداد.نشانخشک)وزنگرمبرگرممیکرو53/649(افزایش

شد.مشاهدهساعت168زمانمدتدرومولارمیلی1/0حاويکشتمحیطدراسکوپولامینمقداربالاترینوساعت96گذشت از
نسبتبافتکشتازحاصلهايریشهدرکهحالیدربود،بیشترمویینهايریشهدراسکوپولامینبهآتروپیننسبتکلی،طورهب

یافت.کاهشغلظت،افزایشباالیسیتوردوهردرهاریشهرشدهمچنینبود.بیشترآتروپینبهاسکوپولامین

Hyoscyamusکلیدي:هايهواژ niger L.،بافتکشتمویین،ریشهاسید،سالیسیلیک،توریسیال.

مقدمه
وآتـــروپین ازجملـــه،دهایـــآلکالوئتروپـــان
اثـر کـه هسـتند ايهیثانوي هاتیمتابولاسکوپولامین،

وداشتهکیپاراسمپاتاعصاببرکولینرژیکآنتیقوي
اتسـاع ودرددهنـده نیتسـک اسپاسـم، رفـع عنـوان به

 ـبردهبکارچشممردمک Palazón(شـوند یم et al.,

,Bruce؛ 2008 خــانوادهگیاهــانازتعــدادي.)2008
ــیب ــهزمینـــیسـ ، Atropaهـــايجـــنسازجملـ

Brugmansia ،Datura ،Duboisia ،Hyoscyamus

تروپـانی آلکالوئیـدهاي داشـتن دلیـل بهScopoliaو
& Grynkiewicz(هسـتند دارویـی خاصـیت داراي

Gadzikowska, 2008; 2002.(
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Hyoscyamusگیاه nigerدرکهبودهی علفی اهیگ
,Khatamsaz(شتهداپراکنشمختلفی نواح بهو)1998

موردسنتیطبدردیربازازها،متابولیتاینداشتنلحاظ
اینتولیدافزایشدرسعیمحققانبنابراین،است.بودهتوجه

دارند.تجاريمقیاسدرباارزشثانویههايمتابولیت
هايسلولدرعمدهطورهباسکوپولامینوآتروپین

دروشوندمیمنتقلهواییهايبخشبهوسنتزجوانریشه
نیستند.بالاحجمدرهامتابولیتتجمعبهقادرهاریشهنتیجه

یخارجیتوهورمونیفمنبعکیبهازینشهیرکشتهمچنین
اریبسسنتزبهمنجرامرنیاکهدارندهميکندرشدوداشته

مقدارموارد،ازبسیاريدر.شودیمهیثانويهاتیمتابولکم
پایینبسیارسازيتجاريبرايآلکالوئیدهاتروپاناین
مانندجایگزینهايروشازامروزهرو از اینباشد،می

سلولیکشتوشیمیاییسنتزاي،گونهبینهیبریداسیون
مویینهايریشهتولیدها،روشاینمیان درشود.میاستفاده

Kai(باشدمناسبیراهتواندمی et al., شهیرستمیس.)2012
وبودهداریپااریبسهورمونبدونکشتطیشرادرنیموی
ع،یسررشددارد.يمادراهانیگباسهیمقادرییبالادیتول

ازیفیطسنتزییتواناوينگهدارسهولتزمان،کاهش
ییایمزاازجملهنییموهايشهیردرییایمیشهايبیترک

دیتوليبرایمئداومهمیمنبعبهرانهاآکهاست
Biondi(استکردهلیتبدارزشمندهیثانويهاتیمتابول et

al., مقیاسدرآلکالوئیدهاتولیدمواقع،بیشتردراما).2000
زیستیهايمحركبهنیازافزایش،برايواستکمتجاري

آنهاست.تولیدبرايغیرزیستیو
القايتوانایی،دفاعیهايپاسخبرعلاوهالیسیتورها

بهراآلکالوئیدهاتروپانمانندثانویههايمتابولیتتجمع
Kai(دارندعهده et al., وشیمیاییمواد،الیسیتورها).2012

توانندمیکههستندمختلفمنابعاززیستیفاکتورهايیا
شوند.هدفزندهارگانیسمفیزیولوژیکیتغییراتموجب

واسیدسالیسیلیکمانندرسانعلامتيهامولکول
کههستنداهیگرشدیدرونيهاکنندهمیتنظدیاسجاسمونیک

ي هاتنشبهپاسخواهیگنموورشددريدیکليهانقش
ي رسپتورهاي روبرهابیترکنیاکنند.یمءفایایطیمح

ي اناشناختهسمیمکانموجبوگذاشتهمتقابلاثراهیگءغشا
ی خاصي هاژني سازفعالباعثحاصلسمیمکانشود.یم

مانندیدفاعهايبیترکازي اریبسآنجهینتدر،شده
هاکروبیمبهوابستهيهانیپروتئودهایآلکالوئها،فنلیپل

Kang(شودیمسنتز et al., آنهاازرو از این).2004
استفادهي تجاردیتولبهدنیرسي براروشیعنوانبهتوانمی
.کرد

