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گیاه   های مویینریشهبر تولید  pH، ساکارز و محیط کشت تاثیر غلظت بهینه سازی 

در شرایط   (RSM) استفاده از روش سطح پاسخبا  ( .Atropa belladonna L) شابیزک

1درون شیشه ای 
 

Optimization of the Effect of Culture Medium and Sucrose Concentration 

and pH on the Production of Hairy Roots of Atropa belladonna L. Using the 

Response Surface Methodology (RSM) Under In Vitro Condition 
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 چکیده
و    رشد  جهت   کشت  محیط  دهنده  تشکیل  مواد  نوع   و  هاترکیب  نظر  از  مویین  های ریشه تولید    کشت   محیط  سازیبهینه  

  بالایی   تواناغلب    مادری،  گیاه  با  مقایسه  در  که  است   این  مویین  هایریشه   مزیت  بزرگترین .است  ضروری  توده  زیست  سازیبهینه 

با باکتری   کوبیمایهواسطه  ههای مویین تراریخته در گیاه شابیزک بریشه،  پژوهش در این  .  دارند  ثانویه  هایمتابولیت  تولید  در

Agrobacterium rhizogenes    سویهA7    .وسیله  ههای مویین بریشه   تایید مولکولیتولید شدندPCR  از آغازگر های  با استفاده 

اثر سه غلظت محیط کشت پایه مایع    (RSM)های روش سطح پاسخ  با استفاده از کدبندی  انجام گرفت.   rol Bاختصاصی ژن  

(MS  ، MS2/1    و MS4/1با غلظت )( و سه سطح    برگرم    45و   30،  15های مختلف ساکارز )لیتر pH (5/5  ،8/5    بر رشد  1/6و )

سطح  نتایج حاصل از روش  . شد  گیریاندازه  هفته  4  گذشت  از   بعد   های مویینریشه  خشک  و  تروزن  بررسی شد.های مویین  ریشه 

 بر گرم    30  همراه با  (≅MS2/1)  56/0کشت با غلظت    های مویین در محیطپاسخ نشان داد که بیشترین وزن تر و خشک ریشه 

  تروزن  و   pH  ،990/0مطلوبیت هر سه فاکتور محیط کشت، ساکارز و    ارزش  بهینه شرایط  آمد. در  دستبه  pH   8/5و  ساکارز  لیتر

  های مویین رشد یافته در میزان آلکالوئید آتروپین در ریشه   GC/MSبر اساس نتایج    .بود  گرم317/0  و  58/8ترتیب  به   خشک  و

 درصد بود.  88/6محیط کشت حدود  ترینمناسب

 . محیط کشتروش سطح پاسخ،  ،مویین ریشه  یزوژنز،را یومگروباکترآ ،آتروپین  کلیدی:   هایهواژ

 مقدمه 
  باشد اسکوپولامین می است که دارای تروپان آلکالوئیدهای آتروپین و  4تیره سیب زمینی  دارویی  یکی از گیاهان  3گیاه شابیزک 

 اعصاب   بر  کولینرژیک  آنتی  قوی  اثر  که  هستند  ایثانویه  هایمتابولیت  اسکوپولامین،  و  آتروپین  جمله  از  آلکالوئیدها،  . تروپان(2)

ها نشان  بررسی  (. 22)  شوندمی  برده   بکار  چشم  مردمک   اتساع  و   درد   دهنده  تسکین  اسپاسم،  رفع  عنوانبه  و  داشته  پاراسمپاتیک

های ثانویه موجود در گیاهان کشت بافت شده خیلی بیشتر از میزان آن در گیاه طبیعی است و  داده است که میزان متابولیت

با توجه به اینکه    .(12شود )کنند که در گیاه اولیه تولید نمیهایی تولید میهای گیاهان کشت بافت شده، متابولیتیاختهحتی  

های  های ثانویه آهسته بوده و مدت زمان طولانی برای تولید لازم است، بنابراین تولید متابولیتدر طبیعت سرعت تولید متابولیت

 

 30/11/1400 تاریخ پذیرش:                     8/6/99 تاریخ دریافت: -1

 .به ترتیب دانش آموخته کارشناسی ارشد و دانشیار گروه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه ارومیه، ارومیه، ایران  -2

 (. mo.fattahi@urmia.ac.irنویسنده مسئول، پست الکترونیک: ) * 

3- Atropa belladonna L                 4-  Solanaceae 
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و بافت    یاخته که برای تولید سریع و انبوه آنها از فنون کشت  بهتر است  دارویی با استفاده از گیاهان وحشی اقتصادی نبوده و  

آنها  یندارد که مهمتر یمتعدد هایدکاربر ییدارو یاهانگ ینهزم در یاهیکشت بافت گ (.14ی به طور بهینه استفاده شود )گیاه

در حال انقراض   یاهیگ  یهاحفظ گونه   یفی،و ک  یکیژنت  یاز لحاظ محتوا  یکنواخت  ییدارو  یاهانگ  یعانبوه و سر  یرعبارتند از: تکث

 و کشت   اییاخته   یونکشت سوسپانس  یقازطر  in vitro  یطدر شرا  یهثانو  هاییتمتابول  ید انجماد و تول  یط در شرا  ینگهدار  یقطر از
  (. 31، 20)اندام است 

  یوم با استفاده از آگروباکتر  ها ترکیب این    یدارا  یاهانگ  یورزاست، دست  هاییدتروپان آلکالو  یوسنتزمحل ب  ریشه  که  ییاز آنجا 

