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Objectives: Atropine is a pharmaceutical important alkaloid, with anticholinergic activity. Elicitor treatment appears to be the 
most successful techniques employed to stimulate biosynthesis of secondary metabolites. In present study callus culture of 
Datura metel were treated with salicylic acid in order to stimulate the biosynthesis of atropine. Methods: Callus culture of 
Datura metel were established by transferring seedling on solidified MS medium. Optimal callus of fifth generation were 
subjected to medium supplemented with different concentration of salicylic acid. After twenty eight days calluses were 
collected, dried and extracted. The atropine was determined using HPLC method. Results: Treatment of the culture with 25, 
50, 200 µM salicylic acid increased callus dried weight. No significant differences were observed in atropine production in 
callus treated with 25, 50, 200 µM salicylic acid. Conclusion: It seems that salicylic acid in specific concentration can 
stimulate primary metabolism in callus culture of Datura metel but no changes was observed in secondary metabolism related 
to atropine production. It may conclude that salicylic acid effect on secondary metabolite production in plant cell culture 
related to the moiety of target compound and plant genetics. 
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يكـي از راههـاي    تيمار  بـا اليسـيتورها  . استخاصيت آنتي كلينرژيكي  با حاوي آتروپين) Datura metel(داتورا متل : زمينه وهدف
در اين مطالعه تاثير اسيد ساليسـيليك بـر ميـزان توليـد     . افزايش توليد متابوليتهاي ثانويه در محيط كشت سلولهاي گياهي مي باشد

 محيط كشـت ابتدا دانه رستهاي گياه جهت تهيه كالوس به   :روشها  .مورد بررسي قرار گرفتداتورا آتروپين در كشت كالوس گياه 
واكشت اسيد ساليسيليك  مختلفغلظتهاي  حاوي محيط كشت ركالوسهاي بدست آمده د. ند منتقل شد)MS(اسكوگ موراشيگ و 

تفـاوت   :يافتـه هـا    .انجام گرفـت  HPLCآناليز آتروپين به روش . هر تيمار به صورت خشك و تر توزين شدند  كالوسهاي. شدند
در تيمـار امـا وزن كالوسـهاي خشـك شـده     . با شاهد مشـاهده نگرديـد   در مقايسهنمونه تيمار معني داري در وزن كالوسهاي تازه 

بـر توليـد    اسـيد ساليسـيليك  . در مقايسه با نمونه شاهد افزايش نشان دادساليسيليك ميكرو مولار اسيد  200و  50،  25غلظتهاي 
بـا   كند وليتحريك ي داتورا  كالوسها راوليه را د مي تواند فعاليت متابوليسماسيد ساليسيليك : نتيجه گيري . آتروپين اثري نداشت

   . ستگي داردو ژنتيك گياه ببه ماهيت تركيب هدف آن  تاثير توجه به عدم تاثير آن بر توليد آتروپين به نظر ميرسد كه 
 

 آتروپين  كالوس ، اسيد ساليسيليك ،،  Datura metel   :واژه هاي كليدي 
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  مقدمه  - 1
Datura metel   گياهي از خانواده سـيب زمينـي )(Solanaceae 

ــورا حــاوي  اســت  ــروپين و و جــنس دات ــدهاي آت آلكالوئي
ــا اســكوپولامين  ايــن  .اســتخاصــيت آنتــي كلينرژيكــي ب

آلكالوئيدهااز نظر اقتصـادي و دارويـي داراي اهميـت قابـل     
بـا توجـه بـه اثـرات آنتـي كلينرژيكـي       . )1(توجهي هسـتند 

 آتروپين ، اين تركيب در ايست قلبي و براديكاردي سينوسي
اري تنفسـي و  و قبل از بيهوشي جهت  كاهش ترشحات مج

غدد بزاقـي و نيـز بـه عنـوان آنتـي دوت در مسـموميت بـا        
ارگانوفسفره ها و جهـت ايجـاد ميـدرياز درچشـم پزشـكي      