يهاغلظتدراسیدسالیسیلیکماریتاثرتحقیق،ایندر
وآتروپینآلکالوئیدهايتروپانمیزانبرمختلف

درجداگانهطوربه،رشدشاخصهمچنینواسکوپولامین
مقایسهنییمويهاشهیروبافتکشتازحاصلهايریشه

.شدیابیارزو

هاروشومواد
جداکشتقطعاتتهیه

.Hاهیگي بذرها niger L.ي اکنگرهپوستهداشتندلیلبه
دارند.یی ایباکترویقارچيهایآلودگبردننیبازبهازین

درهیثان30مدتبهبذرها ابتدا،هایآلودگنیاحذفي برا
تیپوکلریهمحلولدرآنازپسوی ضدعفون%96اتانول

80نیتوئقطرهدوهمراهبهفعالکلر)v/v(%1ي حاومیسد
باشستشومرتبه4سپسشدند.سیخقهیدق5مدتبه

انجامقهیدق5و2،3،4ی زمانفواصلبهلیاسترمقطرآب
باتیمارازپسبذرها نیزی زنجوانهدرعیتسربراي.شد
Akramian(ساعت48مدتبهppm200کیبرلیجدیاس

et al., Murashige(MSکشتطیمحدر)2008 &

Skoog, ي دمادروشدهکشتهورمون،فاقد)1962
ي نگهدارهفته2مدتبهی کیتاردروگرادیسانتدرجه25

Parsa(شدند et al., 2011a,b.(

.Hگیاهازانبوههايریشهتولید niger L.

بافتکشتطریقازریشهتولید
نوپدیدهايریشهبافت،کشتطریقازریشهتهیهبراي

5- 10طولهبکهقبلمرحلهدرزدهجوانهبذرهاياز
طیمحدرشتریبشیافزاورشدي براوجدا،بودندمترمیلی
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ي حاو)5B)1968.,aletGamborgعیماکشت
کریشي روبروکشتIBAهورمونتریلدرکرومولاریم1

ي دماوی کیتاردرقهیدقدردور100سرعتباانکوباتور
شدندي نگهدارروز30مدتبهگرادیسانتدرجه25

)Parsa et al., 2011a,b؛Ebrahimzadeh et al., 2003(.

مویینریشهالقاي
Hairy(نیمویي هاشهیرهیتهي برا root(هیسواز

ابتدامنظوربدینشد.استفادهA4زوژنزیراومیاگروباکتر
دمبرگازبودندي ترواضحي هارگبرگي داراکهیی هابرگ
شدند.دادهبرشي متریسانت2کوچکقطعاتبهوجدا

سطحبري باکتربهآغشتهلیاسترسوزنازاستفادهباسپس
شد.جادیازخمهارگبرگي روبروی برگقطعاتزیرین
B5جامدکشتطیمحي روبرآلوده،ی برگقطعاتآنگاه 

شدند.کشتساعت48مدتبهکیوتیبیآنتوهورمونفاقد
mg/l400ي حاوB5جامدکشتطیمحبهآن،ازپس

رشدبراينهایتدرشدند.واکشتمیسدمیسفوتاکس
ی برگقطعهازمتریسانت4طولبانیمویي هاشهیرسریعتر،

میسفوتاکسmg/l400ي حاوB5مایعکشتطیمحبهوجدا
میزانواکشتازمرحلههردرشدند.منتقلمیسد

بودترکیباینفاقدنهاییکشتوکاهشسفوتاکسیم
)Parsa et al., 2011b.(

روشازمویینهايریشهبودنتراریختهییدأتبراي
گیاهیبافتازDNAابتدامنظوربدینشد.استفادهمولکولی

استخراجتغییراتکمیبا)1997(همکارانوCaiروشاز
ازاستفادهبا) PCR(مرازپلیايزنجیرهواکنشآنازپسو

دماي(برنامهطبقوrolCوrolBاختصاصیآغازگرهاي
ی واسرشتگي براقهیدق3مدتبهگرادسانتیدرجه94
درجه94ی واسرشتگي دماشامل:چرخه40ه،یاول

درجه54اتصالي دما،ثانیه60مدتبهگرادسانتی
درجه72شدنلیطوي دمادقیقه،1مدتبهگرادسانتی
مرحلهشدنلیطوي دماودقیقه1مدتبهگرادسانتی