  کشت   امروزه،  .(4)  برخوردار است  یادیت زیاز اهم  هایتمتابول  ینا  یدتول  یبرا   ی،ژیوتکنولودر فنون کشت بافت و ب   ،1یزوژنز را

  قابلیت   نگهداری و   سهولت گرایی، زمین  نداشتن  بیوشیمیایی، و   ژنتیکی، مرفولوژیکی  ثبات   سریع،  رشد   به دلیل  مویین، هایریشه 

 تولید   برای  ارزشمندی  و  مناسب  منبع  ثانویه،  هایمتابولیت  از  تولید بسیاری  قابلیت  و  هورمون  فاقد   کشت  هایمحیط  در  رشد

های  یکی از روش  (.24)  است  مونوکلونال   هایبادی  آنتی  و  مقیاس وسیع   در  ثانویه  هایمتابولیت   گیاهی،   شیمیایی   هایترکیب

های گیاهی، استفاده از سیستم ناقل  ثانویه در سیستم کشت بافت و تراریخته نمودن گونه  هایمؤثر برای افزایش تولید متابولیت

رایزوژنژ می باکتری  .(21)  باشداگروباکتریوم  باکتری جزو  عموماًاین  و  بوده  منفی  گاهی گیاهان  گیاهان دولپه های گرم  و  ای 

-T   یهای مویین حامل قطعههای ریشهیاخته  . شودهای مویین میو منجر به تشکیل ریشه  ( 36)  کند ای را آلوده میلپه تک

DNAپلاسمید   یRi  به علت    یینمو  یشهو کشت ر  یزوژنزرا  یوماستفاده از آگروباکتر  . (10)  باشند ای خود میدر درون ژنوم هسته

را به عنوان    یشتریب  هاییتمز  یمیایی،ش  هایترکیب از    یاسنتز گسترده  ییو توانا  ی، سهولت نگهدارکاهش زمان  یع،رشد سر

های استفاده از  یکی از بزرگترین محدودیت  . ( 9،  1)  نماید یم   یجاد ارزشمند ا  یهثانو  های یت متابول  یدتول  یبرا  یوستهمنبع پ   یک

های ریشه مویین  توان با انتخاب لاینهای ثانویه، بازده کم تولید است. این مشکل را میهای مویین برای تولید متابولیتریشه 

   .(34)مناسب با راندمان بالای رشد و یا با بهینه کردن شرایط محیط کشت حل نمود 

هایی که پاسخ مورد نظر به واسطه سازی فرایندهای آماری است که در بهینه تکنیک ای از  مجموعه  (RSM) روش سطح پاسخ 

روش سطح پاسخ شده    رود. شمای گرافیکی مدل ریاضی سبب تعریف واژهگیرد، به کار میتعدادی از متغیرها تحت تاثیر قرار می

در روش سطح  متغیرها، قابل برآورد هستند.  برهمکنشه دوم و  است. با کمک این طرح آماری، کلیه ضرایب مدل رگرسیون درج

 ابراهیمی و همکاران (.17است ) آنالیزپاسخ، سطح مورد نظر تحت تاثیر متغیرهای بسیاری قرار دارد و هدف، بهینه کردن پاسخ 

 نتایج نشان داد که    و   دادندمورد بررسی قرار  را    های مویین گیاه گل میمونی بیابانی کشت ریشه  سازیبهینهدر یک پژوهش  

MSهای مختلف ساکارز و  اثر غلظتدیگر   پژوهشیدر   .(5)  های مویین استبهترین محیط کشت برای افزایش زیست توده ریشه

pH   نتایج نشان داد که در محیط کشت باو    بررسی شد  2گیاه پنیر باد  های مویینمحیط کشت در کشت ریشه pH  8/5    و ساکارز

ای گونههای مویین  های مختلف بر رشد ریشهای تاثیر محیط کشت در مطالعه  .( 26)  آمد  دستبهدرصد بالاترین تجمع بیوماس    3

های مویین در محیط  نتایج نشان داد که بیشترین بیوماس و وزن تر و خشک ریشه   و  قرار گرفت  مطالعهمورد  ،  3گندم سیاه  از

نیترات، سطح فسفات،    .(13)آمد    دستبه  MS   2/1کشت قند، سطح  نوع  و  میزان  به  توجه  با  عوامل شیمیایی  بهینه کردن 

، دما، اکسیژن، هوادهی، تکان  pHمانند  کمی    ها صورت می گیرد. همچنین عواملهای رشد، نوع تیمار با  پیش مادهکنندهتنظیم

سازی سیستم کشت ریشه مویین در  دسترس، تاکنون بهینه   قابل  علمی  منابع  به  توجه  با(.  6باشند )خوردن در این امر موثر می

مویین که بتواند امکان کشت    ریشه  کشت  سیستم  سازیگیاه شابیزک انجام نشده است. با توجه به اهمیت دارویی این گیاه، بهینه 

باشد. در این  اهمیت می بار  ، بسیاهای مهم آن را فراهم کنددر مقیاس وسیع در یک سیستم بیوراکتور و تولید صنعتی متابولیت

 .مورد بررسی قرار گرفتمویین گیاه شابیزک   ریشه کشت سیستم سازی، برای اولین بار بهینهپژوهش

 هامواد و روش

 ها مواد گیاهی و تهیه ریزنمونه

خواب، بذرها ابتدا به  بذرهای گیاه شابیزک از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه گردید. به منظور تسریع جوانه زنی و شکست  

