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  چکیده

گیررد   ها مورد استفاده قرار مياي از سرطاناست كه در درمان طیف گستردهداروهاي ضد سرطان  مؤثرترينتاكسول يكي از 

هراي  ه آن اسرت  يكري از رو   هاي وابسرته بر  كشت بافت سرخدار منبع جايگزين مناسبي براي تهیه تاكسول و ساير تاگزان

تحقیق حاضر با هدف بررسي محیط كشت زايي است  اي در گیاهان كالوسهاي ثانويه در شرايط درون شیشهتولید متابولیت

 صرور   بره  (Taxus berevifoliaو  Taxus baccataسررخدار    گونر  زايري دو   كرالوس  منظوربههورموني  هاي غلظتپايه و 

سازي شرايط رشرد كرالوسق قاترا  جداكشرت     ‎بهینهمنظور به  گرفتلب طرح كاملاً تصادفي انجام آزمايش فاكتوريل در قا

 4و  2ق 1 هراي  غلظرت برا   D-2,4هراي رشرد    كننرده  تنظری   تأثیرو تحت  B5 قMS ق WPMپاي ساقه در سه نوع محیط كشت 

بیشرترين    نتراي  نشران داد كره    شرد  بررسيتر در لی گرممیلي 3/0و  2/0ق 1/0با غلظت  كینتیندر لیتر در تركیب با  گرم میلي

 2/0 و D-2,4گرم در لیترر  میلي 2 و غلظت هورموني WPMهاي ساقه در محیط  درصد( ريزنمونه 3/57زايي   درصد كالوس

و محیط  انجام گرفت MSدرصد( در محیط كشت  3/22زايي   وسصور  گرفت  كمترين درصد كال كینتینگرم در لیتر  میلي

 هراي  غلظتهاي رشد نسبت به  هكنند تنظی ك   هاي غلظتوضتیتي بین اين دو قرار داشت  همچنین استفاده از در B5  كشت

 سرخدار داشت گون  دو ساق  هاي  زايي در ريزنمونه وسبیشتري بر متغیر كال تأثیرق بیشتر

 زاييق محیط كشت گیاهيق سرخدارق كالوس هاي رشد هكنند تنظی : کلیدی های هواژ

 

 همقدم
 برر   يسروزن از درختران    Taxusسرخدار متتلق بره جرن   

اسررت كرره در منرراطق مرطررو  و  پسررند يهسرراو  كندرشررد

 وآوري طبیترري انررد   مرطررو  پراكنررده اسررت و زاد‎ نیمرره

سررخدار از  [  2ق 1] دارد زيرادي يري  رواهمیت صرنتتي و دا 

بومي ايرران اسرت كره در دوران سروم      برگان يسوزنمتدود 
                                                           

 78133101636 تلفن:، * نویسندۀ مسئول 
Email: z.rahmati65@yahoo.com 

 ي تردر  بره و  يافت انتشاري از نقاط دنیا شناسي در بتضزمین

 گرم شدن اقلی  جمله از عوامل مختلف اكولوژيک یج نت در

طبیتري خرود   هاي  عوامل انسانيق رويشگاه توسطو تخريب 

  ايرن  كنرد مري ي را طري  يو سیر قهقرا است داده  دست ازرا 

قررار   تهديرد  سرخدار در مترضگون   كهشرايط سبب شده 

ين گیاه از طريق كشت بافت ممكرن اسرت   تكثیر ا [ 3] گیرد

مرؤثر  و تولیرد انبروه نهرال آن در آينرده      گونه  ينادر احیاي 

تولیررد داروي   اولیررمنبررع  درخررت  از طرفرري ايررن باشررد
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هراي سرینهق    ضدسرطان تاكسول با اثر ويژه در درمان سرطان

