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  10/10/1388: مقاله تاريخ دريافت

  25/12/1388 :تاريخ بررسي مجدد
  22/01/1389: نهايي تاريخ پذيرش

  

  021-82884445: ، شماره تماسmsharifi@modares.ac.ir:نشاني پست الكترونيك: مسؤولنويسنده*
  

و  تراريخت ينيموهاي  اي توليد تروپان آلكالوئيدها در ريشه بررسي مقايسه
  اسيد تيمار ساليسيليك تأثيرتحت ) .Atropa belladonna L(هاي شابيزك  گياهچه

  
  3 حسن رهنما ،2 فرح كريمي ،*1 مظفر شريفي ،نجمه احمديان چاشمي

  ، تهران، ايراندرسعلوم گياهي، دانشكده علوم زيستي، دانشگاه تربيت م گروه 1
 شناسي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه شاهد، تهران، ايران زيست گروه 2

  ، تهران، ايرانسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذرؤپژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي، م  3
  

  چكيده
 ،پـان آلكالوئيـدهايي  از جملـه نيكـوتين و ترو   ،زميني داراي آلكالوئيدهاي مهم زيستي اغلب گياهان خانواده سيب

اين آلكالوئيدها كاربردهاي وسيعي در تهيـه داروهـاي مهـم و    . و اسكوپولامين هستند) آتروپين(مانند هيوسيامين 
گياهي دارويي، علفي از اين خانواده است كه  )Atropa belladonna(شابيزك . اي دارند مصرف جهاني گسترده

در ايـن پـژوهش، بـا اسـتفاده از قطعـات      . كنـد  ريشـه خـود توليـد مـي    مقدار زيادي از تروپـان آلكالوئيـدها را در   
هاي شابيزك مربـوط بـه دو جمعيـت واز و گرمسـتان اسـتان مازنـدران، در محـيط         رست جداكشت حاصل از دانه

جامد تحت  MSها در محيط  اين گياهچه. تغييريافته، تعداد زيادي گياهچه نوپديد يكسان تكثير شدند MSكشت 
مـولار، بـه مـدت چهـار هفتـه، كشـت داده        ميلي 1و 1/0، 01/0، 0اسيد شامل هاي مختلف ساليسيليك تأثير غلظت

 Agrobacterium)تراريخت توليد شده توسط آگروباكتريوم ريزوژنـز   مويينهاي  از طرفي ديگر نيز ريشه. شدند

rhizogenes)  | سـپس آتـروپين و   . داده شدند اسيد قرار هاي ذكر شده از ساليسيليك غلظت تأثيرنيز تكثير و تحت
 HPLCتراريخـت، بـه وسـيله     مـويين هـاي   اسكوپولامين توليد شده در ريشه و اندام هوايي گياهان نوپديد و ريشه

هــاي  بيشــتر از انــدام مــويينهــاي  مقــدار آلكالوئيــدهاي حاصــل از ريشــه ،بــه طــور كلــي. ســنجش و مقايســه شــد
. هـا از بخـش هـوايي بـالاتر بـود      ر آلكالوئيـدها در ريشـه گياهچـه   مقـدا  ،از طرفـي . هاي مورد مطالعه بـود  گياهچه
هـا نسـبت    در حـالي كـه در گياهچـه    ،هاي مويينه نسـبت آتـروپين بـه اسـكوپولامين بيشـتر بـود       در ريشه ،همچنين

و كشـت آنهـا بـه جـاي گياهـان، بـه        مـويين هـاي   در مجموع؛ استفاده از ريشه. اسكوپولامين به آتروپين بيشتر بود
  .مطالعات بيشتر و توليد اين تركيبات مهم در مقياس وسيع قابل توجه است منظور

  )Atropa belladonna(اسيد، شابيزك  ، ساليسيليكمويينتروپان آلكالوئيد، ريشه  :كليدي هاي هواژ
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  مقدمه
ــروه   ــرين گـ ــاهي، يكـــي از بزرگتـ ــدهاي گيـ آلكالوئيـ

نعتي هستند كه در هاي ثانويه با ارزش دارويي و ص متابوليت
ــد بســياري از گياهــان بررســي شــده  تعــدادي از گياهــان . ان

ــيب ــانواده سـ ــابيزك   خـ ــه شـ ــي، از جملـ  Atropa)زمينـ

belladonna) تاتوره ،(Datura stramonium) دانـه   ، بنـگ
(Hyoscyamus niger) ــاه  Mandragora) و مهرگيــ

officinarum)  |  روينـد و بـه    در ايران به حالت خـودرو مـي
داشتن آلكالوئيدهاي باارزش داراي خاصـيت دارويـي   دليل 

  ).1375زرگري، (هستند 
شابيزك يكي از گياهان اين خانواده، از قـديم در طـب   
سنتي مورد توجه بوده است و اين ويژگي به آلكالوئيـدهاي  

اين گياه داراي يـك درصـد   . شود موجود در آن مربوط مي
، )اسكوپولامينهيوسيامين و (آلكالوئيدهاي مشتق از تروپان 

هيوسيامين، ). 1370زمان، (آتروپيك اسيد و بلادونين است 
يكي از آلكالوئيدهاي مهـم ايـن گيـاه اسـت كـه داراي اثـر       

كولينرژيك بر اعصاب پاراسـمپاتيك اسـت و در    قوي آنتي
زرگــري، (رود  درمــان دردهــاي حــاد شــكمي بــه كــار مــي 

، فـرم راسـميك   C17H23NO3آتروپين با فرمـول  ). 1375
  شــود هيوســيامين اســت كــه در طــول اســتخراج ايجــاد مــي 

(Hashimoto and Yamada, 1986; Tahara et al., 
1999; Miraldi et al., 2001) . 7، 6اسكوپولامين نيز فرم- 

