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 سرخداراي شيشهكشت درون درتاكسان  بررسي توليدگياهچه و رشد سازي بهينه
)Taxus baccata L.(  

 
  ٤ميرجليليمحمدحسين ، ٣محمدرضا نقوي، *٢زادهعبداله حاتم، ١نشينمهسا بام

 
  ١٩/١٠/٩٩تاريخ پذيرش:                                                                                                 ٥/٨/٩٩تاريخ دريافت: 

 چكيده

دارويي  ترين گياهاناز مهمسرطان،  با اثرات ضد ترپنوئيديا بودن تركيبات ديعلت داربه (.Taxus baccata L)سرخدار 
كه در پژوهشكده گياهان دارويي دانشگاه شهيد  تحقيقاين در  .معرض انقراض قرار دارد دركه  استشناخته شده در جهان 
) و تنظيم PVP(زغال فعال و  ي فنوليها، جاذب)NNو  MS٢/١ MS٬( محيط كشت نوع اثر ابتدا ،بهشتي صورت پذيرفت

هاي رشد گياهچهو  زنيبا هدف بهبود جوانه ،با سه تكرار الب طرح فاكتوريلدر ق )BAو  IBA ،3GA( گياهي رشدهاي كننده
كه طي ده ماه در محيط انتخابي رشد  ييهاگياهچهدر تاكسان  توليد ادامهدر  .بررسي گرديد ايشيشهكشت دروندر  سرخدار

 صددراري بر دمعنيتأثير حيط كشت در م تركمهاي پايه غلظت نمكدليل به NNمحيط كشت . گيري شداندازه ،كرده بودند
هاي فنولي جاذباز استفاده  همچنين .ولي منجر به افزايش طول ريشه و درصد رويش عادي گياهچه گرديد ،شتندازني جوانه

 3IBA × GA هورموني تركيب علاوههب. گرديد گياهچهنرخ رويش عادي  بهبودطول ريشه و ساقه و تر بيش افزايشموجب 
رويش  ميزانبر  تأثير راترين بيش گرم بر ليتر ايندول بوتيريك اسيد)ميلي ٠١/٠ × رم بر ليتر جيبرليك اسيدگميلي ٢/٠(

حداكثر ارتفاع ساقه از تركيب  و يداس يريكبوت يندولا يتربر ل گرميليم ١/٠با  يشهطول ر ترينيشب و هها داشتگياهچه عادي
ميزان همچنين  .دست آمدگرم بر ليتر بنزيل آدنين) بهميلي ٢ × يبرليك اسيدگرم بر ليتر جميلي ٢/٠( 3BA × GAهورموني 

 و در ريشه دي استيل باكاتين  - ١٠ي تاكسان در اندام هوايترين تر از ريشه بوده و بيشبيشهوايي  اندام ها درتاكسان
اين تحقيق حاكي از  كل نتايجدر  .ست آمددبه در هفته چهلم هاكه حداكثر مقدار آن بود دي استيل تاكسول - ١٠ تاكسول و

هاي محيط كشت بر رشد ريشه و توسعه عادي زغال فعال و كاهش غلظت نمك ،هاي رشدكنندهتأثير مثبت استفاده از تنظيم
سلولي  كشتنشان داده شد همچنين . بوداي شيشههاي سرخدار در كشت درونسازي تكثير گياهچهمنظور بهينهگياهچه به

  .استها در شرايط آزمايشگاهي هاي مويين گزينه بهتري در جهت توليد تاكسانهوايي نسبت به كشت ريشه از اندام حاصل
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  مقدمه
 ;Taxus spp, Taxaceae(درختان سرخدار 

2n=2x=24(  ًبه شكل  بازدانگاني هستند كه عموما
هاي سبز در عرض هميشه و هايي با رشد آهستهدرختچه

شمالي با كمي نفوذ به مناطق گرمسيري  همياني نيمكر
 تاكسوسجنس  .)Wang et al., 2011( اندگسترده شده

آن به نام سرخدار  گونه است كه تنها يك گونه نهشامل 
در  و باشدبومي ايران مي ).Taxus baccata L(اروپايي 

هاي البرز از آستارا متري رشته كوه ٢٠٠٠تا  ٩٠٠ ارتفاع
آباد استان گلستان پراكنده گرديده هاي عليتا جنگل