به علت تأثير عوامل محيطي بر مقدار و . )2(استفاده مي شود
، در انگياه ـزراعت ماهيت تركيبات شيميايي توليد شده در 

ه قـرار  سالهاي اخير روشهاي كشت بافت گياهي مورد توج ـ
تحريــك مســيرهاي متــابوليكي در ســلولهاي . گرفتــه اســت

 (elicitors) گياهي كشت شده به كمك اليسـتيورهاي زيسـتي  
مانند ميسيليوم اتوكلاوشده قارچهاي پاتوژن و عصاره هـاي  
پروتئيني مختلف و اليستيورهاي غيـر زيسـتي ماننـد دمـا و     

توجـه   تغييرات اسيديته محيط ميتواند منجر به افزايش قابـل 
بررسيها نشان مي دهد، . )3(در توليد متابوليتهاي ثانويه شود

مواجهه گياهان با اليسيتورها يـا حملـه پاتوژنهـاي نـا آشـنا      
كـه در انتهـا بـه     موجب يكسري واكنشهاي دفاعي مي گردد

 ).5،4(توليــد متابوليتهــاي ثانويـه منجــر مــي شــود افـزايش  
 ليسـيليك تحقيقات صورت گرفته نشان داده اسـت اسـيد سا  

بيـان ژنهـاي مـرتبط بـا بيوسـنتز و      همچون ساير اليسيتورها 
هاي مختلف متابوليتهـاي ثانويـه   دسته توليد تعداد زيادي از 

 تيماركشــت ريشــه مــويي). 6(گيــاه القــاء مــي كنــدرا در 

Brugmansia candida        بـا اسـيد ساليسـيليك توليـد تروپـان
طـور قابـل   آلكالوئيدهاي اسكوپولامين و هيوسـيامين را بـه   

توليد ايندول گلوكزاينولاتهـا  .  )7(توجهي افزايش داده است
ــاه  ــلولي گي ــدول   Arabidopsis در كشــت س ــع اين و تجم

با استفاده از اسيد آلكالوييدها  دركشت كالوس گياه پروانش 
همچنـين نشـان داده   ). 8،9(ساليسيليك افزايش يافته اسـت 

يد تاكسـول  شده است كه اسيد ساليسيليك باعث افزايش تول
و ساير تاكسانها در كشت سوسپانسيون سلولي گياه سرخدار 

ــاثير اليســيتور اســيد  ). 10(شــده اســت  ــن مطالعــه ت در اي
ميـزان  رشـد كـالوس و  برمختلـف  ساليسيليك در غلظتهـاي  

   Datura metelتوليد آلكالوئيد آتروپين در كشت كالوس گياه 
  .مي گيردمورد بررسي قرار

  
  
   مواد و روشها  - 2

  كشت كالوس: 1-2
كـه از  ابتـدا بـذر گيـاه     Datura metelبمنظور تهيه كـالوس  

به كمك هرباريوم دانشكده داروسازي اصفهان تهيه شده بود 
نول و هيپو كلريت سديم استريل شـد و در پتـري ديـش    اات

در آن بود قـرار  مقطراستريل كه يك عدد كاغذ صافي و آب 
ت  در تاريكي و دماي داده شد ، پتري ديشها را در اتاق كش

روز دانـه   12تـا   10بعد از  .منتقل شديگراد نتدرجه سا 25
 10تـا   5در انـدازه هـاي    دانـه رسـتها   .رستهاي بدست آمد

ميلي متر بريده شده و به شيشه هاي درب دار حاوي محيط 
 موراشيگ و اسـكوگ  پودر محيط كشت جامد حاوي كشت

)MS(  )4/4شـكر   )در ليتـر گـرم  10(، آگار )  گرم در ليتر ،
دي -4و2،) گرم در ليترميلي1/0( ، كينتين )  گرم در ليتر30(

، اسـيد   )گـرم در ليتـر  ميلي1(  كلرو فنوكسـي اسـتيك اسـيد   
 ميلـي ليتـر  10(،آب نارگيـل  ) گرم در ليترميلي5(آسكوربيك 