  . دقیقه تیمارشدند 2درصد به مدت  50سولفوریک  با اسید و سپس نگهداری  سلسیوسدرجه   4ه در یخچال با دمای ما 1مدت 

 

1-  Agrobacterium rhizogenes                              2 - Withania somnifera                               3- Fagopyrum tataricum  
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درصد کلر فعال    5/2دقیقه در هیپوکلریت سدیم    10درصد و    70دقیقه در اتانول    1بذور تیمار شده، در زیر هود لامینار به مدت  

درصد    3حاوی    MSط کشت  در محی  دقیقه،  5پس از سه بار آبکشی با آب مقطر استریل هر بار به مدت    و  شدند ضد عفونی  

ساعت تاریکی    8ساعت روشنایی و    16و شرایط نوری    سلسیوسدرجه    25دمای  اتاق رشد با  در    و   درصد آگار کشت  7/0و    ساکارز

 هفته برای تلقیح با باکتری آماده شدند. ریزنمونه ها پس از یک  نگهداری شدند. به مدت یک هفته 

 ها سازی باکتری و تلقیح ریزنمونهآماده

به منظور آماده   آگروباکتریوم رایزوژنز به روش تزریقی استفاده شد.  A7های موئین در شابیزک از سویه  ریشه القاء    به منظور 

  1میلی گرم بر لیتر آنتی بیوتیک ریفامپیسین   50جامد حاوی    LBسازی باکتری جهت انجام تلقیح، باکتری در محیط کشت  

های کوتیلیدونی  در روش تزریقی، ریزنمونه   نگهداری شد.  سلسیوسدرجه    28ساعت داخل انکوباتور با دمای    48کشت و به مدت  

هایی  های کوتیلدونی زخمریزنمونه  یپشتبخش  جامد در    LBانسولین آغشته به باکتری در    گاستفاده از سرنای تهیه و با  یک هفته

ساعت در دمای    48گرم بر لیتر آگار کشت و به مدت    7حاوی    MSهای تلقیح شده روی محیط کشت  سپس ریزنمونه  .ایجاد شد

 300ها با آب مقطر استریل حاوی  ریز نمونهر حذف باکتری،  سپس به منظوو شرایط تاریکی نگهداری شدند.    سلسیوسدرجه    25

میلی    300جامد حاوی    MSو در نهایت روی محیط کشت    ند دقیقه شستشو داده شد  5میلی گرم بر لیتر سفوتاکسیم به مدت  

ها انجام گرفت و در هر دوره  گرم بر لیتر سفوتاکسیم و فاقد تنظیم کننده رشد منتقل شدند. هر هفته یکبار واکشت ریزنمونه

پس از حذف کامل ریزنمونه تا در نهایت از محیط کشت حذف گردید.    شد میکاهش داده    نصفواکشت، غلظت سفوتاکسیم به  

جامد عاری از هورمون تکثیر   MSمحیط کشت  های مویین بدون آلودگی باکتریایی و با سرعت زیاد در  هبیوتیک، ریشو آنتی

 یافتند. 

 های مویینتایید مولکولی ریشه

آمده در محیط جامد و ریشه حاصل از ریزنمونه   دستبههای مویین احتمالی  از ریشه   DNAبرای تایید مولکولی، استخراج  

از روش    DNAانجام گرفت. کمیت و کیفیت    CTAB  (16 )تلقیح نیافته )به عنوان شاهد( به روش   استخراج شده با استفاده 

های مویین احتمالی، از  درصد تعیین شد. جهت تایید وضعیت تراریختی ریشه  1و همچنین روی ژل آگارز    اسپکتروفتومتری

ژن  PCRش  رو اختصاصی  آغازگرهای  بود:   rol B  با  زیر  صورت  به  آغازگرها  توالی  شد.   استفاده 
'3-ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA-'5   و مستقیم(   )آغازگر 
'3-TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC -'5  )برنامه  )آغازگر معکوس .PCR   2سازییک چرخه واسرشت   شامل 

  1 مدت به سلسیوس درجه  94 دمای در سازی چرخه شامل واسرشت 35 ،دقیقه 5به مدت  سلسیوس درجه 94 دمای اولیه در

 درجه  72  دمای  در  DNAهای  توسعه رشته ثانیه،    20  و  دقیقه  1  مدت  به  سلسیوس  یدرجه   60  دمای  آغازگرها در  3اتصال  ،دقیقه

  .گردید  انجام  دقیقه  10  مدت  به  سلسیوس  درجه  72  یک چرخه بسط نهایی در دمای  و  ثانیه  30  و  دقیقه  1  مدت  به  سلسیوس

پس از الکتروفورز در   PCRانجام شد. محصولات    Cycler Veriti® 60-Well Thermal  مدلدر دستگاه ترموسایکلر    PCR  واکنش

عکس برداری  مورد مشاهده و  (  آمریکا  ،Carestream Health)   Gel Logic 212 Pro  4درصد در دستگاه ژل داک مدل  1ژل آگارز  

   قرار گرفتند.