هراي   در تمرامي بخرش  [ كه 4] است غیره مثانه و قرح ق ريه

 وجرود  كر  مقردار  بره   آن ۀتراز  ۀمیرو  جز بهسرخدار  درخت

هاي متفاو   هاي مختلف و گونه مقادير آن در اندامو  داشته

نوسران  گرم در يک گرم بافت خشرک(  میلي 03/0تا  01/0 

تاكسول موجرود در پوسرت    ك  با توجه به غلظت  [5]رد دا

آن در كر    پرراكنش  و گیراه  بودن كندرشد قدرخت سرخدار

 بسریار محردود   تاكسرول مادۀ ید تول منبعهاي طبیتيق عرصه

كشرورهاي  اخیرر محققران    هراي در دهره رو  ازاين[  2] است

شررايط تولیرد و    بهبرود جديرد   هراي  رو  در پري  مختلف

پاسرخگويي بره    منظرور  بره  باارز كاهش قیمت اين داروي 

  [6] انرد  بروده هاي تخصصري   کنیاز بیماران سرطاني و كلینی

ده از كشرت بافرت و   استفا قتولید تاكسولهاي يكي از رو 

يررا اي  هشیشرر درونهرراي حاصررل از شرررايط  سكررالوتولیررد 

 نتتیری  خصرو   ايرن  [  در7اسرت ] سوسپانسیون سرلولي  

كشرت بهینره    محیطهاق مناسب ريزنمونهسازي  سترونرو  

درصررد  بره  دسررتیابي و تیمارهراي هورمروني مناسررب برراي   

يكري از عوامرل    [ 8] دارد اي ويرژه  اهمیتزياد زايي كالوس

هراي كشرت بافرتق    اسرتفاده از رو  ۀ محدودكنندلي و صا

    هاست نمونهو باكتريايي ريز  هاي قارچيوجود آلودگي

هراي مختلرف   هراي گونره  سازي ريزنمونهبراي سترون

ق اي شیشره  زايري در شررايط درون  كالوسمنظور  بهسرخدار 

 تروان  يماست كه  شده  استفادهاي مختلفي تر از تیمارهپیش

سرپ   و  دقیقه 30مد   بهها با آ  نمونهشوي و شست به

درصرد   1بنومیرل   كرش  قارچمحلول شو با و دقیقه شست 7

تیمرار   نهايي با اسرتفاده از  يضدعفونتیمار و  پیش عنوان به

 1/0جیروۀ  كلريد  و سپ  ثانیه 30مد   به درصد 70الكل 

 .T نمون  سرشراخ  گونر   روي ريز دقیقه 7مد   بهدرصد 

baacata در محیط كشت MS [9 ق] درصرد   70تیمار الكل

درصرد   1/0 ۀثانیه و سپ  محلول كلريد جیرو  30مد   به

 .T   گونر ساق  هاي بر  و دقیقه روي ريزنمونه 7مد   به

baccataدر محیط كشت MS  [ 1]كرد اشاره 

هرراي كشررت ینرر زم درزيررادي نسرربت برره تحقیقررا 

محرریط كشررت و  سررازي ینررهبهو  گونرره  يررنا ايشیشرره درون

هراي   گونره رشد گوناگون در القاي كرالوس  هاي  كننده تنظی 

تحقیقرا  مقردماتي در     است گرفته  انجام سرخدار مختلف

 آغراز شرد   1974خصو  كشت كالوس سرخدار از سرال  

هرايي از  هايي برا اسرتفاده از جداكشرت   [  بتدها كالوس10]

پوسرتق شراخهق اجرزاي دانرهق      جملره  ازهاي مختلف ‎بافت

هرا  تولید شد كه از اين میانق سراقه  ها هاي جوان و برساقه

هرراي حاصررل رشررد  و كررالوسبودنررد بهترررين ريزنمونرره 

تررين بخرش در   ‎تركیب محیط مهر   .[11د ]نتري داشت سريع

القاي كالوسق رشد سلول و همچنرین تشركیل متابولیرت در    

گیرراهي اسررت  غلظررت و تركیررب   سررلولكشررت بافررت و 

در القراي كرالوس   مهمري  ترأثیر  هاي رشد گیاهي هكنند تنظی 

1گرررم در لیتررر  میلرري 2تررا  1دارد و محرریط داراي 
2,4-D  يررا

مهمري  ترأثیر   قهاي رشد گیاهيهكنند تنظی تركیب آن با ساير 

[  وجرود يرک منبرع اكسرین     12زايري داشرته اسرت ]    در كال

القراي كرالوس   برراي  يا همراه برا يرک سریتوكینین     ييتنها به

بیشرتر  در   [1] اسرت هاي مختلف سررخدار ضرروري   گونه

MSاي شیشره كشرت درون  هراي ها محریط  گزار 
B5ق 2

و  3

WPM
 هراي  غلظرت اثرر  نمونه براي ق [9] است  شدهآزمون  4

5كینتین و D-2,4مختلف 
 .Tبرر     نمون ريز زاييبر كالوس 

berevifolia  محریط   از و بررسري اي شیشره  دروندر شرايط

 ايهر  غلظرت و  شرده   استفادهمحیط پايه  عنوان به MSكشت 

گررم در  میلري  1/0 در تركیب با D-2,4 در لیترگرم  میلي 5/1

 گونره   ايرن زايري  بهترين تركیرب برراي كرالوس    قكینتین لیتر

طري  ( 2010  اشررفي و همكراران   [ 13]اسرت   شده  مترفي

ريز نمونره زايي هاي رشد بر كالوسهكنند تنظی اثر پژوهشي 

 B5 كشرت  و محریط  بررسري را  T. baccata هاي مختلرف 

در تركیرب برا    یترر در لگررم  میلي 4با غلظت D-2,4 همراه  به

                                                           
1. 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 

2. Murashige & Skoog, 1962  
3. Gamborg et al, 1968  

4. Woody Plant Medium  

5. kinetin 
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برراي   تیمرار  تررين  مناسرب را  كینترین  گرم در لیترر میلي 5/0

