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 چکیده

اهميت . با توجه به استعمدتاً پرهزینه، مشکل و غيرممکن  های شيميایيهای ثانویه از طریق روشانبوه متابوليت توليد سریع و
های ين و استفاده از محركیهای موکشت ریشه مانندها و توليد اندك آنها در گياهان دارویي، راهکارهایي اقتصادی این متابوليت
 Atropa)آلکالوئيد آتروپين در شابيزك تروپان تجمع . پيشنهاد شده استها این متابوليتبرای افزایش  زیستي و غيرزیستي

belladonna L.) با استفاده از سویه پژوهش. در این هميت زیادی در صنعت داروسازی داردا ،A7 باکتری آگروباکتریوم رایزوژنز 
(Agrobacterium rhizogenes) آزمون  وسيلهبههای مویين تراریختي ریشه. شد، ریشه مویين تراریخت در گياه شابيزك توليدPCR 

یخت نشان رهای مویين ترارا در ریشه rolBبرای ژن  bp780صحت تکثير قطعه  PCRقرار گرفتند. نتایج حاصل از آزمون  دیيتأمورد 
 08و  20و زمان تيمار در د اسيدساليسيليك ميکرومولار( 233 و 223 ،122 )صفر، مختلف یهاغلظتثر ا ،این تحقيقدر ادامه  داد.

های بررسي شد. داده شابيزكهای مویين در ریشه اکسيدانيهای آنتيو فعاليت آنزیمگياه  ميزان رشد، بر ميزان توليد آتروپين ساعت
نشان داد تجزیه واریانس نتایج  .تجزیه واریانس شدندتصادفي با سه تکرار  صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً بهآوری شده جمع
اثر متقابل و پراکسيداز  . اثر زمان بر ميزان آتروپين و آسکوربات(P<0.01)دار بود بر کليه صفات معنياثر غلظت اسيدساليسيليك که 

های مختلف غلظتنتایج نشان داد که اثر  . (P<0.01, 0.05)بود دارپراکسيداز معني گایاکول و آتروپين، کاتالاز ميزاندر زمان بر  تيمار
و تر  وزن زانيم نیکمترهای شاهد شد و های مویين در مقایسه با کشتدار رشد ریشهموجب کاهش معني طورکليبهاسيدساليسيليك 

 و 26/6) با شاهد سهیدر مقا كيليسيسالدياس کرومولاريم 233 غلظت درگرم(  108/3و  27/2) نیيمو یهاشهیرخشك 
 223تيمار  در( شاهد بيشتر از برابر 11) آتروپين ميزان بيشترین، GC/MS ناليزبراساس آحال، . بااینآمد بدست( گرم220/3

به  داز،يپراکس اگولیکاتالاز و گا میآنز تيفعال زانيم نیشتريببدست آمد.  ساعت 20در مدت زمان  اسيدساليسيليك ميکرومولار
آسکوربات  میآنز تيفعال زانيم نیشتريبساعت و  20به مدت  كيليسيدسالياس کرومولاريم 122و  223 هایدر غلظت بيترت

 شود کهباط مينبراساس نتایج، چنين است .در مقایسه با شاهد بدست آمد كيليسيدسالياس کرومولاريم 223 غلظتدر  دازيپراکس
اما شده  هیثانو یهاتيمتابول ديتول كیبوده و باعث تحر ديسلول مف يرسانعلامت یبرا ن،یيپا یهادر غلظت كيليسيدسالياس محرك

 .شوديم نیيمو یهاشهیبالا، موجب اختلال در رشد ر یهاغلظت در
  

 ، ریشه مویيناکسيدانيهای آنتيآنزیم ،اليسيتور، ديآلکالوئ ،آگروباکتریوم رایزوژنز های کليدی:واژه
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 مقدمه
متعلق به  )L. Atropa belladonna(گياه شابيزك 

است و یکي از منابع  (Solanaceae)زميني سيبخانواده 
شود. جنس تروپاني محسوب مي یدهايآلکالوئاصلي توليد 

 Royle Atropa acuminate ،Atropa گونه 0آتروپا حاوی 

L belladonna،Wilk baetica Atropa وAtropa  

 Tem-Schonb pallidiflora مدیترانه،  منطقهاست که در
 et alMaqbool ,.) آسيا پراکنده هستندجنوب اروپا و 

 ی تروپاني مهم در شابيزكدهايآلکالوئیکي از  .(2014
 بازکننده مردمك چشم، دارای خواصباشد که آتروپين مي

درد  دهندهنيتسکضد تشنج، اسپاسم، ، ضد کولينرژیك آنتي
های . همچنين در درمان بيماریستا بخشآرامو 

و رفع التهاب های معده درد، پادزهر مارگزیدگيپارکينسون، 
20., 20et al Zarei ) شودمياستفاده ناشي از سوختگي 

Prasad, 2013 Rani &) .های متداول توليد یکي از روش
شوند تلقيح ای که در ریشه ساخته ميهای ثانویهمتابوليت

) Agrobacteriumآگروباکتریوم رایزوژنز  لهيوسبه نمونهزیر

)rhizogenes  2006(است Teixeira da Silva,(. 
آگروباکتریوم رایزوژنز یك باکتری گرم منفي و خاکزی است 
که با انتقال ژن مولد اکسين به گياه ميزبان با توليد مقدار زیاد 

های محرك رشد، افزایش نسبت به سایر باکتری IAAاکسين 
) alet Abdala ,.شود رشد و انشعابات ریشه را باعث مي

سرعت رشد بالا، انشعابات فراوان، نگهداری آسان . (2003
های گياهي، پایداری ژنتيکي و در محيط عاری از هورمون

 et (Xo استهای مویين از مزایای کشت ریشه بيوسنتزی

2009) .,al.  اما در بيشتر مواقع، توليد آلکالوئيدها در مقياس
های زیستي تجاری کم است و برای افزایش، نياز به محرك

های علاوه بر پاسخ تورهايسيال. داردبرای توليد  غيرزیستيو 
های ثانویه مانند تروپان دفاعي، توانایي القای تجمع متابوليت