 های مختلف pHهای مختلف ساکارز و  با غلظت همراههای مختلف  ین در محیط کشتیهای موبررسی رشد ریشه

بهترین لاین از نظر میزان رشدی  ،  PCRوسیله  هآنها ب  مولکولیها در محیط کشت جامد و تایید  پس از رشد مناسب ریشه

کدهای روش  با استفاده از  مورد استفاده قرار گرفت.    های بعدیجامد( انتخاب و برای انجام آزمایش)انشعابات بیشتر در محیط  

سطح    3گرم بر لیتر و    45و    30،  15و سه غلظت ساکارز    MS4/1 و    MS  ، MS2/1سه نوع محیط کشت    اثر  (RSM) سطح پاسخ  

pH  5/5  ،8/5    1  هایفاکتوردر این آزمایش    روی میزان تولید ریشه مویین بررسی شد.  1/6وX  ،2X    3وX  ترتیب شامل محیط  به

(  -1)  کمینهحد  یک  +( و  1)  بیشینه(، یک حد  0)  بهینهیک حد    هافاکتوریک از این    است که برای هر  pHکشت، ساکارز و  

. بر اساس  بود)ارلن مایر(    نمونه آزمایشی   15ای شامل  سه مولفه   هایبرای آزمایش  روش سطح پاسخ .  (1جدول  )  تعریف شده است

لن های  ار  درو    گردیده، وزن  جامد  MSهای مویین رشد یافته در محیط  گرم از ریشه   1، حدود  سطح پاسخهای روش  کد بندی

 

1-  Rifampicin                            2- Denaturation                           3- Annealing                            4- Gel Documentation 
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 rpm  110سرعت  و در شیکر انکوباتور با   ندشد  کشت  کشت،لیتر محیط  میلی  20  توری مخصوص شامل  حاویمیلی لیتری    250

هر هفته یک بار نیز عمل واکشت صورت    .ند هفته نگهداری شد  4به مدت    سلسیوسدرجه    25تحت شرایط تاریکی و دمای  

 گیری شد.ها اندازهتر و خشک ریشه وزن ،با استفاده از ترازوی دیجیتال حساسهفته،   4گرفت. پس از گذشت می

 

 کدبندی برای روش سطح پاسخ. و نحوه  3Xو  1X  ،2Xهای سطوح فاکتور -1جدول 
Table 1. Components level of X1, X2 and X3 and their coding for response surface methodology. 

)3XpH( 
  1-g l(2X)ساکارز 

Sucrose 

 ( 1X)محیط کشت 

Culture medium 

 

5.5 15 ¼ MS 
(-1) کمینه   

Minimum 

5.8 30 ½ MS 
نه یبه (0)  

Optimum 

6.1 45 MS 

(+1) بیشینه   

Maximum 

 

 

 استخراج آلکالوئید آتروپین  

گرم از  5/0( با اندکی تغییر انجام شتتد. بر استتاس این روش، مقدار 15و همکاران ) Kamadaها به روش استتتخراج آلکالوئید

 25لیتری منتقل شتدند. ستپس، کلروفرم، متانول و آمونیاک  میلی   100های مویین خشتک، پودر شتده و داخل ارلن مایر  ریشته

  1التراستونیک ستلستیوسدرجه   40دقیقه و با دمای   10های گیاهی اضتافه شتده و به مدت  به نمونه 1:  5: 15درصتد، به نستبت  

ستتشتوی کاغذ ستاعت در دمای اتاق قرار گرفتند. در مرحله بعد، پس از عبور از صتافی و دو مرتبه شت 1شتدند. ستپس به مدت  

)تبخیر کننده دوار( استتتفاده گردید. به  2میلی لیتر کلروفرم، برای تبخیر فاز کلروفرمی از دستتتگاه روتاری اواپراتور  1صتتافی با  

شتد و محلول نرمال اضتافه  1لیتر استید ستولفوریک    میلی 2لیتر کلروفرم و  میلی 5عصتاره باقی مانده و خشتک شتده ته بالن،  

آمده داخل قیف دکانتور دو فاز تشتکیل شتد. فاز   دستتبهدر مرحله بعد، با ریختن مخلوط   .به هم زده شتد  کاملبه طور    حاصتل

 25و به وستیله آمونیاک     آن روی یخ pHها به یک بشتر منتقل شتد و  کلروفرمی جدا و دور ریخته شتد و فاز آبی حاوی آلکالوئید

لیتر میلی 2داخل قیف دکانتور ریخته شتد و آلکالوئیدها یک مرتبه توستط  بهحاصتل، تنظیم گردید. محلول قلیایی   10درصتد تا  

آمده پس از افزودن ستولفات ستدیم خشتک به  دستتبهلیتر کلروفرم استتخراج شتدند. فاز کلروفرمی  میلی 1و دو مرتبه توستط 

رم شتستتشتو داده شتد. محلول لیتر کلروفمیلی 2الی   1منظور حذف آب موجود، از صتافی عبور داده شتده و کاغذ صتافی توستط 

 1  -2در )آلکالوئید کل(  آمده   دستتبهتبخیر و ماده جامد    ستلستیوسدرجه   40صتاف شتده به وستیله روتاری اواپراتور در دمای  

های کوچک داخل ویال  شتتیمیاییزیستتتآمده جهت انجام آنالیز   دستتتبهمتانول خالص حل شتتد. در نهایت محلول  لیتر میلی

 ریخته شد.

 آماری    واکاوی

 و رستم نمودار از  هاداده تجزیه و تحلیلبرای   تکرار انجام گردید و 3و با   (RSM)آزمایش در قالب طرح روش ستطح پاستخ   
 گردید.استفاده  7نسخه   STATISTICAنرم افزار 

 نتایج

و   (2X)، ستاکارز  (1X)محیط کشتت  فاکتورسته برای  (RSM)پاستخ    ستطح حاصتل از طراحی آزمایش براستاس روش  مشتاهدات

pH (3X)   نشان داده شده است 2در جدول. 
   