 ولابي و همكراران باقري ط [ 14] دكردنگزار   زاييالوسك

 T. baccataساق  بر  و هاي نمونه ريززايي ( كالوس2015 

و كردنررد  بررسرري B5و  MS  را در دو محرریط كشررت پايرر

 قگونرره  ايررنزايرري در لوسكررا برررايرا  B5محرریط كشررت 

( برا  2015ران  همكرا اد و ژنر  مهردي  [ 15] تر دانستند مناسب

پاير   در محریط كشرت     T. baccata برر  ريزنمونر   كشت 

WPM 2,4هرراي همررراه هورمررون برره-D  وNAA  موفررق برره

محققران   برخري [  16]درصد( شردند   78 زياد دهي كالوس

برراي تولیرد كرالوس     MSمحریط كشرت    اند كهاظهار داشته

برخري ديگرر گرزار      كره  يدرحال[ق 17 ق15]نیست  مناسب

هراي  زايري ريزنمونره  اند كه بهترين محریط برراي كرال   دهكر

 ،1]اسرت   MSمحریط كشرت    T. baccataسرشاخ  گونر   

همررراه  برره B5محرریط اسررتفاده از ديگررري نیررز محقررق  [ 11

اير تركیررب بررا سرر  صررور  برره و  D-2,4هرراي هورمررون

هراي   هاي رشد را بهترين محیط براي تكثیر سلول هكنند تنظی 

( 1996اسرتروبل و همكراران     [ 7] است كردهكالوس اعلام 

را براي رشد كالوس نسربت   B5استفاده از محیط كشت نیز 

[  برا  10]انرد   كررده توصریه    MSبه استفاده از محیط كشرت 

ر نوع و غلظرت قنردها و تركیرب هورمروني بر      تأثیربررسي 

مشخص شده است كره در محریط    T. baccataزايي در  كال

 4و  2ق 1ق 5/0ق 0از بررین تركیبررا  مختلررف     B5كشررت 

گررم   میلري  1و  5/0ق 2/0ق 1/0ق 0و  D-2,4گرم در لیتر  میلي

 1/0و  D-2,4گررم در لیترر    میلري  1(ق تركیرب  كینتیندر لیتر 

ا بیش ب زايي گرم در لیتر كینتین بهترين تركیب براي كال میلي

[  البترره در 17برروده اسررت ]  زايرريدرصررد كررالوس  50از 

و  آمرده   دسرت  بره مختلف نتراي  گونراگوني   پاي   هاي محیط

يرا   ييتنهرا  بره  D-2,4 در لیترر  گرم یليم 2تا  1بهترين غلظت 

زايري و   هاي رشرد برراي كرال   هكنند تنظی تركیب آن با ساير 

 جرا ازآن  [18]اسرت   شرده   گزار T. baccata  رشد كالوس

هراي  و حتري واريتره   ها زيرگونههاق پاسخ هر يک از گونه كه

هاي پايره و تركیبرا  هورمروني    مختلف سرخدار در محیط

با توجره   و [19] استرشد كالوس متفاو   القا وبراي بهینه 

سرازي  رو  مناسرب سرترون   انتخرا   به اهمیت موضروعق 

و   B5 قMSق  WPMپاير  هراي  اثرر محریط كشرت    هراق نمونه

هراي رشرد مختلرف روي    هكننرد  تنظری  اي متفراو   هنسبت

 .Tو  ( سرخدار ايراني T. baccata سرخدار  ساقريزنمون  

berevifolia  بررسري تولیرد    منظرور  بره  (يرز ر بر  سرخدار

   شد بررسياي شیشه درونكالوس در شرايط 

 هامواد و روش

علروم  دانشركدۀ  تحقیق حاضر در آزمايشرگاه كشرت بافرت    

لوم كشاورزي و منرابع طبیتري گرگران در    جنگل دانشگاه ع

 هراي سراقه  از نظر مورد هاي  نمونهانجام گرفت 1391سال 

 برا  گرگران  زيار  درۀ در واقع Taxus baccataگون   جوان

 جغرافیرايي  عررض  و 54°27´35ً جغرافیايي طول مختصا 

 شناسري  یاهگ باغ در واقع T. berevifolia گون  و 40°36´12ً

 مختصرا   برا  گرگان  كلات شصت شيپژوه-آموزشي جنگل

 36°46´12ً جغرافیايي عرض و 54°22´30ً جغرافیايي طول

 سراله  35 برال   درختران  از مرحلره  يرک  طي آبان اواسط در

نخري مرطرو      و در پارچر  برداشرت  تصرادفي  صرور   به

و ترا زمران    انتقرال يافرت  به آزمايشرگاه  پیچیده شد و سپ  

اسرت كره    ذكرر  شرايان كشت در يخچرال نگهرداري شرد     

هراي  ها حداكثر يک روز پر  از برداشرت در محریط    نمونه

ا برا  هر  سازي نمونره  سترون پیش داده شدند(  كشت نظر مورد

 4/0 كرش بنومیرل   در محلرول قرارچ   هرا  قرار دادن ريزنمونره 

برا آ    ي سراحي شرو و سراعت و شسرت   2مد   هبدرصد 

سازي از طريق كشت تیمار سترون 9 صور  گرفت شهري 

1ها در محیط كشت نمونه ريز
PDA   و شرد  اعمال و ارزيرابي

 يرت نها درو شرد  سازي مشرخص  تیمار سترون ترين مناسب

برراي    شو شدو شست ها سه مرتبه با آ  مقار استريل نمونه

 4و  2ق 1 هراي  غلظرت القاي كالوسق تیمارهاي هورموني از 

و  2/0ق 1/0در تركیرب برا غلظرت     D-2,4گرم در لیترر   میلي

                                                           
1. Potato Dextrose Agar 
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ت كشررهرراي  در محرریطكینتررین  در لیترررگرررم  میلرري 3/0

