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  ايراني سرخدار در شده ايجاد مويين هاي  ريشه در تاكسول توليد افزايش

(Taxus baccata.sp)  
  3زماني رضا محمد و 1باقري خديجه ،*1،2چيني گوهر هوشنگ

  گياهي اتتوليد و ژنتيك گروه ،كشاورزي دانشكده زنجان، دانشگاه زنجان، ،ايران 1

  نور پيام دانشگاه تهران، ،ايران 2
  نوردانش غيرانتفاعي غيردولتي عالي موزشآ موسسه، )اصفهان(ميمه ، ايران 3

  27/01/1402: تاريخ پذيرش  22/10/1401: تاريخ دريافت

  چكيده

 گياهي داروهاي توليد امروزه. باشد مي استخراج قابل سرخدار درخت از كه است سرطان ضد داروهاي مهمترين از يكي تاكسول
 اليسيتورهاي اثرات مقاله دراين. است پژوهشگران توجه مورد دارويي گياهان از بسياري در مويين هاي ريشه ايجاد طريق از

. گردد  مي بررسي ايراني سرخدار در شده ايجاد مويين هاي ريشه در تاكسول توليد روي بر اسيدسالسيليك و جاسمونات متيل
 ATCC15834و  A4 ،R1000 ريزوژنز اگروباكتريوم نژاد ازسه سرخدار هاي ريزنمونه در موئين هاي ريشه ايجاد براي نويسندگان

 ژن داد نشان  PCRبررسي و شده ها ريزنمونه در مويين هاي ريشه ايجاد باعث A4 سويه فقط كه داد نشان نتايج. كردند استفاده
 100 و 10 ،1 غلظت سه از مويين، هاي ريشه واكشت عمليات در. است شده منتقل ها ريزنمونه به اگروباكتريوم زايي  ريشه

 استفاده مورد تاكسول پاكلي توليد افزايش براي تركيبي و جداگانه صورت به سالسيليك اسيد و جاسمونات متيل ميكرومول
 كشت محيط به اليسيتورها افزودن كه داد نشان بالا عملكرد با مايع كرماتوگرافي توسط شده انجام تحليل و تجزيه. قرارگرفت

 به جاسمونات  متيل ميكرومول 100 افزودن با افزايش بيشترين و شود  مي مويين هاي  ريشه در تاكسول پاكلي ميزان افزايش باعث
  .است گرديده مويين هايريشه در تاكسولپاكلي توليد ميزان برابري 5 افزايش باعث كه آمد بدست تنهايي

  اليسيتور ريزوژنز، اگروباكتريوم مويين، هاي ريشه تاكسول، پاكلي ، سرخدار: كليدي هايواژه

 hgohar129@pnu.ac.ir: ،  پست الكترونيكي  02144713092: تلفن نويسنده مسئول،* 

  مقدمه
 تشكيل را ما روزمره غذايي رژيم از ضروري بخشي گياهان

 مورد شدت به ها دهه آنها غذايي هاي  ارزش و دهند مي
 هاي متابوليت بر علاوه عالي گياهان. است قرارگرفته مطالعه
 آمينه اسيدهاي و ها كربوهيدرات ليپيدها، مانند مهم اوليه

 مانند ثانويه هاي متابوليت از اي گسترده طيف همچنين
 ها، ليگنان ها، كينون فلاونوئيدها، ها، آنتوسيانين آلكالوئيدها،
 داروسازي، در كه كنند مي تهيه را ترپنوئيدها و استروئيدها

 ها، رنگ عطرها، ها، دهنده  طعم كشاورزي، شيميايي مواد
 استفاده غذايي هاي افزودني و زيستي هاي كش آفت
 حفظ در مهمي نقش گياهي ثانويه هاي متابوليت. شوند مي

 اي شده شناخته نقش اما ندارند، گياهان حياتي فرايندهاي
 مواد عنوان به و دارند آن محيط با گياه كنش برهم در

 با بايد گياهان). 21( كنند مي عمل  گياه دفاعي شيميايي
 ها،قارچ( پاتوژن حملات مانند محيطي مستمر تهديدات
 سخت فيزيكي شرايط و) نماتدها حشرات، ها،ويروس

 اشعه معرض در گرفتن قرار دما، شوري، خشكسالي،(
 از را تهديد هايسيگنال گياهان. كنند مقابله) بنفش ماوراء
 و دهند مي تشخيص خود حسگرهاي و هاگيرنده طريق
 فعال ها تنش اين برابر در تثبيت براي را دفاعي هايپاسخ
 ثانويه هايمتابوليت تجمع باعث هاپاسخ اين. كنندمي
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 ثانويه هاي متابوليت درصد 50 از بيش ).28( شود مي
 استفاده پزشكي اهداف براي و است دارويي محصولات

 50000در ثانويه متابوليت 100000 حداقل). 5( شوند مي
 هرساله و است شده شناخته حاضر درحال گياهي گونه

 شود مي كشف جديد ثانويه متابوليت 4000
. شد جدا Taxus brevifolia از ابتدا در تاكسل پاكلي).8(