روز كالوسـهاي شـاداب بـه     28بعـد از   .منتقل شد) در ليتر
تكثيـر كالوسـهاي   بـه منظـور   . شـد  ايجـاد رنگ كرم روشن 

انجام جديد  محيط كشتهايبه  واكشت كالوسهابدست آمده 
كالوسهاي بدست آمـده   ،پس از پنج دوره واكشت). 11(شد

جامد حاوي مـواد قبلـي بـه عـلاوه      MSبه  محيط كشتهاي 
ميكـــرو مـــولار اســـيد  200و  100، 50،  25 غلظتهـــاي

 3. دتكرار انجام ش ـ 3 تيماراز هر .  ساليسيليك منتقل شدند
فاقد اسيد ساليسـيليك   محيط كشتدر كالوسها نيز از  تكرار

كالوسها در اتاق كشـت ، در  . ندگرديد واكشت بعنوان شاهد
سـاعت   24درجـه سـانتي گـراد و رژيـم نـوري       25دماي 

  .تاريكي نگهداري شدند
  استخراج آتروپين: 2-2

بعد از گذشت چهار هفته از واكشت كالوسها به محيط 
ي متفاوت اسيد ساليسيليك، كالوسها رهاتيماكشت حاوي 

كالوسها از شيشه خارج و بوسيله .  به رشد كافي رسيدند
در آون دماي  را كالوسها .ترازوي آناليتيكال توزين شدند

 نيز درجه سانتي گراد خشك كرده و وزن خشك آنها 50
پودر كالوسها به طور جداگانه . ندشدو پودر اندازه گيري 

ه لوله هاي شيشه اي در پيچ دار منتقل جهت عصاره گيري ب
عصاره گيري از كالوسها با استفاده از خاصيت قليايي . شدند

 10ابتدا .  گرفتانجام  pHآلكالوئيدها به كمك تغييرات 
استاندارد  كديين بعنواندرجه حاوي  96ميلي ليتر اتانول 

اضافه شد بعد ميكروگرم در ميلي ليتر  25با غلظت داخلي 
عت ، شيشه ها به بن ماري منتقل شد تا حلال سا 48از 

 5ميلي ليتر اسيد سولفوريك  5سپس . اتانول تبخير گردد
مرحله هر  3ساعت در  16درصد اضافه شد بعد از مدت 
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ميلي ليتر كلروفرم به مخلوط اضافه شد و ته نشت  3بار 
محلول اسيدي . كلروفرمي حاوي مواد رنگ دار خارج شد

 pHنرمال  1و با استفاده از سود رونشست، فيلتر شده 
. ميلي ليتر رسانده شد 10 حجم محلول در هر شيشه  به

سي سي كلروفرم به محلول  3مرحله ، هربار  3سپس در 
باقي مانده اضافه و ته نشست كلروفرمي حاوي آلكالوئيدها 

حلال تبخير شده و باقي مانده در فاز متحرك به . جدا شد
سپس از فيلترهاي . حل گرديد   HPLC كار رفته در سيستم

  ).12(ميكرومتر گذارنده شد  45/0با منافذ 
  آتروپين آناليز: 3-2
به منظور اندازه گيري مقدار آتروپين در نمونه ها و بررسي  

 5 ، 5/2 صدق قانون بير لامبر ، ابتدا غلظتهاي استاندارد
 ميكروگرم در ميلي ليتر 45و  40، 35، 30، 25، 15، 10،

تزريق و منحني كاليبراسيون  پين تهيه و به سيستماز آترو
بافر تري : فاز متحرك شامل  HPLCبراي آناليز  .رسم شد

 78، متانول ، استونيتريل به نسبت  pH=7/2 اتيل آمين با
با طول  UV: دتكتور  ازسيستم  در اين  .تهيه شد 4و 18،