 

 

1- Ultrasonic                                                                                                                                2- Rotary Evaporator 

 مقدار 
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 های مویین گیاه شابیزک. طراحی آزمایش نوع محیط کشت و نتایج حاصل از روش سطح پاسخ در ریشه -2جدول 

Table 2. Culture medium type experimental design and response surface methodology results in hairy roots of 

Atropa Belladonna L.        

 مشاهدات 
)Observations ( 

 فاکتورها 
)Factors( 

 

 وزن خشک )گرم( 

Dry weight (gr) 

 وزن تر )گرم( 

Fresh weight (gr) 

X3 
pH 

X2 
 ساکارز 

(Sucrose) 

X1 
کشت محیط   

(Culture medium) 

 ردیف 

)Row ( 

0.321 8.59 0 0 0 1 

0.311 8.45 0 0 0 2 

0.308 8.34 0 0 0 3 

0.142 3.63 -1  -1  0 4 

0.181 4.90 1 -1  0 5 

0.275 6.24 1 1 0 6 

0.162 4.23 1 0 1 7 

0.109 2.84 0 1 1 8 

0.192 5.15 1 0 -1  9 

0.239 5.82 0 1 -1  10 

0.227 5.63 -1  0 -1  11 

0.285 7.13 -1  1 0 12 

0.168 4.55 -1  0 1 13 

0.149 3.94 0 -1  1 14 

0.136 3.43 0 -1  -1  15 

 
  های مویین  در رشد ریشهمدل پاسخ سطح   برازش  

ه برای دو  های پیش بینی شتدنشتان داد که مدل 3 در جدول  RSMهای  نتایج تجزیه واریانس و اشتتباه آزمایشتی برای مدل

های  نشتانگر برازش مناستب مدل  adj)–2 (Rتصتحیح شتده   2Rو   2R.  (P˂0.01) داری دقیق هستتندپاستخ ستطحی به طور معنی

RSM   2هستند. یک برازش مناسب باR   وP های انتخاب ها فقط به دلیل فاکتوربالا، نشانگر این است که تغییرات در نمونه  مقدار

 3در جدول   (DW)  وزن خشتتک و  (FW) وزن تر  هایبینی مدل. ضتترایب برای پیش(27)  باشتتدشتتده مدل و خطای خالص می

های وابستته( نشتان داد که اغلب ضترایب خطی، ضترایب درجه  ها )متغیرآمده از ضترایب پاستخ  دستتبه  Fخلاصته شتده استت. عدد  

آمده برای یک متغیر بالا باشتد ستهم  دستتبه  Fمعنی دار بوده استت. هرچه  05/0در ستطح   نشبرهمکدوم و ضترایب مربوط به 

 دار شدن بیشتر است.آن متغیر در معنی

های مویین بر ریشیه  (DW)و وز  خشی     (FW)ترو سیاکارز روی وز  pHتاثیرترکیبی نوع محیط کشیت،  بررسیی  

 (RSM)  اساس روش پاسخ سطحی

در اشکال زیر نشان داده شده است.    3X-1Xهای  براساس متغیر  )DW(  وزن خشک  و  )FW(  وزن تر  نمودار سه بعدی برای

نمودار در ارتباط با بهینه نقطه  . بیشترین مقدار هر  (25)  دهد ها را نشان میبین متغیر  برهمکنششکل نمودار طبیعت و میزان  

 ( نشان داده شده است.4و  1که در شکل )  (ساکارز)  2X  و  (محیط کشت)   1X  کنشدو فاکتور است. بر اساس بر هم  برهمکنش

( حاصل  بر لیتر  گرم  30-35) ( و ساکارزMS2/1 ≅ 56/0محیط کشت )  بهینهتر و خشک ریشه مویین در مقدار  بیشترین وزن 

های مویین نیز افزایش یافت و با  میزان رشد ریشه   بهینه  به طوری که با افزایش غلظت محیط کشت و ساکارز تا حدشده است  

ها شروع  گرم بر لیتر( به صورت توام رشد ریشه   30-35محدوده    ( و ساکارز )بیشتر از56/0)بیشتر از    افزایش غلظت محیط کشت

های بالای نمک و ساکارز حساس بوده زیرا مشاهدات  یین این گیاه به غلظتهای مورسد که ریشه به کاهش نمود. به نظر می

  شدند ای رنگ شده و دچار بافت مردگی میها قهوه( و ساکارز، ریشهMS )مانند    تجربی نشان داد که درغلظت بالای محیط کشت

نشان داد که بهترین رشد و   های مویینریشه خشک  بر وزن تر و X (pH)3و  (کشت محیط) 1X . تاثیر برهمکنش(الف-7 )شکل

  .مشاهده شده است  pH  8/5-7/5و    56/0و با غلظت    MS2/1 محیط کشت  های مویین در  بیشترین وزن تر و خشک ریشه 

کمتر  و بیشتر از این حدود کاهش    pHمحیط کشت و    پایین  های مویین در غلظتمشاهدات تجربی نشان داد که رشد ریشه

های مویین نشان داد  بر وزن تر وخشک ریشه    3X(pH)و    )ساکارز (2X  چنین بر اساس اثر برهمکنش. هم(5و  2)شکل    یافتمی
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های مویین افزایش و بعد از آن کاهش  تر و خشک ریشه وزن  pH  8/5-7/5لیتر و    برگرم    30-35محدوده    تا  با افزایش ساکارز  که