 ,Hashimoto and Yamada) اپوكسـيد هيوسـيامين اسـت   

1987; Matsuda et al., 1991) .     هـردو ايـن تركيبـات بـر
 Zhang et)گذارنـد   مـي  تـأثير اتيك سيستم عصبي پاراسـمپ 

al., 2004)     آنهـا بـر   تـأثير  ، امـا تفـاوت ايـن دو تركيـب در
سيستم عصـبي مركـزي اسـت و از آنجـا كـه اسـكوپولامين       

بيشــتري بــر روي سيســتم عصــبي تــأثير نســبت بــه آتــروپين 

مركزي دارد، تقاضا بـراي توليـد ايـن تركيـب بسـيار بيشـتر       
  .(Rahman et al., 2006)است 

هـــايي كـــه امـــروزه در زمينـــه بررســـي  ي از روشيكـــ
هاي گيـاهي مـورد توجـه قـرار دارد، روش كشـت       متابوليت

محققان با اسـتفاده از ايـن   . اندام، بافت يا سلول گياهي است
هـاي بـا ارزش در    انـد تـا توليـد متابوليـت     روش سعي كـرده 

در كشت سلول و بافت، به ويژه در . گياهان را افزايش دهند
هـا، ممكـن اسـت ميـزان      ها و اندام از تمايز بافت مراحل قبل

ها با گياه كامل تفاوت داشته باشد  تشكيل برخي از متابوليت
هـا را در گيـاه    هـايي كـه مسـير بيوسـنتزي متابوليـت      و آنزيم

كنند، در كشت سلول در مقايسه بـا گيـاه فعاليـت     كنترل مي
ان محـل بيوسـنتز تروپ ـ   از آنجايي كه. يكساني نداشته باشند

هـان داراي  ژنتيكي گيا ورزي دست، استريشه  آلكالوئيدها
، در فنـون كشـت   آگروبـاكتريوم ريزوژنـز   با استفاده از آنها

ها از اهميـت   بافت و بيوتكنولوژي، براي توليد اين متابوليت
  .)Dechaux et al., 2005( زيادي برخوردار است
هــاي مويينــه تراريخــت از نظــر توليــد   اســتفاده از ريشــه

هاي ثانويه در مقـادير بسـيار بـالاتر از كشـت هـاي       ابوليتمت
در ايـن  . تـر معرفـي شـده اسـت     سلولي و كشت گياه مناسب

هاي ثانويه بيشتري نسـبت بـه    توان متابوليت ها مي نوع كشت
اين ويژگي با ثبات ژنتيكـي و  . ريشه طبيعي گياه توليد نمود

بـه   رشد سريع ريشه در محيط ساده فاقـد هورمـون، آنهـا را   
  سـازد  طور خاصي بـراي مطالعـات بيوشـيميايي مناسـب مـي     

)Alvarez et al., 2000; Pinol et al., 1999(امـا در   ؛
بيشتر مواقع، توليد آلكالوئيدها در مقياس تجاري كـم اسـت   

جملـه   از. و براي افزايش نياز به تحريـك توليـد آنهـا اسـت    
نويـه در  هاي ثا اقداماتي كه به منظور افزايش توليد متابوليت

هــاي  رود، اســتفاده از محــرك كشـت درشيشــه بــه كــار مـي  
يك محرك تركيبي است كه نه . زيستي و غير زيستي است
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شود، بلكه هـر   ها در گياهان مي تنها باعث تجمع فيتوالكسين
كنـد   هاي دفاعي را نيز تحريك مي نوع مسير مربوط به پاسخ

اسـت   هـاي ثانويـه در گياهـان    كه نتيجـه آن سـنتز متابوليـت   
(Kang et al., 2004).  

اسـيد و جاسـمونيك اسـيد،     تركيباتي ماننـد ساليسـيليك  
هـا   رسـاني تـنش   هاي مؤثر در مسير علامـت  ازجمله مولكول

. انـد  اي در ايـن زمينـه مطالعـه شـده     هستند و به طور گسترده
هـا و   نقش ساليسيلك اسيد در مقاومت گياه نسبت به پاتوژن

اخيراً نقـش  . شناخته شده استزا به خوبي  ساير عوامل تنش
رســان در فعــال كــردن  آن بــه عنــوان يــك تركيــب علامــت

تر شده و همچنين گزارش  هاي دفاعي گياهان پر رنگ پاسخ
شــده اســت كــه باعــث افــزايش توليــد آلكالوئيــدها در       

 Alvarez et)شود  هاي تراريخته مي هاي تعليقي ريشه كشت

al., 2000).  
مطالعـات گذشـته و درصـد    در اين تحقيق، بـا توجـه بـه    

زني بذرهاي شابيزك، چگـونگي توليـد تروپـان     پايين جوانه
هاي نوپديد كه منشا بـذر آنهـا از دو    آلكالوئيدها درگياهچه

كـه بـا    مـويين هـاي   رويشگاه مختلف بـود و همچنـين ريشـه   
تهيــه  AR15834اســتفاده از آگروبــاكتريوم ريزوژنــز ســويه 

ثـــر تيمـــار ســـپس ا. شـــد، مـــورد بررســـي قـــرار گرفـــت 
هـاي مختلـف بــر ميـزان توليــد     اسـيد در غلظــت  ساليسـيليك 

آلكالوئيدهاي آتروپين و اسكوپولامين، به طور جداگانه در 
 مويينهاي  هاي نوپديد و ريشه بخش هوايي و ريشه گياهچه

  .تراريخت مقايسه و ارزيابي گرديد
  

  ها روش مواد و
تهيه قطعـات جداكشـت شـابيزك و اعمـال تيمـار در      

  در شيشهكشت 
آوري شده از  ابتدا دو جمعيت از بذرهاي شابيزك جمع

ــدران    ــع در مازن ــتان واق ــه واز و گرمس مختصــات (دو منطق

 ,N:53°و  ´N:52°, 7´, E:36°, 20: جغرافيـايي بـه ترتيـب   

9´, E:36°, 14´(     درصـد و   70ثانيـه در اتـانول    70، به مدت
در  درصـد ضـدعفوني و   10دقيقه در هيپوكلريت سديم  20