استفاده از  .(2012et alai K ,.) دارند عهدهرا به  دهايآلکالوئ
مؤثر و  راهبردهای مختلف زیستي و غيرزیستي یك محرك

های باارزش افزایش توليد و انباشت متابوليت مفيد برای
آوردن  به دست باشد که با کاهش زمان لازم برایميي یدارو

بالایي از این ترکيبات و افزایش سرعت توليد  یهاغلظت

زیستي و  یهامحرك .( 2012et alCai ,.) همراه است آنها
با تنظيم ميزان بيوسنتز، تجمع و انتقال واکوئلي  غيرزیستي

 دهندمتابوليسم اوليه و ثانویه گياه را تحت تأثير قرار مي
(., 2017et alFarag ) .با  تواننديممختلف  یهامحرك

فعال اکسيژن  یهاگونهایجاد تنش اکسيداتيو منجر به توليد 
(ROS( ،يد القای مسيرهای انتقال علامت و در نهایت تول

  et al.( Kamalipourazad,. های ثانویه شوندمتابوليت

 (هيدروکسي بنزوئيك اسيد-2)ساليسيليك اسيد (2016 
های رسان است که بسياری از فعاليتمولکول علامت

فيزیولوژیك مهم گياه مانند رشد، تمایز و متابوليسم را تنظيم 
این ترکيب فنلي قادر است با   let a.(Lui(2018 ,. کندمي

های سازوکاربسياری از  یسازفعالدر  هاژنتحریك بيان 
  .دفاعي در گياه نقش کليدی ایفا کند

های ثانویه از انبوه متابوليت به اینکه توليد سریع و نظر
عمدتاً پرهزینه، مشکل و  های شيميایيطریق روش

این دليل اهميت اقتصادی  و نيز به استغيرممکن 
ها و توليد اندك آنها در گياهان دارویي، متابوليت

ين و استفاده از یهای موکشت ریشه مانندراهکارهایي 
این  تواند توليدهای زیستي و غيرزیستي ميمحرك

، اثر پژوهشدر این  ها را بهبود ببخشد. بنابراینمتابوليت
آلکالوئيد آتروپين،  ساليسيليك براسيد مختلف هایغلظت

اکسيداني های آنتيو فعاليت آنزیم تودهستیزن ميزا
 .شد بررسيهای مویين گياه شابيزك ریشه

 

 هامواد و روش

 تهیه مواد گیاهی
بذرهای گياه شابيزك از شرکت پاکان بذر اصفهان تهيه 

 ابتداو شکست خواب،  زنيجوانهتسریع  منظوربهگردید. 

سپس  ،ساعت در آب خيس شدند 20 بذرها به مدت
 1 مدتبلافاصله بذرها را در کيسه پلاستيکي قرار داده و به

 .گراد نگهداری شدنددرجه سانتي 0ماه در یخچال با دمای 
درصد به  23 اسيدسولفوریكبذرها با  پس از طي مدت،

تيمار شده، در زیر هود  بذرهایشدند،  دقيقه تيمار 2مدت 
 13مدت درصد و به 23دقيقه در اتانول  1لامينار به مدت 
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 ضدعفونيدرصد کلر فعال  2/2دقيقه در هيپوکلریت سدیم 
پس از سه بار آبکشي با آب مقطر  بذرها، درنهایت. ندگردید

درصد ساکارز و  0حاوی  MSاستریل، در محيط کشت 
اتاق رشد با و در  (a-1)شکل شدند درصد آگار کشت  2/3

ساعت  16نوری  دورهگراد و درجه سانتي 22دمای 
نگهداری  زنيبرای جوانه ساعت تاریکي 8و  روشنایي
 شد انجامزني جوانه بذرهاپس از کشت  هفته سهشدند. 

 .(b-1شکل )
 

 زکیشابکوتیلدونی  هایریزنمونهدر  مویین هایالقای ریشه
 A7ين در شابيزك از سویه یهای موالقای ریشه منظوربه

 منظوربه آگروباکتریوم رایزوژنز به روش تزریقي استفاده شد.
انجام تلقيح، باکتری در محيط  برایباکتری  یسازآماده

انکوباتور  ساعت داخل 08مدت بهکشت و جامد  LBکشت 

 روش در. نگهداری شدگراد درجه سانتي 28با دمای 
تهيه و با  ایهفتهیكکوتيليدوني  هایریزنمونهتزریقي، 

د در جام LBاستفاده از سرنگ انسولين آغشته به باکتری در 
 ایجاد شد یيهازخمکوتيليدوني  هایریزنمونهبخش پشتي 

تلقيح شده بر روی محيط  هاینمونهریز. سپس (c -1)شکل 
مدت گرم بر ليتر آگار کشت و به 2حاوی  جامد MSکشت 

درجه  22دمای  داخل انکوباتور با در ،ساعت 08
 منظوربه آنگاهگراد و شرایط تاریکي نگهداری شدند. سانتي

آب مقطر استریل حاوی  وسيلهبه هاریزنمونهحذف باکتری، 
گرم در ليتر ميلي 033بيوتيك سفوتاکسيم با غلظت آنتي

جامد عاری از هورمون  MSشستشو و به محيط کشت 
هفته  2 گرم در ليتر سفوتاکسيم منتقل شدند.ميلي 033حاوی 

 شدند های مویين ظاهرریشه تدریجبه، هاریزنمونهپس از تلقيح 

  .(d -1)شکل 

 

 

 b) ،جامد MSکشت شابیزک در محیط  بذرهای کشت a) شابیزک: کوتیلدونی هایریزنمونههای مویین در القای ریشه -1شکل 

 A7با سویه  شابیزکاستریل  یمادر یهااز گیاهچه جداشده یهاتلقیح کوتیلدون( MS ،cرشد کرده در محیط  ایهفتهیکهای گیاهچه
های مویین توسعه رشد ریشه( e ،جامد MSمحیط تکی و لاین مجزا در  صورتبهدار ریشه ریزنمونهانتقال  (d، رایزوژنز اگروباکتریوم