ها گردید همچنین ریشه  زاییریخت های مویین و تغییردر  های بالای ساکارز باعث کاهش رشد ریشه یافته است به طوری که غلظت 

 . ( 6 و  3)شکل  بسیار کند بود نیز ساکارز و  pH های پایینهای مویین در غلظتمیزان رشد ریشه 

 

 . RSM های مویین شابیزک بر اساس مدلبر رشد ریشه  pHس تاثیر محیط کشت، ساکارز و نتایج تجزیه واریان  -3 جدول

Table 3. Analysis of variance the effect of culture medium, sucrose, and pH on the growth of hairy roots Atropa 

Belladonna based on the RSM model. 
 منابع 

(Source) 
  درجه آزادی 

(Degrees 

of 

freedom ) 

 تر )گرم( وزن 
Fresh 

weight 

(gr) 

 وزن خشک )گرم(   
Dry weight (gr) 

 

مجموع    

 مربعات 

(sum of 

squares) 

 Fمقدار 
F-value  

 Pمقدار 

P-value 

 مجموع مربعات  

(sum of 

squares) 

 Fمقدار 

F-value 

 Pمقدار 

P-value 

1X 0.028098 9.36439 0.005304  0.014043 13.6677 2.49761 1 : محیط کشت 

2X 0.001084 45.54700 0.025800  0.000154 104.5665 19.10830 1 : ساکارز 

3X :pH 1 2.78300 15.2294 0.011381  0.007168 12.65386 0.016262 

2X1X 1 13.80697 75.5560 0.000333  0.013645 24.08913 0.004443 

3X1X 1 0.02212 0.1210 0.742078  0.000005 0.00893 0.928387 

3X2X 1 4.08047 22.3296 0.005217  0.003732 6.58809 0.050234 

1X1X 1 3.94579 21.5926 0.005598  0.007007 12.36946 0.016973 

2X2X 1 0.00032 0.0017 0.968319  0.000071 0.12562 0.737476 

3X3X 1 1.16640 6.3829 0.052759  0.000600 1.05966 0.350490 

 اشتباه آزمایشی 

(Experimental 

error) 

5 0.91369    0.002832   

 مجموع مربعات کل 

(Total sum of 

squares) 

14 49.91977    0.072159   

2Adjusted R-Square-R  0.94875-0.9817  0.8901-0.96075 

 توان به صورت زیر نوشت:ها را میهای آزمایشی برای هر یک از پاسخحسب دادههای برازش شده بر  بر این اساس مدل
YFW = 8/56531 – 1/11750X1 + 1/21026X2 –0/10789X3 – 1/93342X1X2 – 0/017337X1X3  – 1/08000X2X3 – 

24812/𝑋1
25  – 86750/𝑋2

23  – 10250/𝑋3
22  

YDW = 0/315464 – 0/051500X1 + 0/061421X2 – 0/001632X3 – 0/081474X1X2 + 0/008211X1X3 – 0/024500X2X3 

– 192844/𝑋1
20  – 121583/𝑋2

20  – 063583/𝑋3
20  

 باشد.می pH به ترتیب محیط کشت، ساکارز و  3X و 1X ،2X و بینی شدههای پیشپاسخ Y که
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Fig. 2.The interaction of culture medium and pH on the fresh weight of hairy roots. 

 . های مویینبر میزان وزن تر ریشه  pHمحیط کشت و    برهمکنش  -2شکل                     

 

 

 

Fig. 1. The interaction of culture medium and sucrose on the fresh weight of hairy roots. 

 .های مویینمحیط کشت و ساکارز بر میزان وزن تر ریشه   برهمکنش  -1شکل  
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Fig. 3. The interaction of sucrose and pH on the fresh weight of hairy roots. 

 . های مویینبر میزان وزن تر ریشه  pHو     ساکارز  برهمکنش  -3شکل  

 

 
 

Fig. 4. The interaction of culture medium and sucrose on the dry weight of hairy roots. 

 . های مویینخشک ریشه محیط کشت و ساکارز بر میزان وزن   برهمکنش  -4شکل  
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Fig. 5. The interaction of culture medium and pH on the dry weight of hairy roots. 

 .های مویینمیزان وزن خشک ریشه   برpH و   محیط کشت  برهمکنش  -5شکل   

Fig. 6. The interaction of sucrose and pH on the dry weight of hairy roots. 

 .های مویینبر میزان وزن خشک ریشه  pHساکارز و   برهمکنش  -6شکل    

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

Fig. 7. A) The hairy roots grown in 1/2MS culture medium with 30 g l-1sucrose and pH 5.8 B) The hairy 

roots grown in MS culture medium with 45 g l-1sucrose and pH 5.8  

ب( ریشه مویین رشد یافته  pH 8/5لیتر ساکارز و  برگرم  45با  MSالف ( ریشه مویین رشد یافته در محیط کشت  -7شکل 

 pH 8/5لیتر ساکارز و  برگرم  30با  MS 2/1در محیط کشت 

 ب

A 

 الف
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  های مویین شابیزکریشهدر  )وز  تر و خش (  مقادیر با ارزش  برای    محیط کشت به صورت همزما  سازیبهینه 

دهد.  را نشان می   (DW)  و وزن خشک  (FW)  وزن تر  مقدار بهینه محیط کشت را برای ارزیابی همزمان دو پاسخ   8  شکل

  56/0غلظت    در  خشک(  )وزن تر و   همزمان دو پاسخ ارزیابی  بهترین حالت ممکن برای    ،شودمی  دیدهطور که در نمودار  همان

بود   990/0آمد. در شرایط بهینه ارزش مطلوبیت    دستبه  pH  8/5و    ساکارز  بر لیترگرم    30  با همرا    (MS2/1  ≅محیط کشت )

با استفاده از   این پژوهش نتایج حاصل از    براساسبنابراین    گرم بود.317/0و    58/8ترتیب  به  تر و خشکاین شرایط وزن  که در

محیط کشت ترکیب  به عنوان بهترین    pH  8/5و    ساکارز  لیتر  برگرم    30با   همراه MS   2/1، محیط کشتروش سطح پاسخ

 انتخاب گردید. 