 ايالات بازار به 1990 دهه اوايل در باليني نظر از ها تاكسان
 پاكلي جمله از ها، تاكسان) 30و18(.شد معرفي متحده
 دپليمره توبولين هاي لوله به اتصال با آن، مشتقات و تاكسل
 كنند مي متوقف توبولين مجموعه در را تداخل يا شدن

 از ها،  سرطان مختلف انواع برابر در تاكسل). 12و22(
 دهانه و مثانه گردن، و سر پستان، تخمدان، سرطان جمله
 ايدز با مرتبط كاپوزي ساركوم و ريه سرطان ملانوم، رحم،
 براي زيادي باليني آزمايشات اين، بر علاوه. باشد  مي موثر

 ساير با تركيب ودر تنهايي به تاكسل، پاكلي اثر آزمايش
 مختلف هاي  نئوپلاسم برابر در درماني، شيمي داروهاي

 داخلي پوست از استفاده. )27( است انجام حال در ديگر
 سرخدار درختان گسترده تخريب باعث تاكسول توليد براي
 فقط تا برد يبن از بايد را درخت يك بطوريكه شود مي
 طبيعي منابع نتيجه در. آيد بدست تاكسول داروي دوز يك
 سريعاً ديگري دارويي منابع و نيست، پاسخگو وجه هيچ به

 بالا ارزش با دارويي گياهان) 5( گردد جايگزين بايد
 بعضي مردم معيشت اصلي ازاجزاي تاكسول همچون
 مناطق در ويژه به وابستگي اين و است روستايي مناطق

 حد، از بيش زودرس، برداشت. است زياد كوهستاني
 تهديدهاي پايدار، برداشت از ناكافي دانش و مداوم،
 تغييرات توسط كه است دارويي گياهان براي ديگري
 در دانش و هاداده . شود مي تشديد زمين فرسايش و اقليمي
 ارزش با دارويي گياهان آينده بالقوه و فعلي توزيع مورد
 خطر تشديد باعث اين و است كم نسبتاً مناطق اين در بالا

 ).15( است شده اهميت پر گياهي هاي گونه اين انقراض
 عنوان به عمدتاً HRs مويين هاي ريشه ،1960 تا 1930 دهه
 مطالعه مورد باغباني گياهان در پاتوژن تهاجم از اي نشانه

 1980 تا 1970 دهه اينكه تا. )4( قرارگرفتند
Agrobacterium rhizogenes باكتريايي عامل عنوان به 

) ريشه كننده ءالقا( Ri ژن انتقال طريق از كه شد شناسايي
 كند مي ءالقا را HR مويين ريشه سندرم باكتري، پلاسميد

 كه شد مطالعه چندين انجام باعث مهم كشف اين ).7و 3(
 كمك) HRCs( مويين هاي ريشه كشت فناوري توسعه به

 زخم محل از HRs كه دانيم مياكنون . است كرده
 همزيست باكتري يك A. rhizogenes توسط كه ها گياهچه

 Rhizobium تاكسونوميكي لحاظ از حاضر حال در كه

rhizogenes حتي ).10( گرددمي ايجاد شود، مي ناميده 
 براي دفاعي پروتئين چندين بيان تحريك با گياه كه زماني

  دهد، مي پاسخ باكتريايي عفونت به پاتوژن سركوب
R. rhizogenes هاي پروتئين از استفاده براي را هايي مكانيسم 

 نتيجه در كه كند مي ايجاد آنها كردن خنثي با گياه دفاعي
 به تا) 23و 16( برد مي بين از را گياه دفاعي مسيرهاي

 نوتركيب پروتئين توليد براي كه هايي سيستم همه امروز،
 مثال، عنوان به. است هايي محدوديت داراي شدند استفاده
 كاربردي پيچيده هاي پروتئين ترشح يا و توليد در ناتواني

 و ويروس انتقال خطر ،)باكتريايي هاي سيستم مانند(
 هاي سلول باكتريايي، هاي سيستم مانند( سمي هاي مولكول

 مانند( است بالا بسيار توليد هاي هزينه يا) پستانداران
 توليد ،2000 دهه اوايل از. )2( )پستانداران هاي سلول

 چندين تراريخته گياهان از استفاده با درماني هاي پروتئين
 جمله از بياني هاي سيستم ساير به نسبت را عمده مزيت
 ،)انسان كننده تهديد ويروسي آلودگي خطر بدون( ايمني
 ارائه پيچيده گليكوزيلاسيون و پايين بالادستي هاي هزينه
 ذاتي مزاياي HRCs و گياهي سلول هاي سوسپانسيون. داد

 با در مقايسه. نندك مي تركيب را توليد محدوديت و گياهان
 مانند مزيت چندين HRCs سلولي، هاي سوسپانسيون

 سلولي خارج ترشح امكان و فنوتيپي و ژنوتيپي پايداري
 ناميده ريزترشح عنوان به همچنين( شده بيان هاي پروتئين

 زي  سا خالص براي مناسب روش يك ارائه) شود مي
كه مقدار كمي پروتئين  محيط يك در هدف هاي پروتئين
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 به قادر) HRCs(هاي ريشه مويين كشت). 31(وجود دارد 
در ). 26و 11(هستند  بالا مقياس در پيچيده تركيبات توليد
پژوهشگران و محققان زيادي ريشه هاي هاي اخيرا،  سال