. نهايت، چند بار بـا آب مقطـر اسـتريل شستشـو داده شـدند     
ــد      ــت جام ــيط كش ــده در مح ــدعفوني ش ــذرهاي ض  MSب

)Murashige and Skoog, 1962 (  بدون هورمون كشـت و
 8ســاعت روشــنايي،  16ســپس در اتــاق رشــد بــا فتوپريــود 

و دماي اتاق  µmol m-2 s-1 6/42ساعت تاريكي با شدت نور
ــه   ــد روزان ــه 28رش ــانتي درج ــبانه   س ــراد و ش ــه  18گ درج

به منظور شاخه افزايـي، ابتـدا از   . گراد قرار داده شدند سانتي
متـري   هاي حاصل قطعات يك سـانتي  رست اندام هوايي دانه

 1/0حـاوي   MSداراي يك جوانه جدا و در محـيط كشـت   
ــدول اســتيك اســيد    ميلــي ــر اين ــر ليت و يــك ) IAA(گــرم ب
بـدين  . وارد شدند) BA(ورين گرم بر ليتر بنزيل آمينوپ ميلي

. صورت، تعداد كافي از اندام هوايي نوپديد بـه دسـت آمـد   
اسيد بر توليـد تروپـان    به منظور بررسي اثر تيمار ساليسيليك
هاي هـوايي، در محـيط    آلكالوئيدها، قطعات يكسان از اندام

ــر   ميلــي 2/0حــاوي  MSكشــت  ــر ليت جهــت ( IAAگــرم ب
 1و  1/0، 01/0، 0اي هـ ـ و داراي غلظــت) دار شــدن ريشــه
يـك از   بـراي هـر  . اسيد كشت شدند مولار ساليسيليك ميلي

هـاي مخصـوص    شيشـه (تكرار بـه طـور مسـتقل     5ها،  غلظت
نظر گرفته شد و در هر تكرارسه قطعـه بـا انـدازه     در) كشت

سپس بـه مـدت   . مساوي و داراي يك جوانه استفاده گرديد
 8عت روشنايي و سا 16چهار هفته در اتاق رشد با فتوپريود 

بعد از چهـار هفتـه، گياهـان    . ساعت تاريكي قرارداده شدند
ها، وزن تـر آنهـا،    برداشت شدند و طول اندام هوايي و ريشه

گيري شد و اندام هـوايي   ميزان كلروفيل و آنتوسيانين اندازه
ها به طور جداگانه براي سنجش آلكالوئيد در فريـزر   و ريشه

  .نگهداري شدند
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  تراريخت مويينهاي  مال تيمار بر ريشهتكثير و اع
كــه توســط  مــويينريشــه  3Vدر ايــن مرحلــه، از لايــن 

از قطعـات برگـي    AR15834آگروباكتريوم ريزوژنز سـويه  
شابيزك مربوط به منطقه واز تهيه گرديده و تراريخت بودن 
آن به دو روش هيستوشيميايي و مولكولي بـه اثبـات رسـيده    

وپان آلكالوئيدها و تغييرات آنهـا  بود، جهت مطالعه توليد تر
احمــديان و (اســيد اســتفاده شــد  توســط تيمــار ساليســيليك

جهـت اعمـال تيمـار، مقـادير همـوزن از      ). 1386همكاران، 
 MSهاي كشـت مـايع    وارد محيط) گرم 4( مويينهاي  ريشه

ــت   ــاوي غلظ ــون و ح ــدون هورم ــاي  ب  1و  1/0، 01/0، 0ه
پس روي شـيكر بـا   س ـ. اسـيد شـدند   مـولار ساليسـيليك   ميلي

بعـد از دو هفتـه،   . دور در دقيقه قرار داده شدند 110سرعت 
 و پمپ خـلأ ) گراد درجه سانتي 4(طر ها توسط آب مق ريشه

ــت    ــر غلظ ــي اث ــور بررس ــه منظ ــو و ب ــف   شستش ــاي مختل ه
اسيد بر ميزان رشد آنها، وزن شدند و براي انجام  ساليسيليك

هاي تراريخت  ريشه. مراحل بعدي در فريزر نگهداري شدند
  .ها مورد مقايسه قرار گرفتند هاي طبيعي گياهچه با ريشه

  
  سنجش كلروفيل برگ

ــرگ گياهچــه  ــل ب ــا واز و   كلروفي ــا منش ــد ب ــاي نوپدي ه
). Arnon, 1949(سـنجش شـد    Arnonگرمستان، بـه روش  

هـاي زيـر    ها با استفاده از فرمـول  نمونه bو  aميزان كلروفيل 
  .تر محاسبه گرديدگرم بر گرم وزن  برحسب ميلي

V/100W ])D645(2.6 - )D663(12.7[ = كلروفيلa  
V/100W ])D663(4.68 - )D645(22.9[ = كلروفيلb  

D) : ،ميزان جذب نورV : حجم عصاره وW :وزن نمونه تر(  
  
  
  

  سنجش آنتوسيانين كل
گـرم از انـدام هـوايي     2/0براي سنجش آنتوسيانين كل، 

متــانول و  (اســيدي   ليتــر متــانول  ميلــي  3هــا بــا   گياهچــه
سـپس  . گيـري شـد   عصـاره  1:99اسيد به نسـبت   كلريدريك

درجـه   4در دمـاي   15000 دقيقه بـا دور  30عصاره به مدت 
محلول رويي به مدت يك شب، . گراد، سانتريفوژ شد سانتي

ميــزان جــذب ايــن . در تــاريكي، در يخچــال قــرار داده شــد
. انده شدنانومتر خو 550توسط اسپكتروفتومتر در طول موج 

  بــراي محاســبه غلظــت آنتوســيانين از ضــريب خاموشــي     
)E= 33000 mol/cm2 (  اسـتفاده گرديـد (Krizek et al., 

1998).  
  