شدانجام)دقیقه6مدتبهگرادسانتیدرجه72یینها
)Parsa et al., 2011b.(

رشدشاخصتعیین
تیمارهايدرالیسیتورهايهاغلظتازیکهربراي

بهرشدشاخصساعت)،168و0،24،96(مختلفزمانی
شد:محاسبهزیرروش

تیمار(گرم) تحت ریشههاي خشک (گرم)وزن اولیه ریشههاي خشک = شاخص رشدوزن

الیسیتورتیمار
طورهبی معمولي هاشهیرونیمویي هاشهیرازیکهر

بادیاسسالیسیلیکحاويB5کشتمحیطدرجداگانه
3درومولار)میلی4و0،1/0،1،2(مختلفغلظت5

تکرار3بایکهروساعت168و24،96زمانیتیمار
شدند.کشت

کشتازحاصلهايریشهازآلکالوئیدهاتروپاناستخراج
بنگدانهگیاهمویینهايریشهوبافت

وKamadaروشازآلکالوئیدهااستخراجبراي
گرممیلی200منظور،بدین.شداستفاده)1986(مکارانه

ل:ومتانکلروفرم:باشدهپودرخشکگیاهیماده
و15:15:1هاينسبتباترتیببه%28آمونیومهیدروکسید

درجه40دماي(اولتراسونیکمعرضدرساعت1مدتبه
ازپسگرفت.قرار)کیلوهرتز42فرکانسوگرادسانتی
دستگاهکمکبهکلروفرمیفازصافی،کاغذازعصارهعبور

مخلوطبعد،مرحلهدرشد.خشکدوارهتبخیرکنند
کیدسولفوریاسلیترمیلی2وکلروفرملیترمیلی5
دوروجدایکلروفرمفازشد.اضافهعصارهبهمولار5/0

باوpH=10- 11تاآلکالوئیدحاويآبیفازوشدریخته
شد.تنظیمیخرويبر%،28آمونیومهیدروکسیدازاستفاده

بادوباروکلروفرملیترمیلی2باباریکآلکالوئیدها
ازپسنهاییمادهشدند.استخراجکلروفرملیترمیلی1

نهایتدرشد.صافوآبگیري،سدیمسولفاتکردن اضافه
.شدحللومتانلیترمیلی1-2درنمونه،HPLCآنالیزبراي
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HPLCروشبهآلکالوئیدسنجش

Roosروشازآلکالوئیدهاتروپانکیفیشناساییبراي

)Roos & Lau-Cam, کروماتوگرافیازاستفادهبا)1986
HPLCدستگاهشد.استفاده)HPLC(بالاکاراییبامایع

ستونازوبودهسوئدLKBنوعازاستفادهمورد
C18 Eurospher)µm5×mm6/4×cm250(افزارنرمو

chromgate،مدلپمپK-1001،لوپباتزریقشیر
مدلPDAآشکارسازوD-14163مدلمیکرولیتر20

K-2800حلالانیجرسرعتد.یگرداستفادهml/min1و

موجطول.بودآب+%1/0استاتآمونیوممتحركفاز
دیآلکالوئدوزانیمشد.میتنظnm215=ي رودستگاه

براساسیبررسمورديهانمونهدرنیاسکوپولامونیآتروپ
یمنحنازاستفادهبا)1شکل(آمدهدستبیمنحنریزسطح

براساسزیناستانداردی منحن. شدمحاسبهآنهااستاندارد
وسولفاتنیآتروپاستاندارد،بیترکدویمنحنریزسطح

،500،250،125،5/62د،یدروبرومایهنیاسکوپولام
آنهافیطوهیتهتریلیلیمدرگرمکرویم625/15و25/31

شد.میترسنانومتر215موجطولباودستگاهتوسط

نیاسکوپولامونیآتروپاستاندارددوکالیبراسیونمنحنی-1شکل

نتایج
تروپانتولیدورشدشاخصبراسیدسالیسلیکاثربررسی

اسکوپولامینوآتروپینيآلکالوئیدها
بافتکشتازحاصلهايریشه

،اسیدسالیسیلیکغلظتافزایشباهکدادنشاننتایج
)2(شکلبافتکشتازحاصلهايریشهرشدمیزان

کشتمحیطدرهاریشهرشد.)A4شکل(یابدمیکاهش
شتذگازپسواسیدسالیسیلیکمولارمیلی4حاوي
تیمارداد.نشانکاهش%50شاهدبهنسبتساعت168

تأثیراسیدسالیسیلیکمولارمیلی1و1/0يهاغلظتبا
نداد.نشانرشدشاخصرويربمنفی

وآتروپینمیزانتولیدC4وB4هايشکل
مختلفيهاغلظتباتیمارازپسرااسکوپولامین

د.ندهمینشانمختلفزمانیهايدورهدراسیدسالیسیلیک
مولارمیلی1حاويکشتمحیطدرآتروپینمقداربیشترین

ساعت168گذشتازپسواسیدسالیسیلیک
شدمشاهدهریشه)خشکوزنگرمبرگرممیکرو1/80(
سالیسیلیکمولارمیلی1و1/0يهاغلظتدر.)B4شکل(

تمامدرراآتروپینمیزاندرتدریجیافزایش،اسید
تمامدراسکوپولامینمیزانداد.نشانزمانیهايدوره

.دادنشانافزایشساعت96گذشتازپسوهاغلظت
پسومولارمیلی2غلظتدراسکوپولامینمقداربالاترین
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53/649(افزایشبرابر2/13حدودساعت96گذشتاز
گذشتازپسشد.مشاهدهخشک)وزنگرمبرمیکروگرم