مويين را در گياهان دارويي براي توليد متابوليت هاي ثانويه 
براساس  آنها  فنوتيپ) 33(اند   مورد بررسي قرار داده

 هاي هورمون سريع و بدون نياز به نسبتاً خصوصيات رشد
 زمين دادن دست از جانبي، هاي نداشتن شاخه خارجي،
) 9(شود  مي مشخص ژنتيكي و شيمياييبيو پايداري گرايي،
 هاي ثانويه به  براي توليد بيشتر متابوليت هاي مويين ريشه
كشت  هاي روش ساير به بهتر، نسبت ژنتيكي پايداري دليل

بيوسنتز  ميزان). 17(ارجحيت دارند  آزمايشگاهي
 ژنتيكي مبناي تراريخته، هاي ريشه در ثانويه هاي متابوليت

 محيطي و) اليسيتورها(اي  تغذيه عوامل تأثير تحت اما دارد

 توليد و رشد كشت، محيط تركيب .گيرد مي قرار نيز

مقدار  .دهد مي قرار تأثير تحت را ثانويه هاي متابوليت
 مقادير و نيتروژن منبع بيروني، رشد هاي  هورمون ساكارز،

 محرك مواد شيميايي وجود و حرارت درجه نور، آنها، نسبي

 توليد و بيوماس، مقدار رشد، توانند مي همگي دارنده، باز يا

براساس منابع بررسي ). 32(سازند  متأثر را ثانويه متابوليت
 براي توليد جايگزين هاي مويين مي تواند منبع شده ريشه

 در كه سرخدار هاي گياهي بافت و ها سلول ها، تاكسان
 يكي از موارد ،)23(هستند  شوند مي كشت آزمايشگاه

 توسط ريزوژنز اگروباكتريوم با سرخدار گياه در ژن انتقال
 در جزئياتي هيچ انجام شد اما) 1994( كاركاسون-پالوت
 مويين هاي ريشه كشت در آن تعيين و تاكسان توليد مورد
در پژوهشي ديگر  .است نشده ثبت تاكسون هاي  گونه در

مورد  Hicksii واريته Taxus × mediaمويين  هاي ريشه
اين  در شده تعيين تاكسل پاكلي محتواي بررسي قرارگرفت

 آنها. بود گرم ميلي 619 خشك ماده كيلوگرم در يك كشت
 پاكلي توليد سازي بهينه مورد در را خود نتايج اولين
 كره در ديگر پژوهشي در همچنين). 6(دادند  ارائه تاكسل
 Sieb Et Zucc Taxus  گونه سرخدار برروي جنوبي

cuspidata  مناسب توان با مويين هاي ريشه كه شدند موفق 

 مطلوب شرايط. نمايند ايجاد گونه اين در تاكسول توليد
 آگروباكتريوم سويه سه در تاكسول پاكلي توليد بهبود براي

 در مويين ريشه القاء براي ) A4و  R1000) ،15384 ريزوژنز
 متفاوت هاي روش با مجموع در. شد مقايسه گونه اين

 10 دوره يك واكشت متداول يندهايافر طريق از آلودگي
 داراي و پايدار مويين ريشه لينه يك كه بود لازم زمان ماهه،
 مويين هاي ريشه اين. آيد بوجود توليد براي سريع رشد
 به پاسخ در را تاكسول ازپاكلي بالايي سطح شده توليد

 به تواند مي كه دادن نشان ،)MJ( جاسمونات متيل اليسيتور
 تاكسول پاكلي پايدار توليد براي جايگزين منبع يك عنوان
 تلقيح از آمده بدست هاي كشت). 33( شود استفاده

 جوان هاي ريزنمونه روي بر ريزوژنز آگروباكتريوم
 اقتصادي قدرتمند تكنيك يك بيوراكتورها با درتركيب

 ثانويه هاي  متابوليت توليد براي محيطي نظر از كه است
 كشت براي كمي بازدهي گذشته، در، )14( است ايمن
 است، شده گزارش مرسوم رويكردهاي با مويين هاي ريشه
 و )25( استوسيرينگون مانند ها فنوليك از استفاده با اما

 شده كنترل محيط يك تحت پايين فركانس با فراصوت
 اين از بنابراين و داد افزايش توان مي را تبديل راندمان

 از برخي در مويين ريشه هاي كشت توليد در يندافر
 براي تلاش ديگر پژوهشي در، )29( شد استفاده نهاندانگان

 بنام بازدانگان از گياه يك در مويين ريشه كشت توسعه
 به چندان كه  Taxus baccata sub sp. wallichianaسرخدار
 توليد براي فراصوت كمك با نيست كشت قابل آساني
 ثانويه متابوليت توليد افزايش نتيجه در بيشتر توده زيست
مقاله با توجه به  ينا در ).20( گرفت صورت تاكسول
هاي انجام شده در سرخدار ايراني هنوز كاري در   بررسي

زمينه ايجاد ريشه هاي مويين و توليد داروي ارزشمند 
ها صورت نگرفته است براي   تاكسول از طريق اين ريشه

ها مويين  اولين بار در سرخدار ايراني اقدام به ايجاد ريشه
و بررسي اثرات اليستورها بر آنها و مقدار توليد تاكسول در 