، ستون Waters 2487:   نانومتر، مدل 230موج 
 Waters 515: پمپ  و Nova Pack C18 : كروماتوگرافي
  ml/minسرعت فاز متحرك نيز در اندازه گيريها . استفاده شد

با غلظت  استاندارد داخلي از كدئين بعنوان. تنظيم شد9/0
و در منحني استاندارد ميكروگرم در ميلي ليتر در رسم  25

براساس نسبت سطح زير پيك آتروپين به آناليز نمونه ها و 
پس از  .گرديد استفادهير پيك استاندارد داخلي سطح ز

با استفاده از نرم افزار  HPLCتزريق نمونه ها به سيستم 
Millenium  سطح زير پيكها اندازه گيري و نهايتاً با استفاده از

معادله خط به دست آمده از منحني استاندارد ، غلظت 
با توجه به آتروپين موجود در كشت هاي سلولي گياه 

سطح زير پيك آتروپين به سطح زير پيك استاندارد  نسبت
  .  داخلي محاسبه شد

براي  Fisher – PLSDبر اساس تست  ANOVAآناليز آماري 
بررسي نتايج وزن كالوسهاي تازه و خشك و غلظت 

. گرفت آتروپين تحت تاثير غلظت اسيد ساليسيليك انجام
 95سطح اطمينان براي وجود تفاوت معني دار آماري 

براي رسم نمودارها نيز از نرم . صد در نظر گرفته شددر
  .استفاده شده است  Excelافزار 

  نتايج  -  3
 عكس. كالوس شاداب و خوش رشد گياه تهيه گرديد

در  Datura metelكالوس بدست آمده از دانه رستهاي گياه 
.  قابل مشاهده است 1جامد  در  شكل شماره  MSمحيط 

ه توزين كالوسهاي تر و خشك نتايج بدست آمده مربوط ب
نمودارهاي . آورده شده است 2و1در نمودارهاي شماره 

 .تكرار در هر غلظت استسه رسم شده بر اساس ميانگين 
حروف . نتايج آناليز آماري نيز در نمودارها آورده شده است

غير مشترك در هر ستون بيانگر معني دار بودن اختلاف داده 
   )P≥ 05/0.(ها مي باشد

آتروپين همراه با غلظت  استاندارد د از تزريق  غلظتهايبع
منحني استاندارد براساس  ،مشخص از استاندارد داخلي

نسبت سطح زير پيك آتروپين به سطح زير پيك استاندارد 
نمودار  (داخلي در برابر غلظتهاي استاندارد رسم گرديد

ضريب و  حاصل شد Y= 0.0212 Xمعادله خط  . )3شماره
محاسبه غلظت . بدست آمد =R2) 9957/0( همبستگي

نتايج تأثير . آتروپين با استفاده از معادله خط انجام گرفت
آورده  4ساليسيليك اسيد بر توليد آتروپين در نمودار شماره 

  .شده است
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  جامد  MSدر محيط كشت  D. metelكالوس   .1شكل 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

  
 بين داده ها است وجود تفاوت معني دار آماريحروف مشابه نشان دهنده عدم  D. metel   ساليسيليك بر وزن تركالوس تازهاسيد ثر غلظتهاي مختلف ا  .1 رنمودا
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   بين داده ها است ود تفاوت معني دار آماريوجحروف مشابه نشان دهنده عدم  D. metelاسيد ساليسيليك بر وزن خشك كالوس  اثر غلظتهاي مختلف . 2نمودارشماره 

  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  
  

  

  

  

  

  D. metelمقدار آتروپين در كشت كالوس  جهت تعيينمنحني استاندارد  .3نمودارشماره 
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بين  وجود تفاوت معني دار آماريهنده عدم حروف مشابه نشان د D. metelساليسيليك بر ميزان توليد آتروپين در كالوس اسيد تاثير غلظتهاي مختلف  .4نمودارشماره 
  داده ها است

  
  بحث  - 4

ملاحظـه ميشـود    2و1در نمودارهـاي شـماره    همانطور كـه 
تفاوت معني داري در وزن كالوسهاي تر مشاهده نمي شـود،  