4و2يهاغلظتدراسکوپولامینمقدارهفتهیک
.)C4شکل(یافتکاهشمولارمیلی

هاي مویینریشه
میزان،اسیدسالیسیلیکغلظتافزایشباکهدادنشاننتایج
.)A5شکل(یافت کاهش)3(شکلمویینهايریشهرشد
مولارمیلی4حاويکشتمحیطدرهاریشهرشد

بهنسبتساعت168گذشتازپسواسیدسالیسیلیک
داد.نشانکاهش%5/55شاهد

وآتروپینتغییراتمیزانC5وB5هايشکل
دراسیدسالیسیلیکمختلفغلظت4دررااسکوپولامین

مقداربیشتریند.ندهمینشانمختلفزمانیهايدوره
ساعت96گذشتازپسمولارمیلی2غلظتدرآتروپین

(حدودریشهخشکوزنگرمبرگرمکرومی2/140بابرابر
.)B5شکل(شدمشاهدهشاهد)بهنسبتبرابر5/2

تیماردراسکوپولامینتروپانیآلکالوئیدمقداربیشترین
شدمشاهدهمولارمیلی1/0غلظتدروساعت168زمانی

2/75برابر،HPLCازآمدهبدستاطلاعاتطبقکه
نسبتبرابر6/2(حدودریشهخشکوزنگرمبرگرمکرومی
.)C5شکل(باشدمیشاهد)به

دانهگیاهچه و کلون ریشه بنگ-2شکل 
)IBAمیکرومولار 1همراه باB5در محیط کشت مایع (تشکیل کلون ریشه

Hyoscyamusگیاهبرگیقطعاتازمویینریشهرشدوءالقا-3شکل nigerاگروباکتریومازاستفادهباA4

B5جامدکشتمحیطدربرگیقطعهازشدهجدامویینيهاریشهتکثیرالف:

روز20گذشتازپسB5مایعکشتمحیطدرمویینهايریشهتکثیرب:

الف ب
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.Hگیاهبافتکشتازحاصلهايریشهرشدشاخصبراسیدسالیسیلیکاثرات-4شکل  niger)A(،
)C(اسکوپولامینو)B(آتروپینمیزان

()مولارمیلی4،()مولارمیلی2،()مولارمیلی1،()مولارمیلی1/0،()شاهد
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)، H. niger)Aمویینهايریشهرشدشاخصبراسیدسالیسیلیکاثرات-5شکل
)C) و اسکوپولامین (Bمیزان آتروپین (

()مولار میلی4، ()مولار میلی2، ()مولار میلی1، ()مولار میلی1/0، ()شاهد 
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بحث
میزانبراسیدسالیسیلیکالیسیتوراثر،پژوهشایندر
همچنینواسکوپولامینوآتروپینآلکالوئیدهايتروپان

ازحاصلهايریشهومویینهايریشهدررشدشاخص
Hyoscyamus(دانهبنگگیاهبافتکشت niger(مورد

.گرفتقراربررسی
عملکرددلیلبهشدنالیسیتهبهریشهبافتالعملعکس
اینباشد.میرسانعلامتهايمولکولعنوانبهالیسیتورها
کلیديهايسیگنال،)SA(اسیدسالیسیلیکمانندالیسیتورها

گیاهاندفاعیهايپاسخکردنفعالدرکههستنددرونی
تولیدبرايآنفعالیتبهتوانمیاینبرعلاوهدارند.نقش

غیابدرحتیگیاهاندرپاتوژنبهوابستههايپروتئین
کردنفعالبرايالیسیتورهااینکرد.اشارهپاتوژن

اثربارافعالیتاینوشوندمیاستفادهثانویههايمتابولیت
هايمتابولیتمسیردردخیلهايآنزیمفعالیترويبر

Ajungla(دهندمیانجامثانویه et al., یکیبنابراین.)2009
هايمتابولیتتولیدافزایشراستايدرمفیدراهبردهاي از

است.غیرزندهوزندهالیسیتورهايازاستفادهثانویه
بهگیاهاندردیگرالیسیتورهریااسیدسالیسیلیکتأثیر

مدتطولالیسیتور،ویژگیوغلظتمانند فاکتورهایی
همچنیندارد.بستگیگیاهرشديمرحلهوتیماردهی

آلکالوئیدهاتروپانغلظتباارتباطدربسیاريهايگزارش
نشانهمگیواستشدهارائهثانویههايمتابولیتسایرو

نوعاساسبرسیگنالیهايترکیببهینهغلظتکهدهدمی
,Namdeo(استمتفاوتهاگونه فاکتورعوامل،این).2007

محسوبثانویههايمتابولیتتولیدافزایشدرمهمبسیار
تروپانمقدارحداکثرآوردنبدستبرايبنابرایند.نشومی

.باشدمیفاکتورهااینکردنبهینهبهنیاز،آلکالوئیدها
هايریشهدرداد،نشانپژوهشایننتایجکهطورهمان

.Hگیاهبافتکشتازحاصل niger،مقداربیشترین
ومولارمیلی1غلظتدرترتیببهاسکوپولامینوآتروپین
اسیدسالیسیلیکمولارمیلی2وساعت168زمانیگذشت