  . ها شد  اين ريشه
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  روشها و مواد
 استفاده مورد سرخدار بذور: نمودن استريل و بذور تهيه
 طريق از ايران كشور شمال هايجنگل از پژوهش اين

 را بذور ابتدا. شد تهيه كشور مراتع و ها جنگل موسسه
 70 الكل اتيل با اي دقيقه يك تيمار سپس و داديم شستشو
 سديم كلريد هيپو با اي دقيقه 20 تيمار سپس و) v/v( درصد

 استريل مقطر آب با سپس نموديم اعمال) w/v( درصد5/1
 سپس و شد شسته بار سه آرام هواي جريان لامينار زير در
 تازه گياهان تا شدند كاشته   MS كشت هاي محيط روي بر

  .آوريم بدست

 باكتري از تازه گياهان تهيه از پس: باكتري تلقيح

Agrobacterium rhizogenes هاي سويه A4 ، R1000 و
ATCC15834 هاي سويه .شد استفاده ها نمونه يحتلق يبرا 

 كه) YEP  )yeast extract peptoneكشت محيط در باكتري

 ،1000مخمر عصاره ،5000گوشت عصاره شامل
(  آگار ،5000ساكارز ،4900 منيزيم سولفات ،5000پپتون

 يتردر ل گرم يليم ،20000) رفت بكار جامد محلول زمانيكه
(mgl-1) آماده براي استريل دوبار مقطر آب ازشدند  كشت 
 نرمال 1/0 سود از استفاده با pH و شد استفاده محيط سازي

 اتوكلاو. شد تنظيم 7 روي نرمال 1/0 كلريدريك اسيد يا
 بر كيلوگرم 1/1 فشار و گراد سانتي درجه 121 دماي در

 در را ها باكتري .شد انجام دقيقه 15 مدت به مترمربع سانتي
 داديم قرار شيكر روي ساعت 24 براي YEP مايع محيط

 10 مدت به دقيقه در دور 2000 سرعت با را پليت محتواي
 260 در  .O.D= 2/0 با را كشت و نموديم سانتريفوژ دقيقه
 هاباكتري اكنون نموديم انتخاب كردن حل از پس نانومتر
 سرخدار هاي ريزنمونه روي بر آگروباكتريوم تلقيح براي
  . بودند آماده

  

  
: A. rhizogenes (C( توسط ها برگ تلقيح): B. (جنين كشت از حاصل  ماه 3 نهال: ).A ) T. baccata  Lهاي گياهچه به مويين ريشه القاي -1 شكل

 از بعد ها  برگ در شده ايجاد مويين ريشه): E(ها  گياهچه در ماه سه از بعد شده تشكيل تازه مويين ريشه): A. rhizogenes )D توسط ها  نهال تلقيح،
 .HPLC بالا عملكرد با مايع كرماتوگرافي تحليل و تجزيه براي جداشده مويين هاي ريشه): A. rhizogenes) .F عفونت از بعد ماه چهار تا سه
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 كه بگيريم، بكار توانيم مي القاء براي را مختلفي هاي روش
 عفونت روش شامل كه نموديم استفاده روش دو از ما

 يك توسط زخمي هاي ريزنمونه آن در كه مستقيم،
 روش و شد آلوده ريزوژنز آگروباكتريوم به آغشته اسكلپر
 با همراه ديگر بار زخمي نهال آن در كه مايع واكشت

 محيط يك در ساعت 24 مدت به ريزوژنز آگروباكتريوم
 صورت به ها نمونه ريز تلقيح از بعد. شدند واكشت مايع
 مقدار نصف ماكرو عناصر(  MS كشت محيط به تازه

 بيوتيك آنتي ليتر در گرم 5/0حاوي) رفتن بكار اصلي
 روي باقيمانده اضافي هاي باكتري حذف براي سفوتاكسيم

 و شد تازه آنها كشت محيط هفته هر و يافتند هاانتقال  بافت
 رشد از اينشانه كه زماني تا شد اضافه سفوتاكسيم

 ها آن، گياهچه از پس. نشد مشاهده آنها در آگروباكتريوم
 فاقد كه WPM تازه كشت محيط در هفته 3 مدت به دوباره

. شدند واكشت گياهي رشد هاي كننده تنظيم و سفوتاكسيم
 نگهداري اول هفته 3 براي تاريك محيط يك در ها كشت
 8 و نور ساعت 16 نوري چرخه به شرايط سپس و شدند،
 دوباره. يافت تغيير سانتيگراد درجه 25 در تاريكي ساعت
 تا داديم ادامه ماه سه را فرايند اين يابد مي ادامه ها واكشت

 شكل( گردند ايجاد پايدار مويين ريشه مختلف هاي لاين
1(.  