  استخراج آلكالوئيدها
هـا و   استخراج آلكالوئيد از اندام هوايي و ريشه گياهچـه 

 ,Dashek)، به طـور جداگانـه، انجـام شـد     مويينهاي  ريشه

1997; Lucio et al., 1997) :5/1     گرم از بافـت گيـاهي بـا
سـاعت   15درصد سائيده و بـه مـدت    96ليتر اتانول  ميلي 30

عصاره حاصل توسط كاغـذ  . شد) تقطير برگشتي(رفلاكس 
 Rotaryصـــاف و توســـط دســـتگاه) 1واتمـــن (صـــافي 

evaporator 60به بقاياي عصاره خشك شده، . خشك شد 
وريك ليتر مخلوط حاصـل از مقـادير مسـاوي از سـولف     ميلي

فاز آبي جمع . اتر اضافه شد اتيل و دي) V/V(درصد  5اسيد 
. بالا برده شـد  10نرمال تا حدود  10آن به وسيله سود  pHو 

ليتر كلروفرم در سه مرحلـه اضـافه    ميلي 60به محلول حاصل
 شـد و فــاز كلروفرمــي حــاوي آلكالوئيــدها توســط دســتگاه 

Rotary evaporator  كروليتـر  مي 500خشك و باقيمانده در
  .متانول حل گرديد
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  HPLCسنجش آلكالوئيدها به وسيله 
ــه روش   ــدي بــ ــاره آلكالوئيــ  Lau-Camو Roosعصــ

ــتگاه   ) 1986( ــيله دسـ ــه وسـ ــدل  HPLCبـ ــا Philipsمـ   بـ
Pu 41110; UV/ Vis detector  و ستونS5ODS1-8961 

)C18: 250mm - 4 mm (طـول  . مورد سنجش قرار گرفت
ظـيم شـد، سـرعت جريـان     تن nm230 =λ موج دستگاه روي

ليتر بر دقيقه و فـاز متحـرك بـه صـورت      ميلي 1/1حلال نيز 
اســـيد و  ايزوكراتيـــك، حـــاوي آب، متـــانول، اســـتيك   

ميــزان دو . بــود) درصــد 5/0: 5/1: 15: 83(آمــين  اتيــل تــري
ــه  هــاي مــورد  آلكالوئيــد آتــروپين و اســكوپولامين در نمون

) 5شـكل  (بررسي بر اساس سطح زير منحني به دست آمـده  
منحنـي  . با استفاده از منحني استاندارد آنها محاسـبه گرديـد  

ــب       ــي دو تركي ــر منحن ــطح زي ــاس س ــز براس ــتاندارد ني اس
استاندارد، آتروپين سولفات و اسكوپولامين هيدروبرومايد، 

  .ليتر رسم شد گرم بر ميلي ميلي 1و  5/0، 2/0در سه غلظت 
  

  تجزيه و تحليل آماري
تكرار از حداقل سه نمونه مسـتقل  ها با سه  كليه آزمايش
افــزار  هــا بــا اســتفاده از نــرم مقايســه ميــانگين. انجــام گرفــت
MSTAT-C    دار بـودن   و آزمون دانكن جهـت تعيـين معنـي

  .انجام شد  >01/0p و >05/0pها در سطح  تفاوت
  
  نتايج

  ها اسيد بر رشد گياهچه اثر تيمار ساليسيليك
مـولار، بـه    يلـي اسيد تا يـك م  افزايش غلظت ساليسيليك

دار موجب كاهش طول و وزن تر اندام هوايي هر  طور معني
ــد   دو گــروه گياهچــه هــاي جمعيــت واز و گرمســتان گردي

)05/0p< .(    طول و وزن تر ريشه نيـز در هـر دو گـروه واز و
اسيد كاهش يافـت و   گرمستان با افزايش غلظت ساليسيليك
) مـولار  ميلـي  1(اسـيد   حتي در بالاترين غلظـت ساليسـيليك  

  ).1جدول (ميزان ريشه بسيار ناچيز بود 

  
هاي مختلف  هاي جمعيت واز و گرمستان در غلظت و آنتوسيانين كل در گياهچه bو  a مقايسه طول و وزن تر اندام هوايي و ريشه، كلروفيل -1جدول 

  ).ستا≥p 05/0سطح  دار در دهنده تفاوت معني حروف متفاوت در هر ستون نشان(اسيد  ساليسيليك

  گياه
  اسيد ساليسيليك

)mM(  

  آنتوسيانين  (mg g-1 FW)كلروفيل  ريشه اندام هوايي
 طول

)cm(  
 وزن تر

)g(  
 طول

)cm(  
 وزن تر

)g(  
  b  mmol g-1 FWكلروفيل   aكلروفيل 

  واز

0  698/2 ab 2758/0 a 998/6 a 2236/0 a 455/0 d 152/0 c 07/0 c 

01/0  898/1 b 1958/0 abc 064/7 a 1576/0 b 731/0 c 260/0 bc 08/0 bc 

1/0  770/1 bcd 2552/0 ab 614/5 b 0518/0 c 567/0 cd 215/0 bc 08/0 bc 

1  9760/0cd 0324/0 c 0 d 0 d -  - - 

  گرمستان

0  444/3 a 2844/0 a 730/6 a 1498/0 b 786/0 bc 309/0 ab 11/0 a 

01/0  112/2 b 2198/0 abc 964/6 a 1522/0 b 155/1 a 407/0 a 10/0 ab 

1/0  810/1 bc 0744/0 bc 098/2 c 011/0 d 024/1 ab 382/0 a 11/0 a 

1  8900/0 d 0338/0 c 0d 0d -  -  - 
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اسيد بـر ميـزان    هاي مختلف ساليسيليك اثر غلظت
  ها و آنتوسيانين گياهچه bو  aكلروفيل 

ــار  ــي 01/0در تيم ــيليك  ميل ــولار ساليس ــي م ــدار اس د مق
دار  نسبت به شاهد در هر دو گروه افزايش معنـي  aكلروفيل 