 عیما MS 1/2های مویین رشد کرده در محیط ریشه (f ،جامد MSدر محیط 

Figure 1. Induction of hairy roots in A. belladonna cotyledon explants: a) seed sowing in solid MS culture 

medium, b) One-week-old seedlings grown in MS, c) Inoculation of cotyledons isolated from sterile mother 

plants of A. belladonna with A7 strain of Agrobacterium rhizogenes d) Transplantation of rooted explants as 

single and separate lines in solid MS, e) Growth development of hairy roots in solid MS, f) Hairy roots grown in 

liquid MS 1/2 
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های بعد از گذشت یك هفته، برای افزایش رشد ریشه
های مویين در محيط کشت جامد، هر یك از ریزنمونه

های مجزا به محيط کشت صورت تکي و لایندار بهریشه
MS  گرم در ليتر ميلي 033جامد عاری از هورمون حاوی

(. زیر کشت e -1)شکل  سفوتاکسيم منتقل گردیدند
. در هر انجام شدید هر هفته یکبار ها در محيط جدریزنمونه

بيوتيك به نصف کاهش داده مرحله از زیر کشت، غلظت آنتي
 23. از ميان انجام گردیدشد. عمل زیر کشت چهار بار مي

لاین ریشه مویين القاء شده، یك لاین پر رشد برای انجام 
 عیما MS 2/1 محيط مراحل بعدی آزمایش انتخاب و در

 .(f -1کشت گردید )شکل 
 

 اعمال محرک اسیدسالیسیلیک
 MS 2/1های محيط کشت برای انجام این آزمایش

 های صفر،حاوی غلظت ( =8/2pHدرصد ساکارز  0) مایع
ميکرومولار اسيدساليسيليك تهيه گردید.  233و  223، 122

 یرهایماهای مویين داخل هر یك از ارلن گرم از ریشه 1
 MS 2/1ليتر محيط کشت ميلي 23ليتری حاوی ميلي 223

تکرار  0های مختلف اسيدساليسيليك، در مایع حاوی غلظت
دور در دقيقه، دمای  113منتقل و داخل شيکر انکوباتور با 

گراد و تاریکي نگهداری شدند. پس از درجه سانتي 22
های مویين از ساعت از زمان تيمار، ریشه 08و  20گذشت 

به  مایع حاوی محرك، خارج و MS 2/1يط کشت مح
مایع عاری از محرك انتقال یافتند.  MS 2/1محيط کشت 

های مویين برداشت و بعد از پس از گذشت دو هفته، ریشه
ها شستشو با آب مقطر و حذف رطوبت اضافي ریشه

 سپس گيری شد.اندازه آنها تر وزنکاغذ صافي،  وسيلهبه
درجه  22روز در دمای اتاق  2های مویين به مدت ریشه
 ثبت گردید. آنهاو وزن خشك  شده خشكگراد هوا سانتي

 
 استخراج آلکالوئید آتروپین

و همکاران  Kamadaبه روش  دهايآلکالوئاستخراج 
( با اندکي تغيير انجام شد. بر اساس این روش، مقدار 1786)
پودر گردید و  و شدهخشكهای مویين گرم از ریشه 2/3

. سپس کلروفرم، شدمنتقل  یتريليليم 133داخل ارلن مایر 
به  1: 2: 12درصد، به نسبت  22متانول و آمونياك 

دقيقه و با دمای  13مدت و به شدهاضافههای گياهي نمونه
 1به مدت  آنگاهالتراسونيك شدند.  گراديسانتدرجه  03

محلول ساعت در دمای اتاق قرار گرفتند. در مرحله بعد، 
 مرتبه دوپس از عبور از صافي و حاوی پودر ریشه مویين 

کلروفرم، برای تبخير  تريليليم 1شستشوی کاغذ صافي با 
دوار(  رکنندهيتبخفاز کلروفرمي از دستگاه روتاری اواپراتور )

 2ته بالن،  شدهخشكو  ماندهيباقاستفاده گردید. به عصاره 
نرمال  1 اسيدسولفوریك تريليليم 2ليتر کلروفرم و ميلي

در مرحله بعد، با ریختن  .به هم زده شد کاملاًو اضافه 
داخل قيف دکانتور دو فاز تشکيل شد.  آمدهدستبهمخلوط 

فاز کلروفرمي جدا و دور ریخته شد و فاز آبي حاوی 
آمونياك  وسيلهبهآن  pHبه یك بشر منتقل و  دهايآلکالوئ

محلول قليایي به  .تنظيم گردید 13تا  درصد روی یخ 22
توسط  مرتبهكیداخل قيف دکانتور ریخته شد و آلکالوئيدها 

ليتر کلروفرم استخراج ميلي 1توسط  دومرتبهليتر و ميلي 2
پس از  آمدهدستبه حاوی آلکالوئيد شدند. فاز کلروفرمي

حذف آب موجود، از  منظوربهافزودن سولفات سدیم خشك 
ليتر ميلي 1-2و کاغذ صافي توسط  شدهدادهصافي عبور 

 وسيلهبه شدهصافکلروفرم شستشو داده شد. محلول 
گراد تبخير و درجه سانتي 03روتاری اواپراتور در دمای 

در شود که آلکالوئيد کل ناميده مي آمدهدستبهماده جامد 
 ليتر متانول خالص حل شد.ميلي 2-1
 

 
 GC/MS آنالیز آلکالوئید آتروپین به روش

جداسازی و شناسایي آتروپين از دستگاه  منظوربه
Packard (HP, Palo Alto, - Hewlett یگاز يکروماتوگراف

CA, USA) مدل ،GC HP 7890A  و کروماتوگراف گازی
مدل  ، Packard–Hewlettسنج جرمي متصل شده به طيف

5975C 5، مجهز به ستون موئينه-HP  متر و قطر  03به طول
استفاده  22/3فاز ساکن  هیلا ضخامت بامتر، ميلي 22/3
گراد و انرژی سانتي درجه 223تزریق  محفظه. دمای شد
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 .بود ولت الکترون 23یونيزاسيون 
 

 های موییناثبات مولکولی ماهیت تراریختی ریشه
های مویين و ریشه ژنومي ریشه DNAبدین منظور، 