 ييدأت براي: تراريختي ماهيت ييدأت براي  PCRآزمايش
 باكتري Rol B زايي ريشه هاي  ژن انتقال صحت

 آمده بدست مويين هاي  ريشه در ريزوژنز آگروباكتريوم
 در PCR تحليل و تجزيه با زايي ريشه ژن وجود بايد
 و گياه ريشه از DNA ابتدا. شد  مي يدئتا مويين هاي  ريشه
 از شده تهيه DNA جداسازي ازكيت استفاده با مويين ريشه

 عنوان به گياه ريشه DNA. شد استخراج ژن آزما شركت
 ريشه DNA و باشد نمي Rol B ژن داري كه منفي شاهد
 مشابهت صورت در كه آزمايشي نمونه عنوان به مويين
 و باشد ژن انتقال عدم بر دليل تواند مي منفي شاهد با باندي

  جداسازي  كيت  بوسيله  باكتري  پلاسميد  DNA همچنين

DNA بكار مثبت شاهد بعنوان و بود شده جدا پلاسميد 
 به اقدام مربوطه هاي  DNAجداسازي از بعد. شد گرفته

 از هاآغازگر .شد Rol B ژن اختصاصي پرايمرهاي طراحي

 500 قطعه فوروارد پرايمر .شد تهيه ايران سيناژن شركت
 3' يتوال دارايRolB  ژن بازي جفت

ATCCAACTCACATCACAATGG- -'5 معكوس پرايمر و 
-TTCTAAATCAGGTTCCTCCG -3 ' يتوال داراي ژن اين

  شد استفاده كيلوبايتي يك نشانگر از ارزيابي براي و بود 5'
Mix PCR مول ميلي 100 ميكروليتر 25 حجم با لوله هر در 
 Taq واحد 1 و DNA ليتر ميلي در نانوگرم 50 پرايمر،
 درجه 94( شد انجام سيكل 35 و. شد تهيه پليمراز

 ثانيه، 45 براي سانتيگراد درجه 58 ثانيه، 45 براي سانتيگراد
 تكثير محصولات ،)ثانيه 45 براي سانتيگراد درجه 72 و

 شد مشاهده درصد8/0آگارز ژل روي بر الكتروفورز با شده
 زمان در اوليه مويين هاي  ريشه مشاهده از بعد .)2شكل(

 كاملاً طرح يك قالب در WPM محيط در آنها واكشت
 متيل سطح سه شامل كه) 1 جدول( تيمار 10 با تصادفي

 مول ميكرو 30و10،1 سالسيليك اسيد و جاسمونات
 سه در اليسيتور بدون و هم با تركيب و جداگانه بصورت
  .قرارگرفت بررسي مورد تاكسول افزايش بر تكرار

  
تيمارهاي بكار رفته براي بررسي اثر متيل جاسمونات و اسيد  -1جدول

اكلي تاكسل در ريشه هايي مويين پافزايش ميزان  بر سالسيليك
 (Taxus baccata.sp)سرخدار 

شماره
 تيمار

  µM سالسيليك اسيد Mµجاسمونات متيل

1 1  -  
2 10  -  
3 100  -  
4 -  1  
5 -  10  
6 -  100  
7 1  1  
8 10  10  
9 100  100  
10 -  -  
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 است DNA هزار جفت باز  ماركر PCR .M توسط آمده بدست مويين هاي ريشه به ريزوژنز آگروباكتريوم از زايي ريشه هاي  ژن انتقال ييدأت -2شكل

NP DNA است تلقيح بدون گياه ريشه P.DNA 3 ،2 ،1. است باكتري پلاسميد DNA شدند انتخاب تصادفي بطور كه مويين ريشه هاي  نمونه 

اليسيتورها بعد از تهيه محيط كشت و اتوكلاو آنها در زير 
. هاي كشت اضافه شد لامينار بعد از عبور از فيلتر به محيط

تجزيه  spssافزار اكسل و  بعد از ثبت نتايج توسط نرم
واريانس داده ها انجام شد تا اختلاف واقعي بين تيمارها 
مشخص گردد و براي كم كردن اشتباه نوع اول و دوم و 

ها در سطح يك بالا بردن درصد صحت از مقايسه ميانگين
  .درصد استفاده شد

 براي:   HPLCطريق از آمده بدست هاي ريشه آناليز
 در تاكسول حضور نمودن مشخص و مويين ريشه آناليز
. يمنمود  HPLCطريق از آنها آناليزاقدام به  ها ريشه اين

 24 را شده جدا هاي نمونه ابتدا تاكسان استخراج جهت

 از بعد. شوند خشك تا قرارداديم دراير فريز در ساعت
 1:9 نسبت به آب متانول تركيب در سپس آنها نمودن پودر

 از عبور از پس .گرديدند شيك ساعت 16 و قرارگرفتند
 روي كلرومتان دي ليترميلي 40 فيلترشدن و صافي كاغذ

 جداكننده قيف از استفاده با شد افزوده آمده بدست محلول

 و شد تبخير روتاري در و شد جدا آبي فاز از ديكلرومتان فاز
 .شد حل استونيتريل ليترميلي يك در باقيمانده خشك عصاره
 (HPLC) مايع كروماتوگرافي دستگاه از ها نمونه آناليز براي

 (Knauer –uv k2501 227nm) نشانگر (,Knauer)آلمان كنوئر

 سرعت .شد استفادهC18  (4.6cm * 25cm* 5µm (ستون

 و سلسيوس درجه 25 دما دقيقه، بر ليترميلي يك جريان
 طول در هاپيك. بود ماكروليتر 20 شده تزريق نمونه مقدار

 مقايسه با آنها شناسايي كه شدند نمايان نانومتر 230 موج
 صورت ها تاكسان استانداردهاي با پيك خروج زمان