هايریشهدرشد.مشاهدهساعت96گذشتازپسو
درآتروپینآلکالوئیدتروپانمقداربیشتریننیزمویین

مقداروتیماردهیساعت96ومولارمیلی2غلظت
گذشتازپسومولارمیلی1/0غلظتدراسکوپولامین

هايبررسیازآمدهبدستنتایجشد.مشاهدهساعت168
Kaiتروپانتولیدکهدادنشان)2012(همکارانو

Anisodusگیاهدرانیسودینبجزآلکالوئیدها acutangulus

نتایجباکهیابدمیکاهشاسیدسالیسیلیکحاويمحیطدر
Atropaگیاههايریشهکشتدرشدهارائه belladonnaو

تولیدالیسیتوراینامااست.سازگارکتانگیاهدریا
دیگرهايگونهدرراهیوسینمانندثانویههايمتابولیت

)Wink)2004وZayedداد.افزایشسولاناسهگیاهان
جاسموناتمتیلتأثیرتحتهیوسیامینمقدارکهکردند بیان
Brugmansiaگیاهدر suaveolens25%در،یافتافزایش

مقداروهیافتکاهشاسیدسالیسیلیکحضوردرکهحالی
سالیسیلیکمیکرومولار10غلظتدرتنهاآلکالوئیدها

ازآمدهبدستنتایج.استهدادنشانافزایش،اسید
کهدادنشان)1999(همکارانوZabetakisهايبررسی
ریشهکشتبرايجاسموناتمتیلمیکرومولار1/0غلظت

Daturaگیاه stramoniumبالايتولیدبهمنجر
وKangاست.شدهشاهدبهنسبتهیوسیامین100%

جاسموناتمتیلمولارمیلی1غلظتدر)،2004(همکاران
گیاههايریشهدرراهیوسینوهیوسیامینمیزانبیشترین

Scopolia parvifloratoازدیگربسیاريآوردند.بدست
درشیکونینتولیدازجملهثانویههايمتابولیت

Lithospermum erythorhizon)Mizukami et al.,

Wang(Taxusدرتوکسیدها،)1993 et al., 2001(،
Salviaگیاه دراسیدنیکیرزمار officinalis)Yan et al.,

نتایجپروژهاینازحاصلهايدادههمچنینو)2006
دادند.نشانالیسیتورهاغلظتوزمانیشرایطدرمختلفی

Ahmadian Chashmiکهکردند بیان)2010(همکارانو
تروپاندیتولشیافزا،دیاسکیلیسیسالماریتازاستفاده
Atropaگیاهمویینهايریشهدررادهایآلکالوئ

belladonnaنیآتروپمقدارنیشتریبکهينحوبهشد؛سبب
ومولارمیلی1/0يهاغلظتدرترتیببهاسکوپولامینو

.شدمشاهدهمولارمیلی01/0
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الیسیتورهاتأثیرازپسکهدادنشانپژوهشایننتایج
دراسکوپولامینبهنسبتآتروپینمقدارمواردبیشتر در

نسبتاسکوپولامینمقدارامااستبیشترمویینهايریشه
ازبیشتربافتکشتازحاصلهايریشهدرآتروپینبه

به)1986(همکارانوKamada.باشدمیمویینهايریشه
آلکالوئیدهايتروپانمقدارکهیافتنددستنتیجهاین

بافتکشتازحاصلهايریشهدرهیوسینوهیوسیامین
وZolalaتحقیقنتایجاست.مویینهايریشهازکمتر

مقداردرداريمعنیتفاوتکهدادنشان)2007(همکاران
بهنسبتمویینهايریشهازاسکوپولامینوآتروپین

وBulgakovندارد.وجودبافتکشتازحاصلهايریشه
Rubiaگیاههايکالوس)،2002(همکاران cordifoliaکه

تأثیرتحترابودندشدهتراریختهrolCوrolBهايژنبا
وجاسموناتمتیلازجملهومختلفالیسیتورهاي
درکهیافتنددستنتیجهاینبهودادهقراراسیدسالیسیلیک

ثرهؤممادهمقدارغیرترانسفورم،وترانسفورمهايکالوس
Ahmadian.یابدمیافزایشآنتراکوینون Chashmiو

يدیآلکالوئيمحتواکهنددکرگزارش)2010(همکاران
يدیآلکالوئيمحتوابااسیققابلاهانیگمختلفيهااندام

.ستیناسیدسالیسیلیکتأثیرتحتنییمويهاشهیر
مواردبیشتر درورشدمیزان کاهشنیزپژوهشایندر
وآتروپینآلکالوئیدهايتروپانمقداردرکاهش

اسیدسالیسیلیکالیسیتوربالاييهاغلظتدراسکوپولامین
اثرازناشیتواندمیریشهرشددربازدارندگیشد.مشاهده
هاياسترسبهکلیپاسخدریاواسیدسالیسیلیکمستقیم
درشدمشاهدهپژوهشنتایجدرکهطورهمانباشد.بیرونی
رشدمیزان درداريمعنیتفاوتالیسیتورپایینيهاغلظت