استفاده از چوب، رشد آهسته  برايافزايش تقاضا . است
رشد) ناشي از مواد بازدارنده ( درخت و خواب طولاني بذر

اين گونه را در معرض انقراض قرار داده و استفاده از 
ي هاي جديد جهت حفاظت و تكثير اين گونهشيوه

 ;Gracia, 2000(ارزشمند را ضروري ساخته است 

Mysterud and Qstby, 2004(.  استفاده اين زمينه در
غلبه بر  برايكشت جنين  نظيرهاي آزمايشگاهي از روش

زده، بسيار مورد هاي جوانهخواب بذر و رشد سريع جنين
 Nasiry et al., 2015(توجه قرار گرفته است 

Davarpanah, 2014;( .قادر به توليد گروهي از  سرخدار
باشد. تاكسول مي (Taxane)ترپنوئيدها به نام تاكسان دي

(Taxol)  ماده مهم آن يعني باكاتين پيش ٢همراه با 

) BAC( دي استيل باكاتين  -١٠و DAB)  ـ

هايي هستند كه تاكنون شناخته ترين تاكسانمهم )١٠
غلظت  ).Cragg and Newman, 2005(اند شده

حدي كم است كه استخراج از درخت بهدر  هاتاكسان
طي دو دهه  .باشدصرفه نميمقرون بهپوسته درخت 

ويژه كشت سلول، اي بهشيشهگذشته كشت درون
شناخته شده ها توليد تاكسانترين روش در زمينه مطلوب

  .است
مواد بازدارنده رشد مانند اشي از خواب بذر سرخدار ن

 جدا شده جنينقرار دادن و  بوده (ABA)آبسزيك اسيد 
هاي رشد كنندهبر روي محيط كشت و استفاده از تنظيم

. محيط (Chee, 1994)خواب موثر است اين  رفعدر 
اي جنين سرخدار شيشههاي متعدد در كشت درونكشت

ترين بيش DCR  و محيط كشت همورد بررسي قرار گرفت
 Floresند اهزني داشترا بر جوانه تأثيرترين كم  5B و تأثير

et al., 1993).( جنين  كه اگر هعلاوه مشخص شدهب
زغال  در تركيب با MS محيط كشت و بر روي جداسازي

توجهي بهبود زني در حد قابل ميزان جوانه قرار گيرد، فعال
. قابل ذكر است مطالعات )(Zhiri et al., 1994 يابدمي

هاي رشد گياهي بر رشد عادي كنندهدر زمينه تأثير تنظيم
 ;Liao, 2006( باشدسرخدار محدود مي گياهچه

Majada, 2000; Chee, 1994; Datta and Jha, 
2004(.   

سازي زيادي بر روي بهينه هايپژوهشكه با وجود اين
شرايط در  جنينزني بذر سرخدار از طريق جداسازي جوانه

غلبه بر  ياما مطالعه در زمينه گرفتهآزمايشگاهي صورت 
كه در سرخدار بسيار  ٬هاي نوظهوررشد غير عادي گياهچه

منظور در اين  براي اين. باشدمي، ناچيز استمتداول 
و  رشد كنندهتنظيمكشت، مواد  هايمحيط مطالعه
هاي بهبود رشد و تكثير گياهچهبراي هاي فنولي جاذب

زني جنين نوظهور سرخدار همزمان با بررسي ميزان جوانه
گرچه منبع اصلي  ،ي ديگرد. از سونمورد مقايسه قرارگرفت

 ،ولي در گياهچه ،باشدها پوسته داخلي درخت ميتاكسان
ها به برگ نيز وجود دارند كه مقدار آن وساقه  ،ريشه

 .ژنتيك و شرايط محيطي متفاوت وابسته استاپي ،ژنتيك
 - ١٠ها (در اين راستا در اين مطالعه ارزيابي ميزان تاكسان

دي استيل  - ١٠ IIIكاتين با ،IIIدي استيل باكاتين 
هاي تاكسول و تاكسول) در اندام هوايي و ريشه گياهچه

 رشديافته در محيط كشت بهينه نيز صورت پذيرفت.
  