  50، 25اسـيد ساليسـيليك   غلظتهـاي  بـا اما در وزن خشـك  
د نسـبت بـه نمونـه شـاه     تيمار داده شدهميكرومولار  200و

بيشـترين مقـدار وزن    .داري اتفاق افتاده اسـت ي افزايش معن
ميكرو مولار اسـيد ساليسـيليك    50خشك مربوط به غلظت 

ايـن   .درصـد افـزايش نشـان مـي دهـد      31است كه حدود 
افزايش نشاندهنده تاثير اسيد ساليسيليك بر تحريـك تكثيـر   

 اوليه سلولي در كـالوس    سلولها  و فعاليت هاي متابوليسم

Datura metel البته ارتباط مستقيمي بين غلظـت اسـيد   . است
در يـك  . ساليسيليك و افـزايش وزن خشـك وجـود نـدارد    

 15،30، 5تأثير اسيد ساليسيليك در غلظتهـاي  مشابه  مطالعه
ــر   45و  ــرم در ليت ــي گ ــد    ميل ــزان تولي ــر مي ــد ب گليكوزي

 Rhodiolaسلولي گيـاه    سوسپانسيون دركشت ساليدروزايد 

sachalinensis ميلـي گـرم    15در غلطت  سلولها وزن خشك
ميلي گرم در ليتر بدون تغييـر و   5در ليتر افزايش در غلطت 

ميلي گرم در ليتر كـاهش داشـته اسـت     45و  30در غلطت 
 Rubia(در حالي كه در كشـت كـالوس گيـاه رونـاس     )13(

cordifolia ( ميلي گـرم در ليتـر     20و10غلظتهاي با افزودن
تفـاوت معنـي داري در افـزايش وزن تـر      كاسيد ساليسـيلي 

اسيد با توجه به اينكه  ).14(كالوس گياه مشاهده نشده است
در سيستمهاي دفاعي سلولهاي بعنـوان مولكـول    ساليسيليك

بـه نظـر مـي    ) 15(علامت دهنده نقش خود را ايفا مي كند 
عدم ارتباط مستقيم بين غلظت اليسـيتور   رسد كه ارتباط و يا

اوليه كه منجر بـه افـزايش وزن   يتهاي متابوليسمي و القاء فعال
بـه ماهيـت تركيـب و گيـاه و      تر و خشك سلولها مي شـود 

  .بستگي داشته باشد اسيد ساليسيليك غلظت
نتايج تأثير ساليسيليك اسيد بر توليد آتروپين همانطور كه در 

انجام آناليز آماري   آورده شده است 4در نمودار شماره 
نشان دهنده عدم تأثير ساليسيليك اسيد ا شده برروي داده ه

 Datura metel بر تحريك توليد آتروپين در كشت كالوس
  .است

در يك مطالعه بـا اضـافه كـردن متيـل جاسـمونات ، اسـيد       
ساليسيليك و اليسـتيور قـارچي، توليـد تاكسـول در كشـت      

برابر نسبت بـه نمونـه    Taxus baccata L.    16سوسپانسيون 
در مـورد   ديگري در مطالعه). 16(شته استشاهد افزايش دا

تاثير اليسيتورهاي اسيد ساليسـيليك ومتيـل جاسـمونات بـر     
 L.متابوليسم تروپان آلكالوئيدها در كشت ريشه مـويي گيـاه   

Brugmansia suaveolens برابـر نسـبت    10، توليد هيوسيامين
در مطالعـه  ). 17(به نمونه شاهد افـزايش نشـان داده اسـت    

ميكرو  200ر اليسيتور اسيد ساليسيليك درغلظت ديگري تاثي
مولار بر توليد تروپـان آلكالوئيـدها در كشـت ريشـه مـويي      

Atropa belladona L.   نتـايج ايـن   . مورد بررسي قرار گرفـت
اسيد ساليسـيليك   مشابه مطالعه جاري بررسي نشان مي دهد
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د تاثيري بر توليد تروپان آلكالوئيد ها در مقايسه با نمونه شاه
همچنين بطور مشابه گزارش شده اسـت  ). 18(نداشته است 