ی،سمپاسخبرخلافالیسیتوراینبنابرایننشد.مشاهده
سالیسیلیکاست.کردهعملسیگنالیمولکولیکعنوانبه

راثانویهمتابولیسموکاهشرااولیهمتابولیسمتواندمیاسید
تولیدوزیتودهتولیدبینمعکوسرابطهبدهد.افزایش

شروعوکردنالیسیتهنتیجهدراستممکنثانویهمتابولیت
درکهکردبیانتوانمیاما.باشدثانویهمتابولیتسنتز

بافت،شدیدهاياسترسنتیجهدر،ترکیباینبالايغلظت

یاوسلولءغشابهآسیبطریقازوشدهتنشدچارریشه
همچنینورشدعدمیاوکاهشبهمنجرسلولیشدنلیز

)2010(همکارانوGhanatiشود.میمتابولیسمکاهش
تنشراالیسیتورباتیماردرریشهرشدمیزان کاهشعلت
بیانمتابولیسمکاهشهنتیجدروآنبهآسیبوریشه
دستنتیجهاینبهنیز)2012(همکارانوKai.کردند
اثراتموجبتواندمیتورهایالیسکردناضافهکهیافتند
وریشهرشدعدممانندمویینهايریشهرشدرويبرمنفی
تجمعرامنفیتأثیرایندلیلآنان شود.آنشدنايقهوه

کردند بیانوکرده معرفیکشتمحیطدرآلکالوئیدهاتروپان
مویینریشهبهزدنصدمهموجبتواندمیعاملاینکه

دادنشاننیز)2007(همکارانوZolalaتحقیقنتایج.شود
آلکالوئیدتروپانمقدارورشدمیزان بینمعکوسرابطهکه

جاسمونیکواسیدسالیسیلیکباکههاییریشهدارد.وجود
هايریشهتودهزیسترشدکاهشبودند،شدهتیماراسید
Oxalisگیاه tuberosaازآمدهبدستنتایج.شدمشاهده

رشدرويبر)2004(همکارانوKangهايبررسی
Scopoliaگیاهجانبیهايریشه parvifloratoکهدادنشان

درامانداشتهمنفیتأثیرهاریشهرشدبراسیدسالیسیلیک
آناناست.بودهبعکسجاسموناتمتیلحاويمحیط

رشدرويبرمنفیتأثیراسیدسالیسیلیککهکردندگزارش
زمانمدتبودنکوتاهراآندلیلواستنداشتههاریشه
فازباالیسیتورتأثیرهمزمانیوریشهرويبرالیسیتورتأثیر
Ahmadianکردند.عنوانرشديفعال Chashmiو

داريمعنیکاهشSAکهنددکرگزارش)2010(همکاران
راامرایندلیلآنان است.دادهنشانهاریشهرشددررا

هايریشهرشدبرSAمختلفيهاغلظتمتفاوتتأثیر
درآنهانقشعلتبهتواندمیکهدانستندتراریختمویین
دراسیدسالیسیلیکزیرا،باشدسلولیرسانیعلامتمسیر

دروبودهسودمندسلولرسانیعلامتبرايپایینغلظت
وWielanek.شودمیرشددراختلالموجببالاغلظت

Urbanek)2006(تأثیرخودتحقیقاتازبخشیدر
موردگلوکوترپائولینمقدارافزایشبررا اسیدسالیسیلیک

دادند.قرارییدأت
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تروپانتوان گفت که کلی میگیرينتیجهعنوان به
کشتمحیطدراسکوپولامینوآتروپیني دهایآلکالوئ
ازحاصلهايریشهدراسیدسالیسیلیکالیسیتورحاوي
طوريهبدادند؛نشانافزایشمویینهايریشهوبافتکشت

غلظتدرومویینهايریشهدرآتروپینمقداربیشترینکه
گرمبرگرمکرومی2/140(اسیدسالیسیلیکمولارمیلی1

هايریشهدراسکوپولامینمقداربیشترینوخشک)وزن
جاسمونیکمولارمیلی2غلظتدروبافتکشتازحاصل

شد.مشاهدهخشک)وزنگرمبرگرمکرومی53/649(اسید
يماریتعنوانبهتواندیماسیدسالیسیلیکالیسیتورن،یبنابرا

هايهریشونییمويهاشهیرکشتيهاستمیسيبرامناسب
يدهایآلکالوئاستخراجبراي وبودهبافتکشتازحاصل

هايریشهدرکلی،طورهب. گردداستفادهآنهاازنظرمورد
کهحالیدر،بودبیشتراسکوپولامینبهآتروپیننسبتمویین

بهاسکوپولامیننسبتبافتکشتازحاصلهايریشهدر
آمده،بدستاطلاعاتبهتوجهباهمچنینبود.بیشترآتروپین

تروپانافزایشبرايمناسبیتیمارتواندمیاسیدسالیسیلیک
ومویینهايریشهدراسکوپولامینوآتروپینآلکالوئیدهاي

باشد.بافتکشتازحاصلهايریشه

سپاسگزاري
عارفیمداححسندکتريآقاجنابازوسیلهبدین

وتشکرگیاهبذرهايياهدابراي)مؤسسه تحقیقات  کشور(
شود. میقدردانی

مورد استفادهمنابع
- Ahmadian Chashmi, N., Sharifi, M., Karimi, F. and

Rahnama, H., 2010. Comparative study of tropane
alkaloids production in hairy roots and plantlet
cultures of Atropa belladonna L. by salicylic acid
treatments. Iranian Journal of Plant Biology, 1(3):
63-76.