WPMقMS   وB5 ساكارز گرم در لیتر  25( شامل 1  جدول

 7/5-8/5 محردودۀ در  pHتنظری   و  آگرار گرم در لیترر   8و 

در دقیقره   20مرد    بهمحیط كشت  سازي   سترونشداعمال 

و گرفرت  در اتوكلاو انجرام   اتمسفر 5/1درجه و فشار  121

ر برا دمراي   ودر انكوبرات هق هراي سراق  ريزنمونه شتپ  از ك

 نگهرداري شرد    مرد  دو مراه   هبر  شرايط تاريكي در 2±24

انجرام  ريزنمونره در هرر تكررار     10تكررار و   5ها در  كشت

دلیرل   بره  برار  يرک ها هر دو هفته    عمل واكشت نمونهگرفت

 برراي  شده كشت هاي صور  گرفت  نمونهترشح زياد فنول 

و كیفیرت كرالوس   زايريق رنر     انردام  زاييق كالوسمشاهدۀ 

 ماهق درصد گذشت دو از پ  شد؛ بررسيصور  هفتگي  به

هراي   دهي در تیمارهراي هورمروني و محریط كشرت     كالوس

  شدتحلیل و و تجزيه تتیین مختلف

 زایی کالوسمنظور بهترکیبات مختلف محیط کشت  .1 جدول

 T. berevifoliaو  T. baccataساقۀ  ریزنمونۀ

 محیط کشت پایه (لیتر ردگرم  )میلی ترکیب هورمونی

(6/7) Kin+ (6)  2,4-D   B5/WPM/MS 

(0/7) Kin+ (0)  2,4-D  B5/WPM/MS 

(3/7) Kin+ (1)  2,4-D   B5/WPM/MS  
 

آزمرايش فاكتوريرل برا    اسراس   بر آمده دست بههاي داده

ريزنمونره در هرر    10تكرار و  5 تصادفي  كاملاً  طرح پاي

ق Excelسرر  نمودارهررا در   رشرردتحلیررل  و تكرررار( تجزيرره

ها با استفاده از آزمون دانكن و آنالیز ها داده میانگین  مقايس

    انجام گرفت MSTATCافزار  نرماز ها نیز با استفاده داده

 نتایج و بحث 

سرازي  تیمارهراي سرترون   میانگین  نتاي  مقايس 2در جدول 

 كه براساس آن تیمرار شود  ميمشاهده آمده است  شده  اعمال

دقیقره( بهتررين تیمرار     5مد   بهدرصد  1/0 ۀ كلريد جیو 6

افرزايش    شرد  اسرتفاده و در مراحل بتدي كرار   هشناخته شد

 برا  (7 تیمرار دقیقره    10شیمیايي تا مادۀ زمان استفاده از اين 

دلیرل سرمیت    بره هراق  كاهش موقرت درصرد آلرودگي    وجود

ي مان زندهو كاهش  ها ريزنمونهديدگي  سبب آسیب قايجادشده

در شررايط  دهري   كرالوس يكي از موانع تكثیر و   شود ميآنها 

هراي  نمونره سرخدار يا هر گیاه ديگري كه ريزاي شیشهدرون

هرراي جنگلرري كرره  عرصررهويررژه  بررهآن از محرریط خررار ق 

هاي سیسرتمیک و  حضور باكتريق زيادي دارندهايي  آلودگي

 تررين  مهر  هاسرت و   غیرسیستمیک و همچنین وجود قرارچ 

  هاسرت  آلرودگي  ايرن  كنتررل  قشرايط كشت بافت درمسئله 

شود اغلب حراوي منبرع مهمري از    ي كه كشت ميا ريزنمونه

هاي روي ساحق در شكافها  میكروارگانیس   هاست آلودگي

جود دارند ها و غیره وهاي در حال نموق جوانهكوچکق بر 

برراي  مه  و الزامي  اي سازي مرحلهستروندلیلق و به همین 

 استدر كشت بافت  كاررفته هاي به ريزنمونهگي كاهش آلود

نررروعي  عنررروان برررهمحلرررول هیپوكلريرررت سررردي   [ 20]

توانررايي محرردودي در كنترررل   قعمرروميكننرردۀ  ضرردعفوني

همراه تركیبرا  ديگرر    بهمتمول  صور  بهها دارد و آلودگي

 ق(2 جردول   آمرده  دست به  با توجه به نتاي  شود مياستفاده 

ا در تیمارهرايي كره از هیپوكلريرت    هر درصد آلودگي نمونره 

ايرن   و اسرت  درصرد بروده   50بریش از   قشده  استفادهسدي  

  نردارد هرا  سرازي نمونره  سترونبراي قابلیت مناسبي  محلول

سراح  لاي  درصد موجب حذف  70استفاده از محلول الكل 

محلررول شررود مرري سرربب شررده و در نتیجرره كوتیكررول 

 ها بگرذارد ي بر بافتبهتر تأثیراصلي نفوذ و كنندۀ  ضدعفوني

  در ضرمن اترانول   ها را تا حردودي كراهش دهرد   آلودگيو 

بايد گیاهان  كنندگي مسمومكشي و دلیل خاصیت میكرو  به

با توجه به  گرچها ؛[21]شود در مد  زمان كوتاهي استفاده 

ترا حرد    ها آلودگيكنترل درصد نیز قادر به  70اتانول  قنتاي 

ترين  سمياز درصد  1/0 ۀومحلول كلريد جی  نیستمالو  

سازي است كه بايرد در زمران كوتراه برا     هاي سترونمحلول

ها جلوگیري شرود   فاده شود تا از انهدام بافتاستك  غلظت 

برا توجره بره نروع      اين محلولاستفاده از مناسب مد  زمان 

محلرول  گونه و فصل برداشرت آن متفراو  اسرت  كراربرد     

صلي به اين دلیل است كره  ساز استرون عنوان بهكلريد جیوه 
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قروي و   ترأثیر ق مرد   كوتراه تیف آن در تیمارهاي مقادير ض

و كرارايي  دارد هراي میكروبري   ماندگار برر حرذف آلرودگي   

هرا  اي شدن نمونهقهوهسبب و دهد  ميرا افزايش  ضدعفوني

( 2013همچون دادور و همكراران   محققاني   [22] شودنمي

 دقیقه را 5مد   بهدرصد  1/0جیوۀ استفاده از محلول كلريد 

تیمرار   تررين  مناسرب  هر نوع آلودگيق نشدن دلیل مشاهده به

 Celtis caucasica Willd . گون هاي نمونه ضدعفونيبراي 

 سرت سوهميادشده اند كه با نتاي  وان كردهدر فصل پايیز عن

پسماندهاي كلريد جیوه شود كه  مييادآوري  ضمندر [  22]