به  شدهکشتزني بذرهای حاصل از جوانه ختیاررتريغ

 منظوربه( استخراج شد.  2007et alKhan,.) CTABروش 
های اگروباکتریوم رایزوژنز در ریشه B rolحضور ژن  دیيتأ

انجام ( (PCRمراز ای پليمویين شابيزك، واکنش زنجيره
 bp 780ذیل برای تکثير قطعات  گردید و توالي آغازگرهای

 استفاده شدند. B rolژن 
 

Forward primer: 5', ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA-3', 

Reverse primer: 5', TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3', 

 
 دانیاکسیهای آنتیگیری فعالیت آنزیماندازه

گيری ميزان فعاليت برای تهيه عصاره گياهي جهت اندازه
 Saltveitو  Kangاکسيداني از روش های آنتيآنزیم

. طبق این روش، حدود شدبا اندکي تغيير استفاده  (2332)
ن و به داخل هاون سرد یوزتگرم بافت تر ریشه مویين  2/3

سپس به ميزان پنج برابر آن بافر  ،روی یخ منتقل گردید
HCl)-(Tris 23 2/2با  ليترميلي =Hp ليتر ميلي برحسب

 23کامل سایيده شد. هموژنات به مدت  طوربهاضافه و 
دور  12333، با سرعت گراددرجه سانتي 0دقيقه در دمای 

محلول رویي از رسوب با دقت  .در دقيقه سانتریفوژ گردید
های کاتالاز، گایاکول اليت آنزیمو برای سنجش فع جداشده

 قرار گرفت. استفاده موردپراکسيداز و آسکوربات پراکسيداز 
مخلوط واکنش  :(CAT; EC 1.11.1.6)آنزیم کاتالاز 

 ليترميلي 23پتاسيم  بافر فسفاتليتر ميلي 2/2شامل 
(2=pH) ،23 23درصد و  0پراکسيد هيدروژن  ليترکرويم 

 صورتبهميکروليتر عصاره آنزیمي بود. فعاليت آنزیم کاتالاز 
نانومتر با  203 موجطولدقيقه در  1کاهش در جذب طي 

استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر محاسبه شد. برای سنجش 
 cm1 -(36.6 Mm-1(فعاليت کاتالاز از ضریب خاموشي 

 .(Aebi.1984)استفاده شد 
 :(GPX; EC 1.11.1.7) گایاکول پراکسیداز آنزیم

 23ليتر بافر فسفات پتاسيم يليم 0/1مخلوط واکنش شامل 
، ليترميلي 22ميکروليتر گایاکول  233، (pH=2) ليترميلي
 233و  ليترميلي 133ميکروليتر پراکسيد هيدروژن  233

 گایاکول آنزیم ميکروليتر عصاره آنزیمي بود. فعاليت

 در دقيقه 1 طي جذب، در افزایش صورتبه پراکسيداز
 اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده با نانومتر 023 موجطول

 پراکسيداز گایاکول آنزیم فعاليت سنجش برای. شد محاسبه
Roy )شد  استفاده cm1 -(26.6 Mm-1( خاموشي ضریب از

996.1et al.) 

: ( ;EC1.11.1.11.APX) آنزیم آسکوربات پراکسیداز
 23ليتر بافر فسفات پتاسيم ميلي 2مخلوط واکنش شامل 

 233ميکروليتر پراکسيد هيدروژن،  233، (pH=2) ليترميلي
ميکروليتر  133ميکرومولار و  23ميکروليتر آسکوربات 

عصاره آنزیمي بود. فعاليت آنزیم آسکوربات پراکسيداز 
 273 موجطولدقيقه در  1کاهش در جذب، طي  صورتبه

نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر محاسبه شد. 
برای سنجش فعاليت آسکوربات پراکسيداز از ضریب 

 Nakano and)استفاده گردید  cm1 -(2.8 Mm-1( خاموشي

1981.Asada). 
 

 ها و محاسبات آماریداده تحلیل
تصادفي  کاملاًفاکتوریل در قالب طرح  صورتبهها آزمایش

های حاصل از آزمایش با و داده شدتکرار انجام  0با 
وتحليل قرار مورد تجزیه SAS 9.1افزار استفاده از نرم

ای دانکن گرفت. مقایسات ميانگين توسط آزمون چند دامنه
(DMRT)  افزار از نرم نمودارهاانجام شد و برای رسم

Excel 2013 .استفاده گردید 
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  نتایج
 مویین شابیزک یهاشهیرمولکولی ماهیت تراریختی  دییتأ

درصد محصول  1نتایج آناليز الکتروفورز ژل آگارز 
های تراریخت مراز برای ریشهای پليواکنش زنجيره

را در  B rolمربوط به ژن  bp283احتمالي، حضور قطعه 
های کوتيلدوني با سویه های حاصل از تلقيح ریزنمونهریشه

A7 قطعه  اندازههمم رایزوژنز نشان داد که اگروباکتریو

در نمونه کنترل مثبت )اگروباکتریوم( بود. همچنين  رشدهيتکث
های طبيعي گياه )کنترل منفي( حاصل از ریشه DNAدر 

، گرید عبارت بهنشد.  مشاهده PCRهيچ باند تکثيری در 
 تکثير قطعه مورد دیمؤ bp283حضور باند قوی در منطقه 

های مویين شابيزك بود در ریشه B rolژن  بررسي و حضور
 (.2)شکل 

 

 

 1kbمارکر  M( :DNA :های تراریخت شابیزکدر ریشه rol Bحضور ژن  دییتأ برایمراز ای پلیآنالیز واکنش زنجیره -2شکل 

(Fermentase) ،+C باکتری اگروباکتریوم سویه :A7 عنوان کنترل مثبت، به-
1C(عنوان کنترل منفی های شاهد غیرتراریخت به: ریشه

-اول، 
2C( واکنش :PCR  بدون الگویDNA های در ریزنمونه القاشدههای مویین : ریشه1,2,3)های لاین عنوان کنترل منفی دوم،به

 اگروباکتریوم رایزوژنز. A7ای توسط سویه هفتهکوتیلدونی یک

Figure 2. Polymerase chain reaction analysis to confirm the presence of rol B gene in A. belladonna transgenic 

roots. M): 1kb DNA marker (Fermentase), C+): Agrobacterium strain A7 as a positive control, C1-): non-

transgenic control roots as the first negative control, C2-): PCR reaction without DNA template as the second 

negative control, lanes 1 to 3): Hairy roots induced in one-week-old cotyledon explants by Agrobacterium 

rhizogenes strain A7. 
 