 

 
 

Fig. 8. Culture Medium Optimization for amounts with values (FW and DW) in hairy roots Atropa Belladonna L. 

 های مویین شابیزک. وزن تر و خشک( در ریشه سازی محیط کشت برای مقادیر با ارزش )بهینه  –  8شکل  

 

 های مویین تایید تراریختی ریشه
تایید ملکولی ریشه زنجیره به منظور  تولید شده، یک واکنش  از  های مویین  پلیمراز  از ریشه   DNAای  های  استخراج شده 

ای پلیمراز نشان نوکلئوتیدی در واکنش زنجیره  780انجام شد. وجود باند    rolBمویین با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن  

انتقال ژن با واسطه اگروباکتریوم و در نتیجه نشان ده  rolBدهنده حضور ژن   اثر  نده این است که ریشه های تولید شده در 

 (.9)شکل رایزوژنز به وجود آمده اند

 GC/MS تعیین میزا  تولید آتروپین در محیط کشت بهینه سازی شده توسط دستگاه

  30همراه با    MS2/1)میزان تولید آتروپین در بهترین ترکیب محیط کشت    نشان داد که  GC/MSنتایج حاصل از دستگاه   

مویین رشد یافته در    های ریشه نمونه  GC/MSحاصل از آنالیز    درصد بود. کروماتوگرام  pH  8/5،)  88/6گرم بر لیتر ساکارز و  

 نشان داده شده است.    10محیط کشت مذکور در شکل 
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Fig.9. polymerase chain reaction analysis confirm the rol B gene in transgenic hairy roots of Atropa Belladonna. 

M: DNA marker 1kb (Fermentase), C+: Agrobacterium rhizogenes A7 strains as a positive control, C1
-: Non 

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

negative control, Lines 1 to 3: hairy roots leaf explants One-week induced by Agrobacterium rhizogenes 

A7 strain. 

 1kbمارکر    M  :DNAیزک.  های مویین تراریخته شابدر ریشه  rol Bای پلی مراز جهت تایید حضور ژن  آنالیز واکنش زنجیره   –  9شکل

(Fermentase  ،)+Cرایزوژنز سویه    : اگروباکتریومA7    ،به عنوان کنترل مثبت-
1C  های شاهد غیرتراریخت به عنوان کنترل  : ریشه

-منفی اول،  
2C  واکنش : PCR    بدون الگویDNA    های  های مویین القا شده در ریزنمونه : ریشه3تا    1به عنوان کنترل منفی دوم، لاین

 اگروباکتریوم رایزوژنز.   A7ای توسط سویه  برگ یک هفته

 

 

 
Fig. 10. Chromatogram hairy roots grown in the best culture medium. 

 .محیط کشت  بهترینهای مویین رشد یافته در  کروماتوگرام ریشه  -10شکل  
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 بحث 
های مویین دارد و غلظت و نوع مواد تشکیل دهنده  ای بر رشد ریشه تغییر مقادیر مواد مغذی محیط کشت، تاثیر قابل ملاحظه

به منظور رشد مطلوب و افزایش  سازی محیط کشتدر میزان رشد ریشه مویین تاثیر بسزایی دارد. بنابراین بهینه  محیط کشت

های  نشان داد که ریشه  پژوهشنتایج این    (. 26،  3است )  دارای اهمیت بسیار زیاد های مویین  ها در کشت ریشهتجمع متابولیت

بیشترین زیست توده دارای به خوبی رشد کرده و    pH   8/5و  ساکارز لیتر برگرم   30با همراه   MS 2/1محیط کشت مویین در 

  رسیده   اثبات  به  دارویی  گیاهان  از  بسیاری  در  مویین  هایریشه   رشد و توسعه  برای  MS2/1  کشت  محیط  بودن  مناسب  هستند.

مایع    MS2/1    ،  مایع (MS مختلف  کشتنوع محیط    سه  تاثیرحاضر، در پژوهشی طی    پژوهشمشابه با نتایج    (.32و    23) است

های مویین در  خشک ریشه   بیشترین وزن تر و  ،(L. Cichorium intybus) در گیاه کاسنی  های مویین  ( بر رشد ریشهجامد MS  و

با توجه به متفاوت بودن نوع و میزان عناصر ماکرو و میکرو در فرمولاسیون محیط .  (8)  آمد   دستبهمایع  MS2/1محیط کشت  

با  های مختلف، محیط کشتکشت ای ریزنمونه تاثیرات  های درون شیشه یکدیگر داشته و در نتیجه بر پاسخها تفاوت اساسی 

غلظت نیتروژن متفاوت بوده به طوری که در محیط کشت   MS  2/1و     MS(. به عنوان مثال در محیط کشت29اساسی دارند )

MS  بهینه واقع افزایش نیتروژن تا یک حد    در  های مویین باشد عامل محدود کننده رشد ریشه  دتوان غلظت بالای نیتروژن می 