  هامواد و روش
در اواخر  سرخدار هاي بالغ و رسيدهميوه مواد گياهي:

هاي افراتخته در از درختان كهنسال جنگل ٩٤آبان سال 
باد كتول استان گلستان با آجنوب شرقي شهرستان علي

 ٥٤ثانيه تا  ٤٨ ،دقيقه ٥٥ ،درجه ٥٤مختصات جغرافيايي 
 ٤٥ ،درجه ٣٦ثانيه طول شرقي و  ١٢ ،دقيقه ٥٧ ،درجه
ثانيه عرض  ٣ ،دقيقه ٤٧ ،درجه ٣٦ثانيه تا  ٢٤ ،دقيقه

متر از سطح  ٢٠٠٠تا  ١٣٠٠شمالي در محدوده ارتفاعي 
درجه  ٤ي در دمايش تا زمان انجام آزماآوري و دريا جمع
هايي انتخاب و بذر نمونه دهتواز  .نگهداري شدند سلسيوس

 ,ISTA(ها يك نمونه معرف تهيه شد آنبا مخلوطكردن 

1999(.  
تمامي مراحل اين مطالعه در  سازي و كشت بذر:آماده

پژوهشكده گياهان دارويي دانشگاه شهيد بهشتي صورت 
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 ٢ و ٣و ٥ماني بذرها از در ابتدا جهت آزمون زنده پذيرفت.
در سه تكرار (هر تكرار تري فنيل تترازوليوم كلرايد 

كه  )ISTA, 2003(استفاده گرديد عدد بذر)  ٥٠حاوي
نشان داد.  درصد ٩٦±٣قابليت زيستي بذرها را بيش از 

زني، هاي جوانهحذف بازدارنده براي كردناز استريلپيش 
نين از كاهش احتمال آلودگي و تسهيل جداسازي ج

آب جاري  بامدت هفت روز ها بهشستشوي بذر ،آندوسپرم
درصد و بيست  ٧٠مدت يك دقيقه در اتانول به و سپس

 ,.Zhiri et al( نددرصد قرار گرفت ٥دقيقه در هيپوكلريت 

مرتبه با آب مقطر استريل  شده سهبذور ضدعفوني .)1994
در زير هود  استريل و در شرايط كاملاً شده شسته
توسط پنس و اسكارپل شكسته شده،  بذر، وبيولوژيميكر

  .جنين از آندوسپرم جدا و روي محيط كشت قرار گرفت
 چند در اين مطالعه: ايشيشهتيمار در كشت درون

 طور جداگانه بررسي شد و بهترين نتيجه از هرفرضيه به
ط محي سهابتدا قسمت در مرحله بعدي استفاده گرديد. 

MS Murashige and Skoog, 1962)(, MS ٢/١ 
 و )MSمحيط در  پايههاي ي نيمي از غلظت نمكحاو(

NN  و تعيين  هاي پايهغلظت نمك تأثيرجهت بررسي
رشد زني جنين و بهترين محيط كشت براي جوانه

 ادامهدر مورد بررسي قرار گرفت.  سرخدارهاي گياهچه
گرم بر  ٥با غلظت زغال فعال ( دو جاذب فنولياستفاده از 

گرم  ٨/٠با غلظت ( )PVP( پلي وينيل پيروليدون و )ترلي
(انتخاب شده از آزمايش  NN كشت محيط در )بر ليتر

زني نرخ جوانه بهبود ها بر روياثر آن تعيينمنظور بهاول) 
در  نهايتدر . مورد مقايسه قرار گرفتو رشد گياهچه 

(گزينش شده از دو آزمون حاوي زغال فعال  NNمحيط 

  رشد ايندول بوتيريك اسيد كنندهسه تنظيماز قبلي) 

IBA),(ن بنزيل آدني(BA)  و جيبرليك اسيد)3GA( 
براي رويش ها آن بهينهو سطوح جهت شناخت تركيب 

اين منظور سه براي  جنين و توسعه گياهچه استفاده شد.
تهيه در سه تكرار سطح مختلف  نهنوع تركيب تيماري در 

هاي مورد استفاده ورمونهو غلظت سطوح ). ١شد (جدول
 ,.Majada et al(تعيين گرديد  پيشينبر اساس مطالعات 

2000 Flores, 1993;(. گرم بر  ٢٥ها از در تمامي محيط
هاي گرم بر ليتر آگار استفاده شد. محيط ٨ساكاروز و  ليتر

، توسط اتوكلاو ٧/٥ ±٥/٠بر روي  pHكشت پس از تنظيم 
 ٢٠مدت به ٠٥/١ kp و سلسيوسدرجه  ١٢١با دماي 

هاي ها ابتدا در ميكروتيوبجنيندقيقه استريل گرديدند. 
محيط كشت جامد،  ليترميلي ٨/٠حاوي  ليترميلي ٥/١

در تاريكي  سلسيوسدرجه  ٢٥كشت شده و در دماي 
عنوان ها بهچه همراه با بازشدن لپهظهور ريشهقرارگرفتند. 