 تطابق و نمونه پيك زير سطح براساس نهايت در پذيرفت
 اندازه محلول در تاكسول غلظت مقدار تنظيم منحني آن

 منابع اساس بر ها استاندار كه است ذكر به لازم .شد گيري
  )20و 6( شدند انتخاب

  بحث و نتايج
 توسط زايي ريشه ژن انتقال احتمال بردن بالا براي

 سرخدار هاي دانه اينكه علت به همچنين و اگروباكتريوم
 نهال توليد براي جنين كشت از زنندمي جوانه سختي به

 سپس. آوريم بدست جوان هاي نهال بتوانيم تا شد استفاده
 و مربع سانتيمتر 1 اندازه به ها نهال اين هاي برگ از قطعاتي
 شده ذكر روش دو با جوان هاي نهال هيپوكوتيل همچنين

 ميان از. شدند آلوده ATCC15834و A4 ، R1000هاي سويه با
 در آميز موفقيت طور به A4 سويه فقط سويه سه اين
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 ايجاد شده گرفته بكار روش دو هر در ها  ريزنمونه
 در كه باكتري از ديگر سويه دو اما. نمود مويين هاي  ريشه
 ننمودند ايجاد اي  ريشه هيچگونه شد استفاده پژوهش اين
 اين براساس. قرارنگرفتند بررسي مورد كار ادامه در لذا و

 هاي  سويه از بعضي است ممكن كه گرديد مشخص نتايج
 مويين هاي ريشه ءالقا و تبديل براي ريزوژنز آگروباكتريوم

 به قادر ها  سويه برخي و باشند آميز موفقيت سرخدار در
 مناسب اي  سويه بايد اول قدم در پس نيستند كار اين

 قبلي مطالعات در بگيريم بكار سرخدار گونه به باتوجه
 براي ،LBA9402 ريزوژنز آگروباكتريوم سويه از شده، انجام

 ريشه ايجاد براي سرخدار هاي  گياهچه ترانسفورماسيون
. )9( شد استفاده Taxus * media var. Hicksiiiدر مويين هاي
 Taxus در مويين هاي  ريشه ايجاد براي ديگر اي  مطالعه در

cuspidata اگروباكتريوم سويه سه از ATCC 15834 ،R1000 
 ATCC 15834، R1000 دوسويه فقط و شد استفاده A4 و

 هاي  ريشه با ها  ريشه اين نمودند مويين هاي  ريشه ايجاد
 شكل و نابجا هايريشه تعداد نظر ازT. cuspidata طبيعي
 هورمون عنوان به ،IBA فقدان در حتي. بودند متفاوت
 هاي شاخه از بسياري حاوي و كنند،مي رشد اكسين،
 نهال ازدرصد 26 در تقريباً پژوهش اين در. شوندمي جانبي

 ريشه بيشتر حال، بااين. شدند ايجاد مويين هاي ريشه ها
 به ترانسفورماسيون اين از آمده بدست جديد مويين هاي
 رشد علت). 33( كنند رشد توانند نمي كامل ريشه عنوان
 زمانيكه كه باشد اين شايد مويين هاي  ريشه مناسب نكردن

 اين كننده تكميل ژن است ممكن يابدمي انتقال rol ژن
بسته به جايگاه ورود  ).24( كند خاموش را تكاملي مسير

T-DNA هاي موئين در   ريشه به ژنوم گياه ميزبان، توان
 است مشخص شده .استتوليد متابوليت ثانويه متفاوت 

هاي مويين از نظر ژنتيكي پايدار بوده واكشت آنها  ريشه
هاي مويين هتروژن   با اين وجود، ريشه. باشد آسان مي

هايي  دستيابي به لاين رسد كه به منظور و به نظر ميهستند 
باشند لازم است  هاي مويين كه داراي توليد بالايي از ريشه

سه نمونه از ). 13( چند بار انجام شود كه عمل انتخاب

هاي بدست آمده انتخاب شد  هاي مويين از ميان نمونه ريشه
پس از . آنها نموديم از PCR تحليل و اقدام به تجزيه

شد كه باندهاي  ي استخراج شده تاييدهاDNAالكتروفورز 
 DNA مانند نمونه مويين ريشه DNA در را مشابهي
 در مثبت بكاربرده بوديم كه بعنوان كنترل باكتري پلاسميد

 DNA در حاليكه اين باند در داد نشان Rol B قطعه برابر
) بدون آلودگي آگروباكتريوم(منفي  بعنوان كنترل گياه ريشه
هاي مشاهده شده ترانسفورماسيون ر  اين بانده.ندارد وجود
كرد  زايي را تأييد مي هاي مويين و انتقال ژن ريشه يشه

 به PCR اعتبارسنجي از هاي مويين پس ريشه ).2شكل(
 منتقل WPM كشت بيشتر به محيط رشد سه ماه براي مدت
سه ماه  مويين هاي ريشه در تاكسل پاكلي محتواي. شدند
مختلف متيل جاسمونات و اسيد حاوي مقادير كه 

گرفتند كه  قرار مقايسه و بررسي سالسيليك بودند مورد
ها از طريق   پس از تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين

و 2جدول (آزمون چند دامنه دانكن نتايج زير بدست آمد 
 ).3شكل 

 بيشتر رشد براي ماه سه مدت به PCR اعتبارسنجي از پس
 تاكسل پاكلي محتواي. شدند منتقل WPM كشت محيط به
 متيل مختلف مقادير حاوي كه ماه سه مويين هايريشه در

 مقايسه و بررسي مورد بودند سالسيليك اسيد و جاسمونات
 ها  ميانگين مقايسه و واريانس تجزيه از پس كه قرارگرفتند

 آمد بدست زير نتايج دانكن دامنه چند آزمون طريق از
  )3 شكل و2 جدول(

  
تجزيه واريانس اثر تيمار مقادير مختلف متيل جاسمونات و  -2جدول

 هاي مويين  اسيد سالسيليك بر ميزان تاكسول در ريشه

 (MS) مربعات ميانگين  آزادي درجه تغييرمنبع

  09/6228**  9 تيمار
  02/4  20 خطا

ضريب
 cv تغييرات

  30/5  

  درصد1 احتمال سطح در دار معني** : 
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 جاسمونات متيل اليسيتور بكارگيري 2 جدول نتايج مطابق
 1 سطح در و بوده موثر تاكسول ميزن بر سالسيليك اسيد و

 مثبت ثيرأت دهنده نشان اين و است گرديده دار معني درصد
 هاي ريشه در تاكسول افزايش بر اليسيتورها اين موثر و

 گيري بكار مختلف مطالعات در سودمند اثر. است مويين
 تاكسان تجمع و تاكسل پاكلي بر اليسيتورها و سازها پيش
 شده مستند خوبي به سرخدار سلولي كشت در مرتبط هاي
 مطالعات در) 19( شدبا اميدواركننده رسد  مي نظر به است
 سازها پيش بكارگيري كه نمود مشخص ژونگ شده انجام

 را آنها تجمع و ها تاكسان توليد موثر طور به اليسيتورها و
 هاي  گونه سلولي سوسپانسيون و كالوس كشت دو هر در

 و سيكلوسكا كاتارزينا، )35( كند مي تحريك تاكسوس
) PHE( آلانين فنيل- ال اثرات خود بررسي در نيز همكاران

 تركيب در يا تنهايي به را) PAB( اسيد بنزوئيك آمينو-p و
 تاكسان توليد و مويين ريشه رشد بر جاسمونات متيل با

 زيست افزايش بيشترين گرديد مشخص و نمودند بررسي
 در مويين هاي  ريشه كشت هفته 4 از پس خشكي توده

. شد مشاهده شاهد با مقايسه در ساز پيش حضورتركيبات
 100 با آلانين فنيل ميكرومولار 100 تركيب حال، اين با

) برابر 28 تقريباً( بيشترين جاسمونات، متيل ميكرومول
 كاربرد ،)27( داشت همراه به را تاكسل پاكلي توليد افزايش
 فلاونوئيدي و فنولي تركيبات افزايش بر سالسيليك اسيد
 نشان اسطوخودوس دارويي گياه سلولي سوسپانسيون در
 باعث ساعت 72 مدت به آن از ليتر در گرم ميلي12 كه داد

 3 و 5/3 تا ترتيب به فلاونوئيدي و فنولي تركيبات افزايش
 و جاسمونات متيل بررسي در همچنين). 1( شود مي برابر
 كه شد مشخص شنبليله دارويي گياه بر سالسيليك اسيد
 مي تغيير ديوسژنين بيوسنتزي مسير كليدي هاي ژن بيان
 توليد افزايش باعث جاسمونات متيل بخصوص و يايد

 كه ،است بيشتر بررسي به نياز البته) 2( شود مي ديوسژنين
 موثر تاكسول توليد افزايش بر اليسيتورها بكارگيري زمان
 مختلف سنين در بكارگيري بررسي با خير؟ يا است
 محيط در اليسيتور ماندن باقي زمان و مويين هاي ريشه
 مشخص براي سپس .يافت دست آنها به توان مي كشت
 و شاهد به نسبت را ثيرأت بيشترين اليسيتور كدام اينكه شدن
 آزمون توسط ها ميانگين بررسي است داشته تيمارها ساير
  ).3 شكل( شد انجام دانكن اي دامنه چند

  
  درصد 1 سطح در دانكن اي دامنه چند آزمون توسط سالسيليك اسيد و جاسمونات متيل مختلف مقادير با تيمارها ميانگين مقايسه نمودار -3شكل

  است تيمار دو بين دار معني اختلاف نداشتن دهنده نشان مشترك حروف
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 با تيمارها تمام ها تيمار ميانگين مقايسه نمودار مطابق
 دار معني اختلاف تاكسول ميزان در) اليسيتور بدون( شاهد
 اليستورها بكارگيري كه دهد مي نشان اين و داشتند

 و دارد مويين هاي ريشه در تاكسول توليد در ثيرمثبتأت
 ميكرومول 100 كه هنگامي 3 شماره تيمار در ثيرأت بيشترين

 5 از بيش تاكسول ميزان شد گرفته بكار جاسمونات متيل
 براي روشني افق تواند مي نتيجه اين و يافت افزايش برابر
 كه 6 تيمار در باشد ارزش با دارويي گياه اين تجاري توليد
 نيز شد برده بكار تنهايي به سالسيليك اسيد ميكرومول 100