(.  35شود )اکسین درونی را افزایش داده اما افزایش بیشتر نیتروژن از طریق کاهش اکسین درونی باعث کاهش رشد ریشه می

ی از جمله نیتروژن، فسفر، پتاسیم و روی باشد.  به دلیل کمبود عناصر معدن تواندمی  MS 4/1 کمبود رشد ریشه در محیط کشت

نوع ژنوتیپ گیاهی و تفاوت   بهتوان های مویین گیاهان مختلف به نوع محیط کشت را میهمچنین تفاوت در پاسخ رشدی ریشه 

منبع کربن و   (. قندها علاوه بر19های فیزیولوژیکی و رشدی گیاه و همچنین نوع سویه باکتری مورد استفاده نسبت داد )در نیاز

کنند  های ثانویه عمل میمتابولیتو رشد  تولید   ها به عنوان ایجاد سیگنال درهمانند هورمونهای مویین  در کشت ریشهانرژی،  

 Lourenço  در پژوهشی،  (.28باشد )های ثانویه میگیاهی و سنتز متابولیت  یاخته(. ساکارز یک منبع مهم کربن جهت کشت  33)

های مختلف ساکارز  که غلظت  بررسی و گزارش نمودندهای مویین را  ریشه   1زیست توده تاثیر ساکارز در تجمع    (81)و همکاران  

های  گرم بر لیتر ساکارز موجب افزایش وزن تر و خشک ریشه   30-35  هایو غلظت   استهای مویین تاثیر گذار  بر میزان رشد ریشه 

 پژوهشحاصل از این  های  نتیجهکه با    ها به تدریج شروع به کاهش نمودمویین گردید و با افزایش غلظت ساکارز رشد ریشه 

های بالای  ها در غلظتریشه کاهش رشد و تغییر مورفولوژی و کالوسی شدن  (  11)  همکارانو    Hamill  مطابق نظر  .همخوانی دارد

در محیط کشت پایین است سطح آلومینیم و هیدروژن   pH. همچنین وقتی که میزان  استساکارز احتمالا ناشی از تنش اسمزی  

محیط کشت بالا باشد در این صورت ممکن است عناصر کم مصرف به    pHکند و اگر  برای سیستم ریشه مویین سمیت ایجاد می

 های مویین دارد و دربروز فنوتیپ ریشه   رنقش مهمی دrol B   ژن   (.30ر اختیار ریشه مویین قرار گیرد )شکل غیرقابل جذب د

به    تواندمی  حاضر نشان داد که روش سطح پاسخ  پژوهشنتایج   (.7)  صورت غیر فعال شدن آن، ریشه مویین تولید نخواهد شد

 های مویین گیاه شابیزک مطرح گردد. سازی محیط کشت ریشهسازی و بهینهعنوان روشی مناسب در مدل

 گیرینتیجه 

  پیدا   ایویژه  اهمیت  دارویی  ارزشمند  هایترکیب  تولید  دارویی جهت  گیاهان   مویین  هایریشه  کشت  از  گیریبهره  امروزه، 

های مویین و در گام بعدی استفاده  محیط کشت جهت افزایش زیست توده ریشه ترین  کرده است. در گام نخست یافتن مناسب

ین  اهای ثانویه باشد. بنابرافزایش متابولیت  تواند موثرترین روش در تولید وسازی شده، میاز عوامل محرک در محیط کشت بهینه 

در مقایسه با سایر محیط   pH  8/5و    ساکارز  گرم بر لیتر  30همراه با    )MS)2/1  محیط کشت  56/0غلظت    در پژوهش حاضر، 

 د. گردمیهای مویین گیاه شابیزک معرفی به عنوان بهترین محیط کشت برای رشد ریشه ها کشت
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Research article 

 

Optimization of the Effect of Culture Medium and Sucrose Concentration 

and pH on the Production of Hairy Roots of Atropa belladonna L. Using the 

Response Surface Methodology (RSM) Under In Vitro Condition 
 

B. Karjo and M. Fattahi*11 

 

   Optimization of the culture medium of hairy roots in terms of the composition and type of 

ingredients in the medium is essential for proper growth and optimal biomass production. The 

greatest advantage of culturing Hairy roots is that they are often capable of producing secondary 

metabolites compared to the mother plant. In this research, transgenic hairy root induction was 

established through the mediation of the A7 strain of Agrobacterium rhizogenes. Molecular 

confirmation of hairy roots was done by PCR using rolB gene-specific primers. With response 

surface methodology (RSM) coding, the effect of three types of basal liquid MS media (MS, ½ 

MS and ¼ MS) with different sucrose concentrations (15, 30, and 45 g l-1) and three pH levels 

(5.5, 5.8 and 6.1) on the growth of hairy root was investigated. The fresh and dry weight of 

hairy roots was measured after 4 weeks. The obtained results of response surface methods 

showed that the highest dry weight of hairy roots in the culture medium with a concentration of 

0.56 of MS (≅ 1/2MS), 30 g l-1 of sucrose, and pH of 5.8. In optimum conditions, the utility 

value was 0.990, and the fresh and dry weight of hairy roots, was 8.58gr and 0.317gr, 

respectively. According to GC/MS results, the amount of atropine alkaloid in hairy roots grown 

in optimum culture medium was about 6.88%.  

Keywords: Atropine, Agrobacterium rhizogenes, hairy root, Response Surface Methodology, 

Culture medium. 
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