های ریشه درکشتبر تولید آتروپین  کیسلیدسالیاس ریتأث
 مویین شابیزک

 متقابل هایاثر جدول تجزیه واریانس نشان داد کهنتایج 
 توليد آتروپينبر اسيدساليسيليك  زمان تيمار با درغلظت 

 )جدول داری داشتدرصد اختلاف معني 1در سطح احتمال 

های آتروپين در اثر تيمار ریشه توليد ميزان بيشترین .(1
 223 هایغلظتاسيدساليسيليك به ترتيب در مویين با 

درصد( و  38/22)تيمار  ساعت 20ميکرومولار به مدت 
 درصد( 02/62ساعت تيمار ) 08ميکرومولار به مدت  122

 داشتندداری هم اختلاف معني که این دو تيمار با دست آمدبه
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  .(0و  0 )شکل ندنشان دادافزایش  برابر 2/7و  11حدود به ترتيب درصد(  88/6که نسبت به شاهد )

 

 

 

 

 
های کروماتوگرام ریشه (aمویین تیمار شده با اسیدسالیسیلیک:  شهیرهای نمونه GC/MSهای حاصل از آنالیز کروماتوگرام -3شکل 

 ساعت 22اسیدسالیسیلیک به مدت میکرومولار  252های مویین تیمار شده با غلظت کروماتوگرام ریشه (b ،مویین شاهد

Figure 2. Chromatograms obtained from GC/MS analysis of hair root samples treated with salicylic acid: a) 
Chromatogram of control hair roots b) Chromatogram of hairy roots treated with 250 μM concentration of salicylic acid 

for 24 hours. 

  

0

2000000

4000000

6000000

8000000

10000000

12000000

14000000

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

a) Control
Atropine

0

2000000

4000000

6000000

8000000

10000000

12000000

14000000

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Atropine
b) 250 μM salicylic acid 



 محرك اسيدساليسيليك بر ... ريثتأ 223

 

 هایآنزیم فعالیت و گیاه رشد میزان آتروپین، غلظت و زمان تیمار با اسیدسالیسیلیک بر تولیدثیر أتنتایج تجزیه واریانس  -1جدول 
 شابیزک گیاه تراریخت مویین هایریشه در اکسیدانیآنتی

Table 1- The results of variance analysis of the effect of salicylic acid concentration and time of treatment of on 
atropine production, growth of hairy roots and antioxidant enzymes activities in hairy roots of A. belladonna 

  ميانگين مربعات MS    درجه  منابع تغييرات
Source آزادی 

df 
 آتروپين

(Atropine 

 تر وزن

Fresh weight 
 وزن خشك

Dry weight 
 کاتالاز

Catalase 
گایاکول 

 پراکسيداز

Guaiacol 
peroxidase 

آسکوربات 

 پراکسيداز

Ascorbate 
peroxidase 

 (A) اسيدساليسيليكغلظت 

Concentration 

3 1741.67 15.876
 0.0160

 **
368.65 **

533.70 **
13.29 

 (Bزمان تيمار )

Time 

1 362.47 ns0.082 ns0.0013
 ns25.64 32.20ns *

4.86 

 (A×B)  اثر متقابل

Interaction (A×B) 

3 3472.38 ns 0.487
 ns0.0084

 *
30.07 **

166.60 ns2.86 

 اشتباه آزمایشي

Error 

16 5.92 0.430 0.0009 5.99 6.82 0.89 

 CV% 7.61 13.60 14.21 16.63 13.72 21.45 ضریب تغييرات )درصد(

ns،  ،:  درصد 1و  2 دار در سطوح احتمال، معنيداريمعن ريغبه ترتيب 
ns, * and **: Non-significant and significant at 5 and 1% probability level, respectively 

 

 
  های مویین شابیزکبر میزان تولید آتروپین در ریشه کیلیسیدسالیاسزمان تیمار با مدت متقابل غلظت و اثرهای مقایسه میانگین  -2شکل 

 .استدرصد آزمون دانکن  1در سطح احتمال  داریمعنعدم اختلاف  دهندهنشانحروف مشابه 
Figure 4. Means of salicylic acid concentration by time interaction effect on the amount of atropine production in 

hairy roots of A.belladonna. Means with the same letter are not significantly different at (P< 0.01) by Duncan 

test. 
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های مویین بر رشد ریشه کیلیسیدسالیاسمحرک  ریتأث
 شابیزک

 مختلف هایاثر غلظت واریانستجزیه نتایج 
 مویين هایریشه خشك و تر وزن بر اسيدساليسيليك

 اسيدساليسيليك نشان داد که سطوح مختلف غلظت شابيزك
 یداريمعناثر  شابيزكهای مویين و خشك ریشه تر وزنبر 

(P˂  درمان و اثر متقابل غلظت اصلي زاثر  شت.دا (0.01
مقایسه ميانگين اثر  نتایج (.1 )جدولنبود  دارزمان، معني

تر و  بر وزن كيليسيدسالياسهای مختلف غلظتاصلي 
 غلظتافزایش نشان داد که با  های مویينخشك ریشه

های مویين در و خشك ریشه تر وزن، اسيدساليسيليك
و بيشترین کمترین  کهیطوربه .یافت کاهشمقایسه با شاهد 

 108/3و وزن خشك ) گرم( 26/6 و گرم 27/2تر ) وزن
به ترتيب در غلظت  ،های مویين( ریشهگرم 220/3و  گرم

 شاهد بدست آمدو  كيليسيدسالياسميکرومولار  233
 .(2)شکل 

 
 

 های مویین شابیزکتر و خشک ریشه بر وزن کیلیسیدسالیاسهای مختلف میانگین اثر ساده غلظت -5شکل 
 .استدرصد آزمون دانکن  1در سطح احتمال  داریمعنعدم اختلاف  دهندهنشانحروف مشابه 

Figure 5. Means of the main effect of salicylic acid concentrations on the fresh and dry weight of hairy roots of A. 

belladonna. Means with the same letter are not significantly different at (P< 0.01) by Duncan test. 
 