زني توسط درصد انهزني در نظر گرفته شده و نرخ جوجوانه
ها دو هفته بعد از زده نسبت به كل جنينهاي جوانهجنين

هاي به تيوب هاهفته جوانه دواز كشت تعيين گرديد. پس 
تر حاوي محيط كشت تازه و يكسان با اي بزرگشيشه

 ٨ساعت نور و  ١٦ ديوفتوپر محيط قبلي منتقل و تحت
دو نوع پاسخ  زنيپس از جوانه .قرار گرفتند ساعت تاريكي

رشدي مشاهده گرديد. حالت اول رويش عادي گياهچه كه 
شامل توسعه مناسب گياهچه، هيپوكوتيل و كوتيلدون بود 

عادي گياهچه كه توسعه نامناسب و حالت دوم رويش غير
 شدن و مرگ گياهچه را درزايي، نكروزهگياهچه، كالوس

 ). ١ برداشت (شكل

  هاي رشدكنندهها در تيمار تنظيمهورمون تركيبات و سطوح مختلف - ١جدول 
Table 1. Different components and levels of hormones in plant growth regulators treatment   

 تركيبات هورمون
Hormone Combination 

IBA × BA IBA × GA3 BA × GA3 

گرم بر ليتر)سطح هورمون (ميلي  
Hormone level (mg/l) 

IBA BA IBA GA3 BA GA3 

1 0 0 0 0 0 0 
2 0 0.2 0 0.2 0 0.2 
3 0 2 0 2 0 2 
4 0.01 0 0.01 0 0.2 0 
5 0.01 0.2 0.01 0.2 0.2 0.2 
6 0.01 2 0.01 2 0.2 2 
7 0.1 0 0.1 0 2 0 
8 0.1 0.2 0.1 0.2 2 0.2 
9 0.1 2 0.1 2 2 2 

)/liter Miligramگرم بر ليتر ( ميلي mg/lقادير بر حسب متمامي 
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هاي سالم و ش عادي گياهچه توسط تعداد گياهچهيرو
زده پنج هفته بعد از هاي جوانهعادي نسبت به كل جنين

كشت اوليه محاسبه گرديد. همچنين دو صفت طول ريشه 
 گيري شد.ها با رشد عادي اندازهو ارتفاع ساقه درگياهچه

ها در محيط كشت جنينها: گيري ميزان تاكساناندازه
 ٬ده ٬پس از پنج هابرداشت گياهچه و بهينه بالا قرار گرفته
ها گياهچه. )=١٥n( صورت پذيرفت بيست و چهل هفته

استخراج جهت  .به دو قسمت هوايي و ريشه تقسيم شدند
درون تركيب  ودراير خشك ها توسط فريزبافتتاكسان 

از  پس. گرديدند) شيك ١:٩متانول: آب (به نسبت 
كلرومتان در قيف ديليتر ميلي ٤٠راج با فيلترشدن، استخ

كلرومتان جداكننده صورت پذيرفت. در نهايت فاز دي

جداشده از فاز آبي درون روتاري تبخير گرديد و عصاره 
 .شدليتر استونيتريل حل ميلي يكخشك باقيمانده در 

 از دستگاه كروماتوگرافي مايع واترز HPLC براي آناليز

(Waters,USA)   جذبي دوگانه مدل دكتور
٢٤٨٧(Waters,USA) ستون تحليلي  ٬C18 

(Eurospher 100-5 C18)   سرعت جريان  شد.استفاده
و مقدار  سلسيوسدرجه  ٢٥ليتر بر دقيقه، دما ميلي يك

ها در طول موج ماكروليتر بود. پيك ٢٠شده نمونه تزريق
ها با مقايسه نانومتر نمايان شدند كه شناسايي آن ٢٣٠

 UV و طيف جذبي )Retention time( روج پيكزمان خ

صورت پذيرفت. در نهايت سطح  هاي تاكسانبا استانداردها
  پيك متناسب با ميزان تاكسان در نظر گرفته شد.