مـولار   ميلـي  1/0اسـيد بـه    داشت، اما با افـزايش ساليسـيليك  
ميـزان  . داري در مقدار كلروفيـل مشـاهده نشـد    تفاوت معني

هـاي واز و گرمسـتان نيـز اخـتلاف      بين گياهچـه   aكلروفيل
ــي ســطوح  دار داشــت و در گياهــان گرمســتان در تمــام  معن

مقــدار . اســيد نســبت بــه گياهــان واز بيشــتر بــود ساليســيليك
ــل ــيليك  bكلروفي ــاي ساليس ــين تيماره ــيد اخــتلاف  در ب اس

در  aداري نشان نـداده، امـا سـطح آن مشـابه كلروفيـل       معني
ــتان بـــالاتر از واز بـــوده اســـت  تيمارهـــاي . گـــروه گرمسـ

داري بـر مقـدار آنتوسـيانين كـل      اسيد اثـر معنـي   ساليسيليك

اهان واز و گرمستان نداشته، اما به طور كلي مقدار آن در گي
  ).1جدول (گياهان گرمستان بيشتر از واز بوده است 

  
 مـويين هـاي   بـر رشـد ريشـه   اسـيد   اثر ساليسيليك

  تراريخت
هــاي مختلــف   نتــايج حاصــل از مطالعــه اثــر غلظــت    

نشـان داد كـه بـا     مـويين هـاي   اسيد بر رشد ريشه ساليسيليك
هـا بـه طـور قابـل      اسيد رشد ريشه اليسيليكافزايش غلظت س

ــالاترين غلظــت   ريشــه. اي كــاهش يافــت ملاحظــه ــا در ب ه
نه تنهـا از خـود رشـد نشـان     ) مولار ميلي 1(اسيد  ساليسيليك

دليل تخريب بافتي رنـگ آنهـا تيـره    ه ندادند، بلكه احتمالاً ب
شده و اغلب از وزن تر كمتـري نسـبت بـه وزن اوليـه خـود      

  ).2شكل (د برخوردار بودن
  
  

  
  تراريخت مويينهاي  اسيد بر تغييرات وزن تر ريشه اثر ساليسيليك -2شكل 

  ).است≥p 05/0سطح  دار در دهنده تفاوت معني حروف متفاوت نشان(

  
هـاي   و انـدام  مويينهاي  توليد آلكالوئيد در ريشه

  ها گياهچه
نتايج بررسي آتروپين و اسكوپولامين توليد شده تحـت  

اسـيد نشـان داد كـه محتـواي آتـروپين       ر ساليسيليكاثر تيما
اسـيد بـه    هاي تراريخت با افـزايش غلظـت ساليسـيليك    ريشه

؛ بـه طـوري كـه در    )3شكل (داري افزايش يافت  طور معني
اسيد، مقدار آتروپين ايـن   مولار ساليسيليك ميلي 1/0حضور 
بيشـترين  . گرم در گـرم وزن تـر رسـيد    ميلي 35/0ها به  ريشه

 01/0هــاي تراريخــت در تيمــار  اســكوپولامين ريشــهمقــدار 
گـرم در گـرم    ميلـي  23/0اسيد مشاهده شـد كـه    ساليسيليك
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دار  وزن تر بود و در تيمارهاي بالاتر به شدت كـاهش معنـي  
  .نشان داد

هاي جمعيـت واز و گرمسـتان و    در اندام هوايي گياهچه
داري در مقــدار  همچنــين ريشــه گياهــان واز اخــتلاف معنــي

اسـيد   پين توليد شده در تيمارهاي مختلـف ساليسـيليك  آترو
ــد ــاهده نش ــان، در  . مش ــروپين در گياه ــالاترين غلظــت آت ب

گـرم در گـرم وزن    ميلـي  06/0(هاي گياهان گرمسـتان   ريشه
هــا مقــدار آتــروپين در  مشــاهده شــد كــه در ايــن ريشــه) تــر

داري كاهش  اسيد به طور معني هاي بالاي ساليسيليك غلظت
رين مقدار اسكوپولامين در بين دو گروه گيـاهي  بيشت. يافت

گـرم   ميلـي  09/0در ريشه گياهان گرمستان مشاهده شد كـه  
هاي هوايي ايـن گياهـان تنهـا در     بخش. در گرم وزن تر بود

ــت  ــي 01/0غلظ ــي   ميل ــزايش معن ــولار اف ــزان  م داري در مي
اسكوپولامين توليد شده نسبت بـه تيمـار شـاهد خـود نشـان      

گيري مقـدار اسـكوپولامين توليـد شـده در      زهدر اندا. دادند
داري  هاي گياهان واز نيز اختلاف معنـي  اندام هوايي و ريشه

  .مشاهده نشد

ــيليك  ــابي ساليسـ ــت انتخـ ــالاترين غلظـ ــيد  در بـ  1(اسـ
بــه دليــل فقــدان ريشــه و عــدم رشــد مناســب  ) مــولار ميلــي

  .ها امكان بررسي محتواي الكالوئيدي وجود نداشت گياهچه
اسـيد،   لـي، در حضـور تيمارهـاي ساليسـيليك    به طـور ك 

هاي تراريخت و بعـد از   بيشترين مقدار آلكالوئيدها در ريشه
. هـاي گياهـان جمعيـت گرمسـتان مشـاهده شـد       آن در ريشه

ــه    ــود در ريش ــكوپولامين موج ــروپين و اس ــدار آت ــاي  مق ه
هـاي مختلـف    دار بيشتر از اندام تراريخت به طور كاملاً معني

هـاي   كه كمينه اين اختلافات بـا گياهچـه   گياهان بوده است
از . هــاي واز بــوده اســت گرمســتان و بيشــينة آن بــا گياهچــه

هـاي تراريخـت مقـدار     طرفي، نتايج نشـان داد كـه در ريشـه   
ــه در     ــالي ك ــوده، در ح ــكوپولامين ب ــتر از اس ــروپين بيش آت