های محرک اسیدسالیسیلیک بر میزان فعالیت آنزیم ریتأث
 های مویین شابیزکاکسیدانی ریشهآنتی

متقابل  هاینتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر
فعاليت ، در ميزان غلظت در زمان تيمار اسيدساليسيليك

در  بيبه ترت آنزیم گایاکول پراکسيداز و فعاليت آنزیم کاتالاز
همچنين  .بودداری معني اختلاف درصد 2و  1سطح احتمال 

ميزان فعاليت آنزیم آسکوربات پراکسيداز  بر زماناصلي  اثر
نتایج . (1 بود )جدولدار درصد معني 2در سطح احتمال 

مقایسه ميانگين نشان داد که بيشترین ميزان فعاليت آنزیم 
در اثر تيمار کاتالاز و گایاگول پراکسيداز، به ترتيب 

ميکرومولار  122و  223 غلظت با های مویينریشه
که با  آمد دستبه تيمار ساعت 20به مدت  كيليسيدسالياس

 مدت. همچنين در شتندداری داتيمار شاهد اختلاف معني
بيشترین ميزان فعاليت آنزیم کاتالاز  ساعت تيمار، 08 زمان

 233و  122غلظت  و گایاگول پراکسيداز، به ترتيب در
آمد که با تيمار شاهد  دستبه كيليسيدسالياسميکرومولار 

بيشترین و کمترین (. 6)شکل  شتندداری دااختلاف معني
ميزان فعاليت آنزیم آسکوربات پراکسيداز به ترتيب مربوط 

ميکرومولار و شاهد بود که با هم اختلاف  223به غلظت 
های زمان مدتدر مقایسه  .(2شکل )داری داشتند معني

بر ميزان فعاليت آنزیم آسکوربات  تيمار اسيدساليسيليك
ساعت در مقایسه  20پراکسيداز، نتایج نشان داد که تيمار 

داری فعاليت آنزیم طور معنيساعت به 08با مدت زمان 
 (.2آسکوربات پراکسيداز را افزایش داد )شکل 
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و  )نمودار چپ(بر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز  کیلیسیدسالیاسزمان تیمار با مدت متقابل غلظت و  هایمقایسه میانگین اثر -6شکل 
 های مویین شابیزک در ریشه (راست)نمودار گایاکول پراکسیداز 

 .استآزمون دانکن درصد  )کاتالاز( 5و  (پراکسیداز )گایاکول 1در سطح احتمال  داریمعنعدم اختلاف  دهندهنشانحروف مشابه 

Figure 6. Means of salicylic acid concentration by time of treatment interaction on the Catalase (left Fig) and 
Guaiacol peroxidase enzymes activities (right Fig) in hairy roots of A. belladonna. Means with the same letter are 

not significantly different, Guaiacol peroxidase (P< 0.01) and Catalase (P< 0.05) by Duncan test. 

 

 

 

مدت  اصلی و اثر )نمودار چپ( پراکسیداز آسکوربات آنزیم فعالیت میزان بر کیلیسیدسالیاس غلظتاصلی  اثر میانگین مقایسه -7شکل 
  شابیزک مویین هایریشهحاصل از )نمودار راست( پراکسیداز  آسکوربات آنزیم زمان تیمار بر فعالیت

 .است دانکن آزمون درصد)زمان(  5و  )غلظت( 1 احتمال سطح در دارمعنی اختلاف وجود عدم دهندهنشان مشابه حروف

Figure 7. Means of the main effect of salicylic acid concentration on ascorbate peroxidase enzyme activity (left 

Fig)  and means of the main effect of time of treatment on the activity of the ascorbate peroxidase enzyme (right 

Fig) in the hairy roots of A. belladonna. Means with the same letter are not significantly different, concentration 

(P< 0.01) and time (P< 0.05) by Duncan test. 
 

 بحث
 بر ميزان كيليسيلادسياس محركاثر  ،پژوهشاین در 

و  و خشك( )وزن تر شاخص رشد توليد آلکالوئيد آتروپين،

های مویين گياه ریشه اکسيداني درهای آنتيفعاليت آنزیم
های ، سيگنالزیستيغير هایمحرك .شد بررسيشابيزك 

های دفاعي پاسخکليدی دروني هستند که در فعال کردن 
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برای فعال کردن  هامحركاین  .گياهان نقش دارند
و این فعاليت را با اثر  شوندهای ثانویه استفاده ميمتابوليت

های های دخيل در مسير متابوليتفعاليت آنزیم رویبر 
.  ) et alAjungla ,.2009( نددهثانویه انجام مي

یك محرك دروني سبب سنتز  عنوانبهك ياسيدساليسيل
بتا کلوکوناز و  -0-1 مانندهای دفاعي گياه آنزیم

اسيد و ليپوکسيژناز )آنزیم اصلي مسير بيوسنتزی جاسکونيك
 MAPسيگنالي وابسته به یون کلسيم و  يدرپيپمسيرهای 

در  اسيدساليسيليك شرایط تنشي را درواقعشود. کينازها( مي
سيگنال دروني در پاسخ به  عنوانبهگياه القاء کرده و 

عمل کرده و سبب تجمع  رزندهيغهای زنده و استرس
و بخشي از راهکار دفاعي گياه  شودميهای ثانویه متابوليت

 .) 201et alSamadi ,.5( گردددر برابر تنش محسوب مي
های در ميزان فعاليت آنزیم احتمالاًمحرك اسيدساليسيليك 

 -Nپوترسين  مانندمسير بيوسنتزی آلکالوئيدهای تروپاني 
 مؤثر( I-TR) 1و تروپينون ردوکتاز  (PMT)متيل ترانسفراز 

tr- و pmtهای ، بيان ژنميرمستقيغمستقيم یا  طوربهبوده و 

قرار داده و موجب افزایش ميزان توليد  ريتأثتحت  را 1
عوامل . ) 2004et alKang ,.( است شدهن آلکالوئيد آتروپي