  

D   C   B   A 
 ،: رشد عادي گياهچه پس از دو هفتهBو   Aحاوي زغال فعال. NN كشت در محيط T. baccata هايرشد گياهچه -١ شكل

C: و عادي گياهچه پس از دو هفتهرشد غير D: پنج هفته رشد عادي گياهچه پس از  
Figuer 1. Growth of T.baccata plantlets in NN culture medium containing activated charcoal. A and B: 
Normal growth plantlets after two weeks, C: Abnormal growth plantlets after two weeks, D: Normal 

growth plantlets after five weeks

افزار اكسل و ها از نرمجهت ساماندهي داده: هاآناليز داده
استفاده گرديد.  SPSS 24افزار ها از نرمبراي آناليز آن

ترتيب توسط ها بهها و همگني واريانسبودن دادهنرمال
بررسي آزمون كلوموگروف اسميرنوف و آزمون لون مورد 

قرار گرفت. سپس توسط آزمون تحليل واريانس 
)(ANOVA ها تعيين و براي مقايسه اختلاف ميانگين

  اي دانكن استفاده گرديد.ها از آزمون چند دامنهآن
 

 نتايج و بحث
تأثير نوع محيط كشت و غلظت آزمايش اول: 

  MS٬MSدر اين مطالعه، سه محيط  هاي پايه:نمك
قرار گرفتند. هرسه محيط  مورد مقايسه NNو  ٢/١

 ٢/١  MSيكساني را دارا بوده ولي محيط كشت تركيبات
 .باشدمي MSدر محيط كشت  پايههاي حاوي نصف نمك
 )3NO4NH(غلظت نيترات آمونيوم  ،NNدر محيط كشت 

تر كم درصد ٢٠ تقريبا )4PO2KH(و فسفات پتاسيم 

گرچه نتايج تجزيه واريانس نشان داد باشد. مي ٢/١  MSاز
زني تفاوت بين سه محيط كشت از لحاظ درصد جوانه

طول ، دار نيست ولي در صفات رويش عادي گياهچهمعني
  ).٢(جدول بوددار اين تفاوت معني ،ريشه و ارتفاع ساقه

ترين بيش ،مطابق با نتايج حاصل از مقايسه ميانگين
متر) مربوط به محيط كشت ميلي ٨٤/٢٤( ارتفاع ساقه

MS كه طول ريشه و درصد رويش عادي اليحبود در
تر بوده و بيش MSاز  ٢/١  MSگياهچه در محيط كشت

متر) و درصد رويش ميلي ٣٣/١٩حداكثر طول ريشه (
- به NN) در محيط كشت درصد ٢٦/٣٥عادي گياهچه (

گرچه كاهش  بر طبق اين نتايج ).٢دست آمد (شكل
 ي پايه موجب بهبود رشد ريشه و رويشهاغلظت نمك

گرديد ولي تأثيري بر  T. baccataهاي عادي گياهچه
  .ها نداشتزني آنجوانه
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تحت هاي سرخدار گياهچهطول ريشه و ارتفاع ساقه  ٬زني و رويش عادي گياهچهدرصد جوانه واريانس تجزيه -٢ جدول
هاي مختلفمحيط كشت  

Table 2. Variance analysis for percentage of germination and normal growth, root length and shoot height 
of Taxus baccata plantlets in culture medium treatment 

 منبع تغيير
Source of variaton 

 درجه آزادي
df 

 ميانگين مربعات صفات
Mean Square of Trait 

زنيجوانهدرصد   

Germination 
percentage 

هاي عاديدرصد گياهچه  

Normal plantlets 
percentage 

ريشهطول   

Root length 

ساقهارتفاع   

Shoot Height 

كشتمحيط   
In Vitro Culture Medium 

2 5.25 ns 76.78** 66.25** 
33.81* 

 

 Error 4 2.25 1.22 1.40 4.25 خطا

(CV) د)(درص ضريب تغييرات    1.65 3.6 7.90 9.82 

ns   :** درصد ١ و ٥ر در سطح احتمال دادار و معنيترتيب غير معنيبه* و  
ns, *, **: Not Significant and significant at 5% and 1%, respectively

اي سرخدار شيشهتركيب محيط كشت در كشت درون
ها اهميت در اين بين، غلظت نمك و تأثيرگذار است