و از برین برردن ايرن    است مراه ه محیاي زيستبا مشكلا  

 هاي غلظتاستفاده از آن در رو  است؛ ازاينپسماندها مشكل 

شرايط نگهداري گیاه مادري كه نمونه  تر است مناسبكمترق 

-شیشهآلودگي در شرايط درونشد  بر  قشوداز آن تهیه مي

كره   دهرد مري اي  اين پرژوهش نشران   نت  است تأثیرگذاراي 

هاي سرخدار از رويشگاهگون  دو دۀ ش آوري جمعهاي نمونه

حتري در  دهري   قادر بره كرالوس   راحتي بهو اند  آلودهمختلف 

  نیستند ايشیشهدرون ۀشد كنترل شرايط

هاي درصد تشركیل كرالوس    نتاي  تجزي  واريان  داده

( نشان داد كره  3 بر روي هر قات  جداكشت ساقه  جدول

ت پايره و  ق محریط كشر  Taxus اثر هر كدام از عوامل گون 

محیط كشرت   ×  Taxusهمچنین اثر متقابل دو فاكتور گون 

 1تیمارهاي هورموني در سراح احتمرال    ×و محیط كشت 

( و همچنین اثر تیمارهراي هورمروني در   P >76/7درصد  

 دار است   ( متنيP >70/7درصد   5ساح احتمال 

ای به روش دانکن در شیشهشرایط دروندر  شده کشتهای گی نمونهسازی بر درصد آلودمیانگین اثر تیمارهای سترون ۀمقایس .3جدول 

 درصد 1سطح احتمال 

 درصد آلودگی شرح تیمار تیمار کد

a ساعت 0 مدت به درصد 1/7 بنومیل کش قارچ 6
 33/88 

 b61/01 دقیقه 6 مدت بهدرصد  07 + الکل دقیقه 67 مدت بهدرصد  3هیپوکلریت سدیم  0

 a10/31 ثانیه 37 مدت به درصد 07 الکل +دقیقه  07 مدت بهرصد د 3هیپوکلریت سدیم  3

 bc07/00 دقیقه 6 مدت بهدرصد  07 الکل + دقیقه 60 مدت بهدرصد  3هیپوکلریت سدیم  1

bc دقیقه 37/6 مدت بهدرصد  07 الکل +دقیقه 07 مدت به درصد 0 سدیم هیپوکلریت 0
 83/10 

 d61/1 دقیقه 0 مدت بهدرصد  6/7 ۀجیوکلرید  1

 d61/1 دقیقه 67 مدت به درصد 6/7 ۀجیوکلرید  0

 d11/1 دقیقه 6 مدت بهدرصد  07 الکل دقیقه + 0 مدت به درصد 6/7 ۀیوجکلرید  8

 c83/17 دقیقه 0 مدت به شوییظرفهمراه چند قطره مایع  به درصد 0هیپوکلریت سدیم  3
 دهند.نشان می دانکندرصد با آزمون  6احتمال  داری را در سطحتفاوت معنی ،که یکسان نیستندهایی  حرف

 زاییورمونی و محیط کشت بر درصد کالوسترکیب ه ،Taxus گونۀ های واریانس اثر عامل ۀتجزی .2 جدول

 منبع تغییرات
(SOV) 

 آزادی ۀدرج
(df) 

 میانگین مربعات
(MS) 

 یدار سطح معنی F مقدار

 Taxus 6 **66/1006 70/38 77/7 گونۀ
 77/7 01/80 08/3080** 0 ت پایهمحیط کش

 76/7 61/1 66/106* 0 تیمارهای هورمونی
 77/7 03/0 08/110** 0 محیط کشت× Taxus  گونۀ 

 n.s08/10 10/7 861/7 0 تیمارهای هورمونی× Taxus  گونۀ 
 77/7 63/01 08/0330** 1 تیمارهای هورمونی× محیط کشت 

 n.s11/613 33/6 01/7 1 نیهورمو تیمار × کشت محیط ×Taxus  گونۀ 
   00/660 00 اشتباه
    83 کل

    3/00 ( درصدc.v) تغییرات ضریب
n.s: درصد 1و  5دار در سطح احتمال  ترتیب اختلاف معنی بهو **:  *؛ دار اختلاف معنی نبود 
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 ۀگون ۀساق ۀزایی ریزنمونمیانگین کالوس ۀنتایج مقایس .1شکل 