- Ajungla, L., Patil, P.P., Barmukh, R.B. and Nikam,
T.D., 2009. Influence of biotic and abiotic elicitors
on accumulation of Hyoscyamine and scopolamine
in root cultures of Datura metel L. Indian Journal of
Biotechnology, 8: 317-322.

- Akramian, M., Fakhr Tabatabaei, S.M. and
Mirmasoumi, M., 2008. Virulence of Different
Strains of Agrobacterium rhizogenes on Genetic
Transformation of Four Hyoscyamus Species.
American-Eurasian Journal of Agricultural &
Environmental Sciences, 3: 759-763.

- Biondi, S., Fornalé, S., Oksman-Caldentey, K.M.,
Eeva, M., Agostani, S. and Bagni, N., 2000.
Jasmonates induce over-accumulation of
methylputrescine and conjugated polyamines in
Hyoscyamus muticus L. root cultures. Plant Cell
Reports, 19: 691-697.

- Bruce, N., 2008. Alkaloids: 332-350. In: Rehm, H.J.,
Reed, G. and Bruce N.C., (Eds.). Biotechnology Set.
Wiley, Cambridge, UK.

- Bulgakov, V.P., Tchernoded, G.K., Mischenko, N.P.
and Khodakovskaya, M.V., 2002. Effect of salicylic
acid, methyl jasmonate, ethephon and cantharidin on
anthraquinone production by Rubia cordifolia callus
cultures transformed with the rolB and rolC genes.
Journal of Biotechnology, 97: 213-221.

- Cai, D., Kleine, M., Kifle, S., Horloff, H.J., Sandal,
N.N., Marcker, K.A., Lankhorst, R.M.K., Salentijn,
E.M.J., Lange, W., Stiekema, W.J., Wyss, V.,
Grundler, F.M.W. and Jung, C., 1997. Positional
cloning of a gene for nematode resistance in
sugarbeet. Science, 275: 832-834.

- Ebrahimzadeh, H., Teimoori, A. and Lohrasbi, T.,
2003. Hyoscyamin 6-β-hydroxylase gene isolation
from in vitro cultured roots of Hyoscyamus niger L.
and Hyoscyamus tenuicaulis. Daru, 11: 34-37.

- Gamborg, O.L., Miller, R.A. and Ojima, K., 1968.
Nutrient requirements of suspension cultures of
soybean root cells. Experimental Cell Research, 50:
151-158.

- Ghanati, F., Bakhtiarian, S. and Abdolmaleki, P.,
2010. Effect of methyl jasmonate on second
metabolites in (Calendula officinalis L.). Modares
Biological Sciences and Technology, 1(1): 21-31.

- Grynkiewicz, G. and Gadzikowska, M., 2008. Tropane
alkaloids as edicinally useful natural products and
their synthetic derivatives as new drugs.
Pharmacological Reports, 60: 439-463.

- Grynkiewicz, M. and Gadzikowska, G., 2002. Tropane
alkaloids in pharmaceutical and phytochemical
analysis. Acta Polonine pharmaceuica, 59(2):
149-160.

- Kai, G., Yang, Sh., Zhang, Y., Luo, X., Fu, X., Zhang,
A. and Xiao, J., 2012. Effects of different elicitors
on yield of tropane alkaloids in hairy roots of
Anisodus acutangulus. Molecular Biology Reports,
39: 1721-1729.



4665، شماره32تحقیقات گیاهان دارویی و معطر ایران، جلد دوماهنامه

- Kamada, H., Okamura, N., Satake, M., Harada, H. and
Shimomura, K., 1986. Alkaloid production by hairy
root cultures in Atropa belladonna. Plant Cell
Reports, 5: 239-242.

- Kang, S.M., Jung, H.Y. and Kang Y.M., 2004. Effect
of methyl jasmonate and salicylic acid on the
production of tropane alkaloids and the expression
of PMT and H6H in adventitious root cultures of
Scopolia parviflora. Plant Science, 166(3): 745-751.

- Khatamsaz, M., 1998. Flora of Iran (Solanaceae No.
24). Research Institute of Forests and Rangeland
Press, Tehran, 116p.

- Mizukami, H., Tabira, Y. and Ellis, B.E., 1993.
Methyl jasmonate-induced rosmarinic acid
biosynthesis in Lithospermum erythrorhizon cell
suspension cultures. Plant Cell Reports, 12: 706-709.