برخي محققين با  .)Datta and Jha, 2004( زيادي دارد
زني و بهبود همزمان جوانه ،هاي پايهكاهش غلظت نمك

اند گزارش نمودهسرخدار را هاي رويش عادي گياهچه

.(Chee, 1995; Choi, 2000) برخي ديگر  با اين وجود
تأثيري بر  ي پايههانمكمقدار  كاهشاند كه بيان داشته

پي  زني اين گونه نداشته اما بهبود رشد گياهچه را درجوانه
  .)Chang and Yang, 1996; Tafreshi, 2011(دارد 

   
طول  - Bزني و رويش عادي گياهچه درصد جوانه - Aهاي سرخدار. مقايسه ميانگين تيمار محيط كشت در گياهچه -٢شكل 

 ) mm ريشه و ارتفاع ساقه (برحسب
Figure 2. Mean comparison of culture medium treatment in Taxus baccata plantlet. A- percentage of 

germination and normal growth B- Root length and shoot height (mm) 

 WPM در محيط كشتكاهش ميزان نمك به نصف 

)Woody Plant Medium( افزايش طول ريشه و  سبب
 شده استهاي سرخدار كاهش نكروزه شدن گياهچه

Liguo et al., 1999) (Abbasin, 2010; . تاكنون
ر سرخدار گزارش نشده اما نتايج د NN استفاده از محيط

ها بر رشد مبني بر تأثير مثبت كاهش غلظت نمكما 

- از آن .باشدمي ساير محققينگياهچه همسو با نتايج 

ناكافي ريشه را دليل  رشد كه بسياري از محققينجايي
اند دانسته هاي سرخدارعدم رويش عادي گياهچه

)Thomas and Polwart, 2003; Patil et al., 2014( 
و پتانسيل اسمزي بالا مانعي در تشكيل ريشه و نفوذ آن 
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بتوان با كاهش شايد  ٬باشدبه محيط كشت مي
  هايي چون نمك از آن اجتناب نمود.اسموليت

- وينيلتأثير زغال فعال و پلي آزمايش دوم:

دو جاذب براي مطالعه و مقايسه  ):PVP(پيروليدون 
اي شيشهونكشت در در PVPفنولي زغال فعال و 

گرم  پنجحاوي  NNاز محيط كشت  ،هاي سرخدارجنين
و بدون  PVPگرم بر ليتر  ٨/٠ ، مقداربر ليتر زغال فعال

 NNاستفاده از ماده جاذب استفاده گرديد. انتخاب محيط 
غلظت زغال فعال و  و بودآزمايش اول بر اساس نتايج 

PVP  هايبررسينيز بر اساس بهترين نتايج حاصل از 
 ,.Zarek, 2007; Majada et al( شين تعيين گرديدپي

2000; Tafreshi, 2011(. حاصل از تجزيه  هايداده
زني تفاوت واريانس نشان داد كه در صفت درصد جوانه

محيط كشت  هاي متفاوت جاذبدر تركيبداري معني
كه در صفات درصد رويش عادي حاليدر وجود ندارد

 ه تفاوت بين سه محيططول ريشه و ارتفاع ساق ،گياهچه
افزودن هر يك از دو ماده  ).٣ دار بود (جدولكشت معني

منجر به افزايش درصد رشد  NNجاذب به محيط كشت 
). ٤طول ريشه و ارتفاع ساقه شد (جدول  ،عادي گياهچه

 ٢٢/٤٨( گياهچه دركل حداكثر مقدار درصد رويش عادي
متر) و ميلي ٤٩/٣٠( ترين ميزان طول ريشه) و بيشدرصد

 پنجحاوي  NNمتر) در محيط ميلي ٩٥/٣١ارتفاع ساقه (
رشد غير طبيعي دست آمد. گرم بر ليتر زغال فعال به

مشكل اصلي در  ،هاعلت اكسيداسيون فنولگياهچه به
 ,.Jiaru et al( باشدريزازديادي درختان سرخدار مي

1999; Chang et al., 2001.(  بسياري  هايوهشژپدر

جهت اتصال  PVPمثبت استفاده از زغال فعال يا  به تأثير
اشاره شده  سرخداراي شيشهبه مواد فنولي در كشت درون

. در برخي Tafreshi, 2011; Abbasin, 2010)( است
دست آمده به PVPبهترين نتيجه در استفاده از  هابررسي