Taxus ر نوع گونهتحت تأثیر فاکتو 

حاصرل  سراق     زايي ريزنمونكالوس میانگین  مقايسنتاي  

اسرت  در تحقیرق    شده آورده  1شكل در Taxus هاي  گونه از

يافتره كره در داخرل محریط      برر  زايي از ساوح  حاضرق كال

هراي سراقه از    و جداكشرت  آغاز شرد  قبودند نرفته فروكشت 

بیشرترين   سق  بر ايرن اسرا  كردندزايي  دوم شروع به كالهفت  

 T. baccata  گونر ( در درصرد  8/47درصد تشكیل كرالوس   

 T. berevifolia  گونر زايري در   كرال درصرد  امرا   قمشاهده شد

 قابلیرت  T. baccata  سراق   ريزنمونكلي  صور  به  كمتر بود

از دلايرل وجرود     داشرت براي تشكیل كالوس و بهتري  بیشتر

شررايط  و ه توان بره متفراو  برودن رويشرگا    اين اختلاف مي

 Taxusهرراي جغرافیرايي و محیاري مختلررف رويشرگاه گونره    

زيررار  گرگرران كرره درۀ در T. baccata گونرر    كرررداشرراره 

رشرد يافتره و برا شررايط محیاري       قرويشگاه طبیتي خود بود

نظر  به رو نيازاحاك  بر اين مناقه ساز  و تاابق يافته است  

رويشرگاه   هراي سراقه كره از درختران واقرع در     رسد نمونهمي

طبیترري خررود انتخررا  شرروندق در شرررايط آزمايشررگاهي     

اما با توجه به اينكره  ؛ تري نیز خواهند داشتدهي موفق‎كالوس

هراي  پايره  صور  بهو نیست بومي ايران   T. berevifoliaگون 

برا محریط تارابق     قشرود كاشت در كشور ما يافرت مري   دست

دهري  ‎وسكمتري يافته است و در شرايط آزمايشگاهي نیز كرال 

دهد  از طرف ديگر با توجه به اينكره  ‎كمتري از خود نشان مي

ممكرن اسرت    گونره   کير هاي مختلرف  ها و حتي واريتهگونه

و تركیبا  هورمروني   محیط كشت بسته بههاي متفاوتي پاسخ

زايرري  تفرراو  در میررزان كررال  ق[19]داشررته باشررند  مختلررف

 مورد پذير  است  قیتحق موردهاي  گونه

برر  پايره  میرانگین حاصرل از محریط كشرت       يسمقانتاي  

 شرده  آورده  2شركل  در  سراقه   ريزنمونر زايري   وسدرصد كال

داري  ها اختلاف متنري  بین محیط كشت براساس نتاي قاست  

  بیشررترين درصررد داشررتزايرري وجررود  در میررزان كررالوس

كرره  WPMدر محرریط كشررت  (درصررد 3/57  زايرري كررالوس

 B5   محریط كشرت  مشاهده شد قاستمختص درختان چوبي 

 ه وبرود  WPM كشرت  بتد از محیطزايي  كالوسدرصد  43با 

داراي  (درصررد MS  3/22زايرري در محرریط كشررت   كررالوس

ممكرن   WPMعلرت موفقیرت در محریط    كمترين مقدار بود  

است تناسب مواد و عناصر موجود در ايرن محریط كشرت برا     

و بروده  فاقرد نیتررا  پتاسری      WPMمحیط كشت گیاه باشد  

و در كرل   اسرت  MSآمونیوم آن كمتر از محیط كشرت  مقدار 

بره همرین دلیرل بیشرتر در      قهاي پرمصرف كمترري دارد  نمک

برر  ممكن است و شود  ميستفاده اكشت بافت درختان چوبي 

چشرمگیري داشرته    ترأثیر زايي نیرز   رشد كالوس و حتي ريشه

 هر   باتا حدودي  MSو  B5هاي ‎باشد  تركیبا  محیط كشت

بر وجود تفراو  در عناصرر پرمصررفق     علاوه  ستامتفاو  

فاقرد گلايسرین     MSمحیط كشت برخلاف B5محیط كشت 

ها و حتري ارقرام مختلرف    اما تیامین بیشتري دارد  گونه قاست

داشرته  نیراز  يک گونه ممكن است به عناصر غرذايي متفراوتي   

اثرگرذار   آنهرا زايي  بر كالممكن است باشند و همین موضوع 

 B5در محریط كشرت   بیشتر زايي  مكن است كال  م[23] باشد

گلايسین و افرزايش تیرامین    دلیل نبود بهق MS طیمحنسبت به 

اسرت كره    شده  دادهزيرا در گیاهي مانند صبر زرد نشان  قباشد

  [24] ثر استزايي و باززايي مؤافزايش كالافزايش تیامین در 

 B5ممكن است بیشتر بودن تیامین در محریط كشرت    رو نيازا

هراي  زايي در گونهسبب افزايش كالوسق MSنسبت به محیط 

داراي  B5از طرف ديگرر محریط كشرت     سرخدار شده باشد 

 زايري ريزنمونره   كه ممكن است بر كالاست  D-2,4و  كینتین

نان و همكراران   ا نتاي  تحقیقهاي ساقه اثرگذار بوده باشند  
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 T. chinesisسراق  گونر      ريزنمون زاييكالوس دربارۀ (2015 