غلظت محرك، سن کشت، زمان افزودن  مانندمختلفي 
در  کشت که محيط يزمان مدتکشت و محرك به محيط 

های توليد متابوليت شیافزا برگيرد، قرار مي محرك معرض
. ) Boland, 2007 &Vasconsuelo( رداگذمي ريتأثثانویه 

افزایش  تنهانهمعمول،  ازحدشيبافزایش غلظت محرك 
، بلکه از طریق کاهش فعاليت برنداردمتابوليت را در

از طریق کاهش  احتمالاًهای کليدی مسير بيوسنتزی )آنزیم
. سازدها را کم یا متوقف ميبيان ژن مربوطه( توليد متابوليت

Wen ( بيان کردند که استفاده از 2332و همکاران )
خارجي بيان بسياری از محرك  عنوانبهاسيدساليسيليك 

های مسير بيوسنتزی ژن ازجملههای دفاعي ژن
این عوامل، فاکتور  دهد.پروپانوئيدها را افزایش ميفنيل

های ثانویه محسوب بسيار مهم در افزایش توليد متابوليت
آوردن حداکثر مقدار تروپان  به دستشوند. بنابراین برای مي

 طورهمان. استاین فاکتورها آلکالوئيدها، نياز به بهينه کردن 

های مویين ریشه کشت در که نتایج این پژوهش نشان داد،
، بيشترین مقدار Atropa belladonnaحاصل از گياه 

 20ميکرومولار و گذشت زماني  223آتروپين در غلظت 
 نشان مختلف مطالعات نتایج ساعت تيماردهي مشاهده شد.

 ،زیستيغير محرك یك عنوانبه اسيدساليسيليك که دهدمي
 مختلف ثانویه هایمتابوليت توليد افزایش در مؤثری نقش

 و آتروپينمانند  ،مویين گياهان دارد هایریشه کشت در
 LDatura metel  ., et al(Ajungla در اسکوپولامين

 et (Naeini در آلکالوئيدهای بنزیل ایزوکوئينولين ،2009(

L. Papaver armeniacum., 2021) al، اسيد رزمارینيك 
 Salvia ., 2015) et al(Shuncang در اسيد سالویانوليك و

miltiorrhiza، در مارینسيلي marianumSilybum ، 
., 2009)et al(Khalili   ،در اسيدکليسيریك Glycyrrhiza 

uralensis )., 2016et al(Li ، در آرتميزنين Artemisia 

L. annua )., 2009et al(Pu ، در ویتانوليد Withania 

 L.samnifera  ., 2016)et al(Sivanandhan ، توليد 
Rhinacanthin D, N کشت در nasutus Rhinacanthus 

)Tomas, 2014 &(Cheruvathur نتایجکه طوری، به 
 مطابقت ذکرشده تحقيقات نتایج با مطالعهاین  از آمدهدستبه

  .دارد
های مختلف ، تيمار با غلظتدر این تحقيق

و خشك  تر وزندار اسيد منجر به کاهش معنيساليسيليك
 های شاهد گردید.های مویين در مقایسه با کشتریشه

تواند ناشي از اثر مستقيم بازدارندگي در رشد ریشه مي
های بيروني باشد. در پاسخ کلي به استرس كيليسيدسالياس

های پایين اليسيتور غلظتکه در نتایج مشاهده شد  طورهمان
  .های مویين نداشتميزان رشد ریشه بر داریمعني ريتأث

Kang( نيز گزارش کردند که استفاده از 2330و همکاران )
منفي بر رشد ثير أتهای بالای اسيدساليسيليك غلظت
 .دارد Scopolia parvifloraهای مویين ریشه

و تواند متابوليسم اوليه را کاهش مي كيليسيدسالياس
متابوليسم ثانویه را افزایش بدهد. رابطه معکوس بين توليد 

 جهيدرنتو توليد متابوليت ثانویه ممکن است  تودهستیز
همچنين . )Zeinali & Parsa(2016 , اليسيته کردن باشد
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 بالا هایدر غلظت است که اسيدساليسيليك شدهمشخص 
منجر و  نيز آسيب شدید بافت ریشه شده باعث ایجاد تنش و

 گرددمي سلول و کاهش متابوليسم به کاهش یا عدم رشد
., 2010)et al(Ahmadian .  اسيدساليسيليك از طریق

قرار ثير أتتحریك توليد نيتریك اکسيد رشد ریشه را تحت 
که غلظت بالای نيتریك اکسيد با آسيب به طوریبه ،دهدمي

DNA  ها و مرگ سلولو غشاهای سلولي و در نهایت
های اختلال در انتقال قطبي اکسين باعث کاهش رشد ریشه

و  Kai در این راستا (.Asghari, 2015شود )مویين مي
 نیيمو یهاشهیر ماريگزارش کردند که ت (2312) همکاران

Anisodus acutangulus  ساعت با غلظت  76به مدت
رشد  یبر رو يمنفاثر  كيليسيالدسياس رومولاريکم 133

 یاو قهوه شهیعدم رشد ردارد و موجب  نیيمو یهاشهیر
را تجمع تروپان  يمنف ريتأث نیا ليد. آنان دلوشمي شدن آن

 نیکردند که ا انيکرده و ب يکشت معرف طيدر مح دهايآلکالوئ
 نتایج شود. نیيمو شهیموجب صدمه زدن به ر توانديعامل م
نشان داد با افزایش غلظت  پژوهش این از حاصل

های مویين کاهش یافت ریشه ،تودهزیست كيليسيدسالياس
 در( 2312) همکاران و Chaichanaاز  حاصل نتایج با که

 گزارش و Stemona گونه مویين هایریشه کشت
Chotikadachanarong کشت در( 2311) همکاران و 

همچنين  .دارد مطابقت Stamina curtisii مویين هایریشه
های مختلف باعث افزایش در غلظت كيليسيدسالياسکاربرد 

 ،(CAT) کاتالاز اکسيدانهای آنتيفعاليت آنزیم
 (APX)پراکسيداز آسکوربات و  (GPX)پراکسيدازگایاکول