- Murashige, T. and Skoog, F., 1962. A revised medium
for rapid growth and bioassays with tobacco tissue
cultures. Physiologia Plantarum, 15: 473-497.

- Namdeo, A.G., 2007. Plant cell elicitation for
production of secondary metabolites. Pharmacognosy
Reviews, 1(1): 69-79.

- Palazón, J., Navarro-Ocaña, A., Hernandez-Vazquez,
L. and Mirjalili, M.H., 2008. Application of
metabolic engineering to the production of
scopolamine. Molecules, 13(8): 1722-1742.

- Parsa, M., Garoosi, G.A. and Haddad, R., 2011a.
Effect of jasmonate and methyl jasmonate elicitors
on quantity and quality of total RNA extraction in
Hyoscyamus niger. The 2nd of National Conference
of Plant Physiology, Yazd, Iran, 28-29 April.

- Parsa, M., Zeinali, A. and Yousefzadi, M., 2011b.
Induction of hairy roots with two strains of
Agrobacterium rhizogenes (A4 and LBA9402) in
Hyoscyamus niger. The 2nd of National Conference

of Plant Physiology, Yazd, Iran, 28-29 April.
- Roos, R.W. and Lau-Cam, C., 1986. General reversed-

phase HPLC method for the separation of drugs
using triethyamine as a competing base. Journal of
Chromatography, 370: 403-418.

- Wang, C., Wu, J. and Mei, X., 2001. Enhanced taxol
production and release in Taxus chinensis cell
suspension cultures with selected organic solvents
and sucrose feeding. Biotechnology Progress, 17(1):
89-94.

- Wielanek, M. and Urbanek, H., 2006. Enhanced
glucotropaeolin production in hairy root cultures of
Tropaeolum majus L. by combining elicitation and
precursor feeding. Plant Cell of Tissue Organism,
86: 177-186.

- Yan, Q., Shi, M., Ng, J. and Yong, J., 2006. Elicitor-
induced Rosmarinic Acid Accumulation and
Secondary Metabolism Enzyme Activities in Salvia
miltiorrhiza Hairy Roots. Plant Science, 170:
853-858.

- Zabetakis, I., Edwardsb, R. and O'Hagana, D., 1999.
Elicitation of tropane alkaloid biosynthesis in
transformed root cultures of Datura stramonium.
Phytochemistry, 50: 53-56

- Zayed, R. and Winka, M.Z., 2004. Induction of
tropane alkaloid formation in ransformed root
cultures of Brugmansia suaveolens (Solanaceae).
Zeitschrift für Naturforschung C. A Journal of
Biosciences, 59: 863-867.

- Zolala, J., Farsi, M., Gordan, H. R. and Mahmoodnia,
M., 2007. Producing a high scopolamine hairy root
clone in Hyoscyamus muticus through
transformation by Agrobacterium rhizogenes.
Journal of Agricultural Sciences of Technology,
9: 327-339.



Iranian Journal of Medicinal and Aromatic Plants, Vol. 32, No. 4, 2016 666

Effects of salicylic acid elicitor on the production of tropane alkaloids (atropine and
scopolamine) in hairy roots and in vitro roots cultures of Hyoscyamus niger L.

M. Parsa1*and A. Zeinali2

1*- Corresponding author, Department of Plant Physiology and genetic, Applied Science Institute, Jahad-e- Daneshgahi (ACECR),
Shahid Beheshti University of Tehran, Iran, E-mail: mitraprs@yahoo.com

2- Department of Plant Physiology and genetic, Applied Science Institute, Jahad-e-Daneshgahi (ACECR), Shahid Beheshti
University, Tehran, Iran

April: June 2015 Revised: August 2015 Accepted: September 2015

Abstract
Tropane alkaloids such as atropine and scopolamine have wide application in the treatment of

diseases such as asthma and antispasmodic due to anticholinergic agents. In the present study,
the effects of salicylic acid (SA) on the production of two alkaloids, atropine and scopolamine
,were studied in hairy root and in vitro grown root cultures of Hyoscyamus niger L. The roots
were cultured in liquid B5 medium containing different concentrations of SA (0, 0. 1, 1, 2 and 4
mM) in various exposure times (24, 96 and 168 hours). Eventually, root growth index, and
atropine and scopolamine content were assayed after 30 days. In in vitro grown roots, treatment
with 1mM SA resulted in the highest production of atropine after 168 hours, while the highest
amount of scopolamine (649.53 µg/g D. W) was obtained in 2mM SA (after 96 hours), showing
more than 13-fold increase compared to the control. In hairy root cultures, the most significant
contents of atropine were observed in the medium containing 2mM SA after 96 h. Moreover,
the highest content of scopolamine was achieved in medium treated with 0.1 mM SA after 96
hours. In general, atropine content in hairy roots was considerably higher than that of in vitro
grown roots. In contrast, scopolamine content in in vitro grown roots was significantly more
than that of hairy roots. Moreover, the rate of root growth declined as a result of increasing of
elicitor concentration in the medium.

Keywords: Hyoscyamus niger L., elicitor, salicylic acid, hairy root, in vitro.