برراي   قMSنسربت بره    B5 كشرت  كره محریط  دهرد   مينشان 

كه برا  تر است  مناسباي شیشهدر شرايط درونكالوس تشكیل 

  [25] همسويي داردنتاي  تحقیق حاضر 

 
 Taxusهای زایی گونهمیانگین کالوس ۀمقایسنتایج  .3شکل 

 فاکتور محیط کشت پایه تأثیرتحت 

هاي هورموني از نسبتاستفاده  وجود بان پژوهش در اي

هراي  برا مشراهده و بررسري نمونره     متنوع براي كشت بافتق

 مشراهده نشرد   در بافرت  زايري ‎انردام  گونره  هری   شرده  كشت

 قباشرد  D-2,4ده ازاستفاكه علت آن ممكن است  (4 جدول 

اسرتفاده از ايرن    وجود دارد مبني بر اينكره  هايي گزار  زيرا

شرود   ميها ابي بافتزايي و تمايزي هورمون سبب توقف اندام

شررت ك اينكرره بررا  [26] كنرردزايرري را تسررريع مرري  و كررال

همزمران انجرام    قدر تحقیرق رفتره   كرار  بره   اولیهاي  ريزنمونه

هراي   بافت و رن  كالوس جمله ازهاي كیفي  ويژگيگرفتق 

  (4 جردول   هرا متفراو  برود    ايجادشرده در محریط كشرت   

 يزردو بافررت ترررد  WPMهررا در محرریط كشررت  كررالوس

محریط كشرت    حاصرل از  هاي كالوس كه  يدرصورت قنداشتد

B5 هراي محریط     كرالوس داشتندروشن اي  بافت نرم و قهوه

اي تیرره مايرل   ‎قهروه رنگشان و  ندبافتي شل داشت MSكشت 

كیفیت كرالوس بره نروع و     كه ازآنجا(  3 شكلبه سیاه بود  

ق  مرراكروق میكرررو عناصررر موجررود در محرریط كشررتمقرردار 

ق محرریط كشررت و  وابسررته اسررت  غیررره(هررا و ويتررامین

 اثرگرذار توانند بر اين متغیر  هاي مختلف رشد مي هكنند تنظی 

هراي حراوي    است كه در محیط كشرت  شده  گزار  باشند 

هرا رشرد   كرالوس  D-2,4زياد و غلظت  كینتینغلظت اند  

سريتي خواهنرد داشرت و سراختار كرالوس نررم و سسرت       

نیرز  بافرت كرالوس    نترین كیبا افزايش مقردار  اما  ؛خواهد بود

 كه دهد مي نشان تحقیق اين   نتاي [12]تر خواهد شد سفت

 غلظرت  و نروع  گرر يد  عبرار    بره  يرا  كشت پايره  محیط نوع

 درخرور  زايي اثرر  كالوس میزان بر ممكن استغذايي  عناصر

از  WPMزايري در محریط كشرت     كرال   باشد توجهي داشته

 ديگر آغاز شرد  محیط دو از دوم كشت و زودترهفت  ابتداي 

در طول مد  يكسران آزمرايشق    حال  نیع درو  (4 جدول 

 بره  توجره    باداشتبیشتري نسبت به دو محیط ديگر  حج 

 محریط  رسرد  نظر مري  بهق است چوبي يسرخدار درخت اينكه

 درختران  مخرتص  بیشرتر  كره  WPM مانند اي هاي پايه كشت

رشرد كرالوس و    برراي  را ترري  مناسرب  شررايط  قانرد چوبي

و میهرالیووي   كنند  نتاي  تحقیق اين گیاه فراه  مي هاي ل سلو

كه رشد كالوس سررخدار در  بیانگر اين است  [11] همكاران

دلیل افرزايش فشرار اسرمزي محریط برا       به B5محیط كشت 

هراي غیرآلريق   غلظت زياد سراكارز يرا غلظرت زيراد نمرک     

موجرب كراهش تقسریما     كره   است MS تر از محیط موفق

هاي چوبي محریط  در كشت بسیاري از گونه  شودسلولي مي

توان برا  رشد است و ميبازدارندۀ يک عامل  MSپاي  كشت 

كاهش غلظت آمونیوم و حذف كامل نیتروژن اين مشركل را  

طرور مكررر در   ‎بره  نكره يا برا  MS محریط كشرت  حل كررد   

اسرتفاده   هراي زيرادي   ي گونره هرا  زايي و رشرد كرالوس   كال

ايرن   ؛نبروده اسرت  ثر ؤمر  چنردان  سرخدار گون  درق شود مي

با نتراي   و  ندا دهكر انیبنیز  [1]امیدي و همكاران را موضوع 

 تحقیق حاضر همخواني دارد 

هاي مربروط بره مقايسر  میرانگین اثرر      وتحلیل داده تجزيه

شده است  نتاي  نشان   آورده 4شكل هاي رشد در  كننده تنظی 

یمرار  درصرد( در ت  44داد كه بیشترين درصد تشكیل كالوس  

گرم در لیتر و در تركیب برا   میلي 2در غلظت  D-2,4هورموني 

 WPMگرم در لیتر كینتین در محریط كشرت    میلي 2/0غلظت 

1و  1/0متنراداري برا تركیرب     اخرتلاف مشاهده شدق اگرچره  
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 سرخدار ۀساق ۀوننمزایی در ریزو اندام زن تر و خشک کالوس، ودهی، رنگ، کیفیتکالوس آغاز اثر محیط کشت بر زمان .3جدول 

 زاییاندام
 وزن خشک

 کالوس

 وزن تر

 کالوس
 دهی کالوسزمان آغاز  رنگ کالوس کیفیت کالوس

محیط 

 کشت

 WPM دوم پس از کشت ۀهفتابتدای  زرد ترد 0/0 0/7 -

 B5 سوم پس از کشت ۀهفت ای روشنقهوه نرم 8/3 3/7 -

 MS از کشت سوم پس ۀهفت ای تیره مایل به سیاهقهوه شل 0/0 0/7 -

   
 ج ب الف

 (، بWPM (الف های روی محیط کشتبر Kin(+3)  2,4-D (3/0) در تیمار هورمونی برتر شده لیتشکهای  کالوس و کیفیت رنگ .2شکل 

B5 و ج ) MS 

برا توجره بره      نداشرت مرذكور   هراي  هورمونبر لیتر  گرم میلي

كرر   هرراي غلظررتصررور  كلرري اسررتفاده از    برره قنترراي 

دارد زايري   بر درصد كالوس يبیشتر تأثیرهاي رشد  هكنند تنظی 

هر     [1] همسوسرت  تحقیرق امیردي و همكراران   نتاي  كه با 

بر تغییررا  نرر     كینتین ه  غلظت و D-2,4غلظت هورمون 

ثر بودند  با افزايش غلظرت ايرن دو   ؤسرخدار مساق  زايي  كال

گررم  میلري  2/0و  D-2,4گرم در لیترر  میلي 2هورمون تا مقدار 

 افزايش داشرت و  جزئي طور بهزايي  درصد كالكینتین در لیتر 

زايري دچرار سریر     كرال  قبا افزايش اين دو هورمرون  آن از  پ 

ۀ كننرد   یتنظر ق نسبت بهینره از ايرن دو   گريد  انیب  بهنزولي شد  

هراي   كالوس يكل ورط هباست   لازمرشد براي تشكیل كالوس 

كره  دارند ن رشد كندتري سرخدار در مقايسه با ساير مخروطیا

عوامررل وراثترري و ژنتیكرريق وجررود     دلايررل احتمررالي آنق 

اسرت  تركیبرا  لازم برراي رشرد    نبرود  هاي رشد يا  ه بازدارند

 در بررسي اثر اين دو هورمون[ 12[  داورپناه و همكاران ]26]