هـا، سـطح اسـكوپولامين بـالاتر از سـطح       اندامهاي گياهچـه 
گر چه مقدار هريك از اين آلكالوئيـد  آتروپين بوده است؛ ا
هـا   چند برابر بـالاتر ازگياهچـه   مويينهاي  به تنهايي در ريشه

  ).4و  3هاي  شكل(بود 

  

  
  تراريخت مويينهاي  ها و ريشه اسيد بر ميزان آتروپين در اندام هوايي و ريشه گياهچه تيمار ساليسيليك تأثير -3شكل 

  .مقدار ناچيز: N.D). است≥p 05/0دار در سطح  نيدهنده تفاوت مع حروف متفاوت نشان(
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تراريخت  مويينهاي  ها و ريشه تيمار ساليسيليك اسيد بر ميزان اسكوپولامين در اندام هوايي و ريشه گياهچه تأثير -4شكل 

  .مقدار ناچيز: N.D). است≥p 05/0دار در سطح  دهنده تفاوت معني حروف متفاوت نشان(
  

  
  مولار ميلي 1/0تراريخت در تيمار  مويينهاي  آتروپين و اسكوپولامين حاصل از ريشه HPLCاتوگرام نمونه كروم -5شكل 

  مربوط به آتروپين 4و شماره   min] 5/0±5/5-[RTمربوط به اسكوپولامين  3سطح زير منحني شماره (اسيد  ساليسيليك
 min] 5/0±5/11-[RT است .(RT: Retention Time.  
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  بحث
ــأثير ــر رشــد گياهچــه ساليســيليك ت هــا و  اســيد ب
  هاي تراريخت ريشه

رسـاني در   اسيد به عنوان يك ملكول علامت ساليسيليك
استفاده از اين اسـيد بـه   . هاي دفاعي گياهان نقش دارد پاسخ

هـاي دفـاعي، از    عنوان محرك خارجي، بيان بسـياري از ژن 
پروپانوئيـدها را افـزايش    هاي مسير بيوسنتزي فنيـل  جمله ژن

و  Manthe ،1992در سـال  ). Wen et al., 2005(دهـد   مي
بعـد از   .Vicia faba Lهمكاران گـزارش دادنـد كـه رشـد     

درصد كاهش  25اسيد حدود  هفت روز تيمار با ساليسيليك
ــي ــد م ــان. ياب ــان داد،     هم ــق نش ــن تحقي ــايج اي ــه نت ــور ك ط

ها و  گروه گياهچهمنفي بر رشد هر دو تأثير اسيد  ساليسيليك
هـاي مختلفـي    گـزارش . هـاي مويينـه شـابيزك داشـت     ريشه

اسـيد، افـزايش توليـد     وجود دارد مبني بر اينكه ساليسـيليك 
 مـويين هـاي   ها را در كشت سلول، بافت و ريشـه  فيتوالكسين
 ,.Lee et al., 2001 and Alvarez et al)شـود   باعـث مـي  

به عنوان يـك  ) در محيط(اسيد خارجي  ساليسيليك. (2000
هاي دفاعي است و همچنين به  كنندة ژن سيگنال ملكول فعال
ــده  ــوان مهاركنن ــت   عن ــيلن اس ــنتز ات ــابراين، . اي در بيوس بن

تواند يا به طور مستقيم بـا مهـار بيوسـنتز     اسيد مي ساليسيليك
اتيلن عمل كنـد و يـا بـه طـور غيـر مسـتقيم بـا فعـال كـردن          

تركيبـات مختلـف در   هاي دفاعي منجر به القاي تشـكيل   ژن
  .گياه گردد
تـأثير  تراريخت نيز با توجه به اينكـه   مويينهاي  در ريشه
 1/0اسـيد باعـث كـاهش رشـد آنهـا در غلظـت        ساليسيليك

تـوان   مولار شد، مي ميلي 1مولار و توقف رشد آنها در  ميلي
بيان كرد كه در غلظت بالاي ايـن تركيـب، بـه علـت ايجـاد      

ريشه موجب ممانعت رشـد و   تنش و نيز آسيب شديد بافت
 Kangنيز  2004در سال . كاهش متابوليسم سلول شده است

هاي بـالاي   و همكاران گزارش كردند كه استفاده از غلظت
 مــويينهــاي  منفــي بــر رشــد ريشــهتــأثير اســيد  ساليســيليك

Scopolia parviflora هـاي   كـاربرد خـارجي غلظـت   . دارد
هاي مويينه  د ريشهاسيد موجب افزايش رش پايين ساليسيليك

 شـده اسـت   Cataranthus roseusتراريخت گياهاني مانند 
(Echevaria-Machado et al., 2007)  اثـــر متفـــاوت

هـاي   اسـيد بـر رشـد ريشـه     يليكهاي مختلـف ساليس ـ  غلظت
ــويين ــه علــت نقــش آن در مســير   تراريخــت مــي م ــد ب توان
اسيد در غلظـت   رساني سلولي باشد، زيرا ساليسيليك علامت

رساني سلول سودمند است، اما در غلظت   يين براي علامتپا
  .شود بالا موجب اختلال در رشد مي

  
  و آنتوسيانين كل bو  aسنجش كلروفيل 

 2003و همكـــاران در ســـال  Moharekarدر تحقيقـــي 
اسـيد خـارجي بـه     نشان دادند كه اضـافه كـردن ساليسـيليك   
ــه  aمحــيط باعــث كــاهش نســبت كلروفيــل   ــزايش  bب و اف

. شــود هــاي گنــدم و لوبيــا مــي رســت روتنوئيــدها در دانــهكا
رسان در فعال  اسيد به عنوان يك تركيب علامت ساليسيليك
ها عمـل   هاي دفاعي گياهان و توليد فيتوالكسين كردن پاسخ

طـور كـه در    ، امـا همـان  )Alvarez et al., 2000(كنـد   مـي 
قسمت نتايج بيان شد، مقدار كلروفيل و آنتوسـيانين كـل در   