 اما داد نشان شاهد با تاكسول ميزان در داري معني اختلاف
  آناليز از بعد تاكسول مقدار دوم جايگاه در تيمار اين

HPLCبه بود 3 تيمار از كمتر و داد نشان بررسي اين در 
 متيل ثيرأت كه شد گيري نتيجه بررسي اين در علت همين

 سرخدار مويين هاي ريشه تاكسول افزايش بر جاسمونات
 و جاسمونات متيل كه 9 تيمار در اما است بيشتر ايراني
 100 مقدار به را هر و تركيبي بصورت سالسيليك اسيد

 اما شد تاكسول افزايش باعث شد گرفته بكار مول ميكرو
 اثر تواند مي كه بود 6 و 3 تيمار دو از تر پايين آن ميزان

 مقدار بودن بالا اينكه يا باشد اليسيتور دو اين تداخلي

 200 تيمار اين در زيرا باشد شده بكارگرفته اليسيتورهاي
 پيشنهاد اينكه احتمال و است رفته بكار اليسيتور ميكرومول

 با تيمار اين وقتي زيرا است بيشتر باشد تر درست دوم
 تيمار اين كه گرديد مشخص شد مقايسه تيمارها ساير
 تركيبي بصورت كه تيمارهايي ساير نسبت را تاكسول ميزان
 تاكسول افزايش شده گرفته بكار اليسيتور كمتر مقدار با اما

 تيمارها ساير بررسي در است آورده بوجود را بيشتري
 با تيمارهايي در تاكسول افزايش اختلاف كه شد مشاهده
 اسيدسالسيليك و جاسمونات متيل يكسان اليسيتور ميزان
 8و7 تيمارهاي و 5و2 تيمارهاي 4و1 هاي تيمار مانند

 داراي شاهد با اما ،نشد مشاهده انها بين داري معني اختلافاً
 از پس بكارگيري كلي بطور بودند داري معني اختلاف
 با مايع آناليزكروماتوگرافي از حاصل گرافهاي بررسي
 افزايش در اليستورها داد نشان)4 شكل( HPLC بالا عملكرد
 دقيق تعينن اما است موثر مويين اي ريشه در تاكسول
 در زمان و گياه سن و اليسيتور نوع و اليسيتور مقدار

 تواند مي افزايش اين ميزان بر اليسيتور گرفتن قرار معرض
  .باشد موثر

  
شكل  6تيمار  C:شاهد شكل : Bاستاندارد تاكسول شكل : Aشكل   HPLCكروماتوگرافهاي تجزيه و تحليل كرماتوگرافي مايع با عملكرد بالا -4شكل 

D: 3تيمار  
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، 19(نمايد  مي تائيد را موضوع اين نيز منابع ساير بررسي
  ).35و 27

 آگروباكتريوم مناسب سويه كه شد گيري نتيجه پايان در
 در مويين هاي ريشه ايجاد براي مناسب ريزوژنز
 براي و باشد  مي A4 سويه ايراني سرخدار هاي  ريزنمونه
  MS 1/2كشت محيط از ها ريشه اين توسعه و نگهداري

 محتوي افزايش براي و نمود استفاده توان مي  WPMو
 ريشه اين از استخراجي تاكسول توليد اقزايش و تاكسول

 اليسيتور گيري بكار با توان مي آمده بدست مويين هاي
 را تاكسول ميزان ميكرومول 100 ميزان به جاسمونات متيل

 اين در است آوري ياد به لازم البته داد افزايش برابر 6
 ATCC15834و A4 ، R1000سويه سه از فقط ما پژوهش

 اين ديگر هاي  سويه از گردد  مي پيشنهاد كه نموديم استفاده
 هايريشه ايجاد در آنها اثر و شود استفاده نيز باكتري
 اليسيتورهاي اثرات و قرارگيرد ومطالعه بررسي مورد مويين
    .گيردرقرا بررسي مورد نيز ديگر
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Abstract 

Taxol is one of the most important anti-cancer drugs that can be extracted from the yew 
tree. Today, the production of herbal medicines through the formation of hairy roots in 
many medicinal plants is of interest to researchers. In this article, the effects of methyl 
jasmonate and salicylic acid elicitors on the production of taxol in the hairy roots 
created in Iranian yew are investigated. The authors used three strains of Agrobacterium 
rhizogenes A4, R1000 and ATCC15834 to create hairy roots in yew explants. The 
results showed that only A4 strain caused the formation of hairy roots in the explants 
and PCR analysis showed that the Agrobacterium rooting gene was transferred to the 
explants. In the process of growing hairy roots, three concentrations of 1, 10 and 100 
micromoles of methyl jasmonate and salicylic acid were used separately and in 
combination to increase paclitaxel production. The analysis performed by high-
performance liquid chromatography showed that the addition of elicitors to the culture 
medium increases the amount of paclitaxel in the hairy roots, and the greatest increase 
was obtained by adding 100 μmol of methyl jasmonate alone, which increased the 
amount of production by 5 times. Paclitaxel is absorbed in hairy roots. 

Key words: Yew, Taxol, Hairy roots, Agrobacterium rhizogenes, Elicitor 