 ميلــي 1و  5/0، 3/0اســيد ساليســيليك درغلظــت افــزايش 
تاثيري در بيوسـنتز تركيبـات كانابينوييـدي در كشـت      مولار

همچنــين ). 19(سوسپانســيون گيــاه حشــيش نداشــته اســت
در  اسيد ساليسـيليك گزارش مشابهي در خصوص عدم تاثير 

ــد  ــزايش تولي ــاه  اف ســيليمارين در كشــت سوسپانســيون گي
در  )20(منتشـر شـده اسـت    )Silybum marianum(خـارمريم 

حــالي كــه در كشــت ريشــه مــويين گيــاه خــارمريم توليــد  
ميلي گرم  8و  6،  4    ، 1،2غلظتهاي با افزودن  سيليمارين

افـزايش يافـت و غلظـت     اسيد ساليسـيليك ميلي ليتر  50در
موثرتر گزارش شـده   سيليمارينميلي گرم در افزايش توليد 6

توليد تركيبات آنتراكينون در كشت كالوس گيـاه  ). 21(است
بر اثـر اسـيد ساليسـيليك و متيـل     ) Rubia cordifolia(روناس

 اليسـيتور جاسمونات افزايش داشـته اسـت ولـي از حضـور     
غلظـت  تأثير اتدر مطالع ـ). 14(ايتيفن تاثيري نپذيرفته است

ــيليك ــيد ساليســ ــر  اســ ــزايشبــ ــد  افــ ــزان توليــ ميــ
ــراچتين ــت ) azadirachtin(آزادي ــويين دركش ــه م ــاه   ريش گي

Azadirachta indica   ريشـه مـويين  كشـت  و توليد بتـانين در 
بـا افـزودن    )23و  22( نشـان داده اسـت  چغنـدر قنـد    گياه

تفاوت معني  اسيد ساليسيليكميلي مول   1به 1/0غلظتهاي 
شـه گيـاه   داري در افزايش توليـد گليسـيريزين در كشـت ري   

مشـاهده شـده اسـت در    ) Glycyrrhiza glabra(شـيرين بيـان  
) Artemisia annua(حالي كـه در كشـت سـلولي گيـاه درمنـه     

ميلـي   50و 30، 10،20غلظتهاي با افزودن  توليد آرتميزنين
افـزايش يافـت ولـي     اسـيد ساليسـيليك  گرم در ليتر اسـتيل  

 ـ  تفاوت معني داري در افزايش توليـد  آرتميـزنين   اثير بـين ت
). 26و  25(بعضي از غلظتهاي مذكور مشاهده نشده اسـت  

القـاء   نيـز در  و نـوع كشـت   اليسيتور به نظر مي رسد غلظت
 .نقش اساسي داشته باشد ثانويه فعاليتهاي متابوليسم

  
  نتيجه گيري - 5

نتايج بدست آمده در تعيين مقدار آتروپين با در نظر گـرفتن  
نده تـاثير متفـاوت اسـيد    ديگر تحقيقات انجام گرفته نشانده

ساليسيليك بر تحريك متابوليسم ثانويه در گياهـان مختلـف   
مي باشد شايد بتوان نتيجه گرفت ، تاثير اسيد ساليسيليك بر 
توليد متابوليت ثانويه در كشت سـلولي گياهـان بـه ماهيـت     
تركيب هدف و  تفـاوت ژنتيكـي و مسـيرهاي متابوليسـمي     

  . گياهان مختلف بستگي دارد 
  
 تشكر و قدرداني – 6

اين تحقيق با حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه علوم 
پزشكي اصفهان  وهمكاري در آناليز نمونه ها توسط جناب 
آقاي دكتر جابر امامي و آقاي دكتر علي ترك لاداني انجام 

  .شده است كه بدينوسيله تقدير و تشكر مي شود
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