تيمــار تــأثير هــاي جمعيــت واز و گرمســتان تحــت  گياهچــه
اسـيد تفـاوت چنـداني را نشـان نـداد و حتـي در        ساليسيليك

در مقايسه بـا   bبه  aمولار نسبت كلروفيل  ميلي 01/0غلظت 
 Šestákنتــايج تحقيقــي كــه توســط  . شــاهد افــزايش يافــت

انجام شد، نشان داد كـه حضـور    1960در سال   Ullmannو
كشــت بــر مقــدار  هــاي رشــد گيــاه در محــيط هكننــد تنظــيم
گـذارد و   ميتأثير ين و كلروفيل گياهان گندم و جو آنتوسيان

باعـــث كـــاهش مقـــدار آنتوســـيانين و افـــزايش كلروفيـــل 
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نيـز   Oxalis disparدر كشت بافـت   D-2,4 تأثير. گردد مي
بنابراين، ). Sunderland, 1966(مشابه اين نتايج را نشان داد 

هاي رشد در  كننده ر نيز احتمالاً وجود تنظيمدر تحقيق حاض
اسـيد   اثر كاهشي ساليسـيليك ) از جمله اكسين(كشت  محيط

بر مقدار كلروفيل و همچنين اثر افزايشي آن بـر آنتوسـيانين   
  .گياه را از بين برده است

  
هـاي   مقايسه آلكالوئيدهاي توليد شـده در نمونـه  

  مورد بررسي
ــان  ــ   هم ــان داد ب ــايج نش ــه نت ــور ك ــت  ط ــزايش غلظ ا اف

ــيليك ــكوپولامين در   ساليسـ ــروپين و اسـ ــدار آتـ ــيد مقـ اسـ
يابد، اما ايـن افـزايش رابطـه     هاي تراريخت افزايش مي ريشه

اسيد مقدار  هاي بالاي ساليسيليك خطي نداشت و در غلظت
و  Leeنتـايج  . كنـد  آلكالوئيدها بـه شـدت كـاهش پيـدا مـي     

ت بـالاي  نشـان داد كـه در غلظ ـ   2001همكاران نيز در سال 
هـاي   اسيد بـا وجـود كـاهش شـديد رشـد ريشـه       ساليسيليك

، مقدار زيادي اسكوپولامين و Atropa belladonna مويين
اين نتيجـه بيـانگر   . شود هيوسيامين در محيط كشت آزاد مي

اســيد، رشــد  هــاي بــالاي ساليســيليك آن اســت كــه غلظــت
هــاي مســير  كنــد، امــا فعاليــت آنــزيم هــا را مختــل مــي ريشــه
نتزي تروپــان آلكالوئيــدها همچنــان ادامــه دارد و ايــن بيوســ

البته، ايـن  . شوند تركيبات توليد و به محيط كشت ترشح مي
اسـيد، تروپـان    هـاي پـائين ساليسـيليك    دانشمندان در غلظت

از طرفـي،  . كشت مشـاهده نكردنـد   آلكالوئيدها را در محيط
توليد  2005و همكاران در سال  Dhakulkarنتايج مطالعات 

هـاي   هاي ثانويه را در كشـت ريشـه   يزان بالايي از متابوليتم
شت سـلول، كـالوس و   نسبت به ك Datura innoxia مويين

  .گياه نشان داد

در تحقيق حاضر كه بر مقايسه همزمان دو سيستم كشت 
هاي تراريخت متمركـز بـود، ضـمن     گياهچه نوپديد و ريشه

در ريشــه  تاييــد بــالا بــودن ميــزان توليــد تروپــان آلكالوئيــد
تراريخــت شــابيزك، مشــخص شــد كــه در شــرايط يكســان 

هاي تراريخت نسبت به ريشه طبيعي يـا   ميزان توليد در ريشه
كه  مويينهاي  برخلاف ريشه. اندام هوايي بسيار بالاتر است

ــوده، در   در آنهــا مقــدار آتــروپين بيشــتر از اســكوپولامين ب
اسـت،   گياهان سطح اسكوپولامين بالاتر از سـطح آتـروپين  

هـاي   اما با وجود اين، باز هم مقدار اين آلكالوئيـد در ريشـه  
  . بالاتر بوده است مويين

هـاي   بـا آزمـايش   Vargasو  Mendoza، 1995در سال 
خــود نشــان دادنــد كــه بــين توليــد اســكوپولامين و فعاليــت 
فتوسنتزي رابطه مستقيمي وجـود دارد و در حقيقـت، توليـد    

به  aنسبت كلروفيل (كلروفيل اسكوپولامين با افزايش سطح 
b (رود كه فعاليـت   از طرفي، احتمال مي. نسبت مستقيم دارد

اي از سنتز اسكوپولامين را كـه بـه وسـيله     فتوسنتزي، مرحله
شــود،  بتــا هيدروكســيلاز كاتــاليز مــي -6  آنــزيم هيوســيامين

تحريك نموده، يا سرعت تخريب اسـكوپولامين را كـاهش   
  .دهد مي

و همكــاران در تحقيقــي بــر روي     Palazonهمچنــين 
Duboisia  ــال ــه 2003در سـ ــه بـ ــق بـ دســـت آوردن  ، موفـ

هايي از اين گياه شدند كه توليد بالايي از اسكوپولامين  لاين
ــان داد ــت    . را نش ــزايش فعالي ــه اف ــد ك ــنهاد كردن ــا پيش آنه
بتا هيدروكسيلاز در اين گياهان ممكن اسـت   -6  هيوسيامين

بـه اسـكوپولامين منجـر شـود و     به تبديل بيشـتر هيوسـيامين   
خـوردي بـر روي    احتمال دارد هيوسيامين يـك تنظـيم پـس   

تجمع اسكوپولامين در گياه داشته باشد كه با افزايش آنزيم 
بتا هيدروكسيلاز و با توليد اسكوپولامين ايـن   -6 هيوسيامين
در حقيقـت بـين فعاليـت    . خوردي نيز برداشته شود مهار پس
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ــزيم  ــا آن ــزيم ي  ــ آن ــاي مس ــه  ؤه ــيامين ب ــديل هيوس ول در تب
  اسكوپولامين با محتواي هيوسـيامين همبسـتگي وجـود دارد   