یك  عنوانبهافزایش فعاليت  که این رسديم به نظر شد.
ب مخر هایاثرپاسخ دفاعي برای به حداقل رساندن توليد و 

 ها باشددر سلول )ROS( های فعال اکسيژنگونه

(., 2019et alTaghizadeh ). یهامیآنز افزایش فعاليت 
 یهامولکولبرای کنترل سطح  سازوکاری دانياکسيآنت

ROS  شوديم آنهاو مرگ  هاسلولبوده و مانع از تخریب .
گياه با تنظيم سطح مولکول  يدانياکسيآنتهمچنين سيستم 

در القای مسيرهای بيوسنتزی  توانديم 2O2H رسانعلامت
. ( 2022et alBavi ,.) های ثانویه نقش داشته باشدمتابوليت

 يدر رشد و نمو و پاسخ دفاع یدينقش کل كيليسيسالدياس
که  گناليانتقال س یهاستمياز س يکرده و در برخ فایا اهيگ

 Chen) باشديم ريدرگ شوديخاص م یهامیموجب القاء آنز

., 2006et al.) و خوردههمبه تعادل این تنش شرایط تحت 
 این حضور. یابدمي افزایش اکسيژن فعال هایگونه مقدار
 آسيب موجب و بوده مضر گياه برای اکسيژن فعال هایگونه

 یدهاياس و هاپروتئين غشاء، مانند سلولي یساختارها به
 تنش کاهش .( 2005et alLaspina ,.) شودمي نوکلئيك
 تيمار به پاسخ در غشایي، آسيب و اکسيداتيو

 هایپاسخ القای به مربوط است ممکن اسيدساليسيليك
 اکسيداتيو هایآسيب از را هاسلول که باشد اکسيدانيآنتي

 و غلظت در كيليسيدسالياس که يهنگام. نمایدمي محافظت
 اکسيداتيو تنش یك موجب شودمي کاربردهبه مناسب زمان

 یك عنوانبه که شده گياهي هایسلول در گذرا و موقت
 ظرفيت افزایش موجب و نمایدمي عمل یسازمقاوم فرایند
) 2007et alHayat ,. ; گرددمي سلول اکسيدانيآنتي

)., 2007et al Horvath . 
اسيدساليسيليك موجب افزایش  ،پژوهشاین نتایج طبق 

 با نتایج حاصل ازاکسيداني شد که های آنتيفعاليت آنزیم
Khalili گياه های مویيندر کشت ریشه( 1323) همکاران و 

( 2316) همکاران و Li و( Silybum marianum) خار مریم
 Glycyrrhiza uralensis گياه مویين هایریشه کشت در

 كيليسيدسالياس پژوهشاین  نتایج بر اساس .دارد مطابقت
دار رشد کاهش معنيو  منجر به افزایش قابل توجه آتروپين

 غلظتدر  کهطوریبه. شابيزك گردید های مویين درریشه
بيشترین توليد  ماريساعت ت 20به مدت  کرومولاريم 223

توان نتيجه مي بنابراین،. حاصل شد درصد( 38/22)آتروپين 
های پایين برای گرفت اسيدساليسيليك در غلظت

موجب  ،بالا هایرساني سلول مفيد بوده و در غلظتعلامت
 شود. همچنينهای مویين مياختلال در رشد ریشه

های از طریق افزایش فعاليت آنزیم اسيدساليسيليك
 ژنيفعال اکس یهامخرب گونه هایاثرد تواناکسيداني ميآنتي

(ROSدر سلول ) توريسيال ن،یبنابرا را به حداقل برساند.ها 
برای  مناسبماری يعنوان تبه  توانديم كيليسيسالاسيد
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های کشت در سيستمنظر  دهای موردياستخراج آلکالوئ
 .شوداستفاده  ينيزمبيسهای مویين گياهان خانواده ریشه
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Abstract 

The rapid and mass production of secondary metabolites through chemical methods is mostly 

expensive, difficult, or impossible. Considering the economic importance of these metabolites 

and their small production in medicinal plants, some methods such as the cultivation of hairy 

roots and the use of biotic and abiotic stimuli have been suggested to increase these metabolites. 

The accumulation of the tropane alkaloid atropine in Atropa belladonna L. is of great 

importance in the pharmaceutical industry. In this research, transgenic hairy roots of A. 

belladonna was produced using an A7 strain of Agrobacterium rhizogenes. The transformation 

of hairy roots was confirmed by PCR test. The results of the PCR test showed the correctness of 

the amplification of the bp780 fragment for the rolB gene in hairy roots. In addition, the effect 

of different concentrations (0, 125, 250, and 500 μM) of salicylic acid in two times of 24 and 48 

hours on the amount of atropine content, the plant growth rate and the activity of antioxidant 

enzymes of A. belladonna hairy roots was investigated. The data statistically analyzed using 

factorial experiment based on a completely random design with three replications. The results of 

the analysis of variance showed significant effect of salicylic acid on all the traits (P<0.01). The 

effect of time was significant for the amount of atropine and ascorbate peroxidase (APX). The 

salicylic acid by time interaction effects were significant for the amount of atropine, catalase 

(CAT), and guaiacol peroxidase (GPX) (P<0.01, 0.05). The results showed that by increasing 

salicylic acid concentrations the growth of hairy roots significantly decrease compared to the 

control and the lowest values of fresh and dry weight of the hairy roots (2.79 and 0.148 g) were 

obtained in 500 μM of salicylic acid compared to the control (6.76 and 0.273 g). However, 

based on GC/MS analysis, the highest amount of atropine (11 times more than the control) was 

obtained in the 250 μM salicylic acid in a period of 24 hours. The highest catalase and guaiacol 

peroxidase activities were obtained at concentrations of 250 and 125µM salicylic acid for 24 

hours, respectively. The highest level of ascorbate peroxidase enzyme activity was obtained at 

the concentration of 250 µM salicylic acid compared to the control. It was concluded that the 

salicylic acid stimulant at low concentrations is useful for cell signaling and stimulating the 

production of secondary metabolites, but at high concentrations, it disrupts the growth of hairy 

roots. 
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