ق نتیجه گرفتنرد كره   T. baccataكشت رويان  زايي بر نر  كال

 همرراه  به D-2,4گرم در لیتر میلي 1غلظت  مؤثربهترين تركیب 

دلیرل   بهتلاف نتاي  اخ احتمالاً  است كینتینگرم در لیتر میلي 1

محریط  ضمن اينكره  است؛ مورد استفاده ريزنمون  نوع تفاو  

در محرریط   اسررت برروده MSايررن محققرران  ۀمررورد اسررتفاد

و بهتررين   آمرده   دسرت  بره هاي مختلف نتاي  گوناگوني  كشت

يا تركیرب آن برا سراير     D-2,4گرم در لیتر  ليمی 2تا  1غلظت 

 گرزار  زايي و رشرد كرالوس    هاي رشد براي كالهكنند تنظی 

  [18]است  شده 

 
 Taxusهای زایی گونهمیانگین کالوس ۀمقایسنتایج  .3 شکل

 های رشد گیاهیهکنند تنظیمفاکتور  تأثیرتحت 

 
محیط  وTaxus  گونۀ میانگین اثر متقابل ۀنتایج مقایس .3شکل 

 ساقه ۀریزنمون زایی کالوس درصد کشت بر
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میانگین اثر متقابل محیط کشت و  ۀنتایج مقایس .3 شکل

 ساقه ۀزایی ریزنمون تیمارهای هورمونی بر درصد کالوس

 Taxusگونر   میانگین اثر متقابل   با توجه به نتاي  مقايس

و  T. baccata گونرررر و محرررریط كشررررت در هررررر دو 

T.berevifolia زايي در محیط كشرت   یشترين درصد كالوسب

WPM  و كمترين درصد در محیط كشتMS  مشاهده شرد  

در بررسي اثر متقابل محریط كشرت و تیمارهراي هورمروني     

و تركیرب   WPMمحریط   شرد كره  ( نیرز مشرخص   6 شكل 

گررم   میلري  2/0همراه  به D-2,4گرم در لیتر  میلي 2هورموني 

زايري را داشرته    نر  كالين بیشتردرصد  79با  كینتیندر لیتر 

در  B5و  WPM  كشرت  هراي  با توجه به نتاي ق محیطاست  

زايري   بیشتري بر درصد كال تأثیر MSمقايسه با محیط كشت 

(  همچنرین در  6و  5 هراي  هاي ساقه داشتند  شكل ريزنمونه

هرراي زايرري در جداكشررت ق بهترررين كرال MSمحریط كشررت  

گررم در   یلري م 3و  2 هراي  غلظرت در  T. baccata  سرشاخ

زايري   [  بیشترين درصد كال6] است شده  گزار  D-2,4لیتر 

 D-2,4گررم در لیترر    میلي 2در غلظت  MSدر محیط كشت 

كمتررين    همخرواني دارد  يادشرده كه برا نتراي     مشاهده شد

و تیمرار   MSدرصرد( در محریط    15زايري   درصد كرالوس 

گررم   يمیلر  3/0همراه  به D-2,4گرم در لیتر  میلي 4هورموني 

غلظرت   قحاصل شده اسرت  براسراس نتراي     كینتین  در لیتر

مختلرف نتراي     كشرت  هراي  تیمارهاي هورموني در محریط 

 متفاوتي خواهد داشت 

 گیری یجهنت
سرخدار  گون كه از بین دو دهد  مينتاي  اين تحقیق نشان 

بیشتر  T. baccataگون در زايي  كالوسدرصد  شدهق بررسي

هرر دو گونره در   سراق   هراي  يزنمونهرينق ا وجود  بااست  

 هورمروني  همرراه تركیرب   بره  WPM پاير  محریط كشرت   

(2/0)Kin (+2)2,4-D   زايي  كالوسداراي بیشترين درصد

براي در اين پژوهشق  شده ینهبههمچنین رو  كار هستند  

در ماالترا    آنهرا و اسرتفاده از  زايري   اندام پیشبرد مراحل

  شته باشدتواند كاربرد دا ميفناوري  زيست
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ABSTRACT 

Taxol is an effective anticancer drug which is used widely for the treatment of a variety of cancers  .  

Tissue culture of taxol represents a potential altrnative source of taxol and related taxane. Callogensis 

in plant regeneration, one method of producing metabolites a secondary in vitro. This study was 

performed to investigate the basic culture medium and hormonal concentrations for callogenesis of 

two yew species (Taxus baccata and Taxus berevifolia). The research was conducted as factorial 

experiment in a completely randomized design. For callus optimization, growth conditions and stem 

explants were studied in three medium types (WPM, MS and B5) and under the effect of 2,4-D growth 

regulator at concentrations of 1, 2 and 4 mg l
-1

 in combination with kinetin at concentrations of 0.1, 

0.2 and 0.3 mg l
-1

. The results showed that the highest percentage of stem callogenesis (57.3%) was 

observed in WPM medium enriched with 2 mg l
-1

 2,4-D and 2.0 mg l
-1

 kinetin. The lowest percentage 

of callogenesis (22.3%) occurred on MS medium and B5 medium had average callogenesis. 

Application of lower concentrations of growth regulators than higher concentrations had also more 

effect on callogenesis variable in stem explants in two studied Taxus species. 
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