(Dechaux et al., 2005; Palazon et al., 2003).  
ــر    ــتان ازنظ ــه واز وگرمس ــك دو منطق ــي اكولوژي بررس

و عناصـر موجـود در    pHرطوبت، بارندگي، بافـت خـاك،   
نشــان ) 1383(خــاك در مطالعــات كريمــي و همكــاران    

دهد كه اين دو منطقه از نظر رطوبت، بارنـدگي و بافـت    مي
خاك اندكي متفاوتند؛ به اين صورت كه از غرب بـه شـرق   

شود و دماي  هاي البرز از ميزان بارندگي كاسته مي كوه رشته
هـايي كـه ايـن     سـازگاري  بعضـي از . يابـد  محيط افزايش مي

 گياهان با شرايط محيطي خود پيدا كردند، احتمـال دارد بـه  
هـاي   طور اكتسابي به نسل بعد منتقـل شـده باشـد و در نسـل    

هاي ما نيز با وجـود اسـتفاده    در بررسي. بعدي نيز ظاهر شود
هـا در   از كشت مشابه و شـرايط يكسـان، بـروز ايـن تفـاوت     

بذرهاي دو جمعيت واز و گرمستان مشاهده شد، اما اين كـه  
ن گياهـان  مانند و چه زماني اي ها تا چه زماني باقي مي تفاوت

ــد،  كشــت بــر مــي نوپديــد بــه شــرايط يكســان محــيط  گردن
  .نامشخص است

  
  

  بندي نهايي جمع
اسيد افـزايش توليـد تروپـان     استفاده از تيمار ساليسيليك

آلكالوئيــدها را ســبب شــد؛ بــه نحــوي كــه بيشــترين مقــدار 
گرم بـر گـرم    ميلي 35/0(مولار  ميلي 1/0آتروپين در غلظت 

و بيشترين مقدار اسـكوپولامين   ويينمهاي  در ريشه) وزن تر
ميلـي   01/0تراريخـت در غلظـت    مـويين هـاي   نيز در ريشـه 

. گرم در گرم وزن تـر بـوده اسـت    ميلي 22/0مولار به مقدار 
هـاي گرمسـتان از نظـر توليـد      ها نيز، گياهچه در بين گياهچه

آلكالوئيدها بهتر از گياهان واز بودند كه بيشـترين آتـروپين   
هاي پايين و  بوط به ريشه اين گياهان در غلظتتوليد شده مر

هـاي گياهـان    بيشترين اسكوپولامين توليد شده نيز در ريشـه 
ايـن نتـايج   . مولار مشاهده شـد  ميلي 1/0گرمستان در غلظت 
دهنده تثبيت ژنتيكي صفاتي باشد كـه هـر    ممكن است نشان

ــت در محــيط طبيعــي خــود كســب     ــن دو جمعي يــك از اي
هـاي   د ايـن محتـواي آلكالوئيـدي انـدام    بـا وجـو  . انـد  نموده

هاي  مختلف گياهان قابل قياس با محتواي آلكالوئيدي ريشه
توانـد بـه عنـوان     اسيد مـي  بنابراين، ساليسيليك. نيست مويين

و  مـويين هـاي   هاي كشت ريشـه  تيماري مناسب براي سيستم
  .استخراج آلكالوئيدهاي مورد نظر از آنها استفاده گردد

  منابع
. و كريمــي، ف. ، رهنمــا، ح.، شــريفي، م.چاشــمي، ن اناحمــدي

تروپـان آلكالوئيـدها از طريـق كشـت      توليـد بررسي ) 1386(
بـا   (Atropa belladonna) گياه شابيزكتراريخته  هاي ريشه

دومــين همــايش . Agrobacterium rhizogenesاز  اســتفاده
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  .تهران ،تهران

گياهــان دارويــي بــا روش كشــت، برداشــت، ) 1370. (زمــان، س
 ،انتشـارات ققنـوس  . گيـاه  256داشت و شرح مصـور رنگـي   

  .تهران
 .و نظــري، ف. ، امينــي اشــكوري، ط .، زينــالي، ا.كريمــي، ف

ــ بررســي اكولوژيــك و تعيــين درصــد مــواد ) 1383( ثره ؤم
گياه شابيزك، ( اقتصادي -هاي دارويي گياهان واجد اولويت

 Atropa belladonna .(   ــهيد ــد ش ــگاهي، واح ــاد دانش جه
  .بهشتي، تهران
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Abstract 

Most Solanaceae plants produce a range of biologically important alkaloids including nicotine and 

tropane alkaloids, such as hyoscyamine (atropine) and scopolamine. These alkaloids are used for 

their medicinal properties. Atropa belladonna is a medicinally important herbaceous plant that 

produces high amount of tropane alkaloids in roots. In this research, Atropa belladonna explants 

were obtained from sterilized seedlings in the modified Murashige and Skoog (MS) solid medium. 

The seeds were collected from Vaz and Garmestan regions of Mazandaran Province, Iran. Explants 

were cultured for four weeks on a modified MS solid medium, containing different concentrations 

of salicylic acid (0, 0.01, 0.1 and 1 mM). In addition, hairy roots of Atropa belladonna that was 

established by transformation with Agrobacterium rhizogenes, were cultured in MS medium for two 

weeks. Then the production of two tropane alkaloids, atropine and scopolamine, in different parts of 

neoformed plants were assayed by HPLC method. Generally, tropan alkaloids content in hairy roots 

was considerably higher compared to those contents in plants. Although Garmestan population was 

better than Vaz group, the amount of atropine in hairy roots was influenced by salicylic acid as high 

as 5 to 35 times of produced atropine in different parts of plants. The scopolamine content in the 

hairy roots was 2-30 times higher than in plant organs. In conclusion, it is suggested that, hairy root 

lines 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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