كه برخي حاليدر )Chang and Yang, 1996( است
 ,Tafreshi( انده بهتري دانستهديگر زغال فعال را گزين

2011; Abbasin, 2010.( تر گزارش شده بود كه پيش
 PVPتري را نسبت به زغال فعال ريشه و ساقه بزرگ

. در اين مطالعه نيز )Tafreshi, 2011(كند ايجاد مي
تأثير بهتري در افزايش PVP گرچه زغال فعال نسبت به ا

قه تفاوت طول ريشه داشت ولي در صفت ارتفاع سا
زغال فعال وجود يا  PVP بين استفاده ازداري معني

 ,Chang and Yang( تضاد با نتايج نداشت. همچنين در

جهت غلبه  تاكسيدانموثرترين آنتيرا  PVPكه  )1996
مطالعه حاضر  ،گزارش كردندطبيعي گياهچه بر رشد غير

در اين  PVPنشان داد كه زغال فعال بسيار موثرتر از 
گرم در  پنجحاوي  NNباشد. در نهايت محيط مي زمينه

هاي رشد كنندهبررسي تأثير تنظيم براي ،ليتر زغال فعال
  انتخاب گرديد. ،گرددكه در ادامه به آن اشاره مي

در اين  هاي رشد:تأثير تنظيم كنندهآزمايش سوم: 
 هايتركيبات دوتايي هورمون متفاوتاثر سطوح  آزمايش

IBA ،3GA  وBA جهت غلبه بر خواب جنين ) ١ ل(جدو
مورد بررسي قرار  T. baccata هايو بهبود رشد گياهچه

بدين منظور تركيبات هورموني مورد نظر پس از  گرفت.
گرم در ليتر  پنجحاوي NN به محيط كشت فيلترشدن 

  زغال فعال اضافه شدند

 هاي سرخدار در تيمارو ارتفاع ساقه گياهچه طول ريشه ٬زني و رويش عادي گياهچهدرصد جوانهواريانس  تجزيه-٣جدول 
 PVP وزغال فعال 

Table 3. Variance analysis of percentage of germination and normal growth, root length and shoot height 
of Taxus baccata plantlets in activated charcoal and PVP treatment 

 منبع تغيير
Source of variaton 

 درجه آزادي
df 

 ميانگين مربعات صفات
Mean Square of Trait 

زنيجوانهدرصد   

Germination 
percentage 

هاي عاديدرصد گياهچه  

Normal plantlets 
percentage 

ريشهطول   

Root length 

ساقه ارتفاع  

Shoot Height 

 ماده جاذب
Absorbent material 

2 4.78ns 175.77* 110.93** 160.16* 

 Error 4 1.53 13.78 5.86 7.21 خطا

(CV) (درصد) ضريب تغييرات    1.35 9.32 9.93 10.03 

ns   :** درصد ١ و ٥دار در سطح احتمال دار و معنيترتيب غير معنيبه* و  
ns, *, **: Not Significant and significant at 5% and 1%, respectively
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  PVP وهاي سرخدار در تيمار زغال فعال طول ريشه و ارتفاع ساقه گياهچه ،رويش عادي گياهچهمقايسه ميانگين درصد  - ٤جدول 
Table 4. Mean comparison for percentage of normal growth, root length and shoot height of Taxus 

baccata plantlets in activated charcoal and PVP treatment 

  
 ×تجزيه واريانس صفات نشان داد اثر متقابل تركيب 

 ،براي صفات درصد رويش عادي گياهچه ،هورمونسطح 
 .)٥(جدول  دار استطول ريشه و ارتفاع ساقه معني

ميانگين اثرات اصلي  ،دار بودمتقابل معنيكه اثر ازآنجايي
فاكتورها مورد مقايسه ميانگين قرار نگرفت و فقط به 

زيرا اولويت در  تجزيه و تحليل اثرات متقابل پرداخته شد.
طور همزمان اين آزمايش انتخاب تركيب و غلظت بهينه به

 ×مقايسه ميانگين اثر متقابل تركيب هورمون در بود. 
ترين ميزان درصد بيش ،ه شدان دادسطح هورمون نش

مربوط به تركيب  درصد) ٧٩/٦٠رويش عادي گياهچه (
)3GA1 -mg L ٢/٠ × IBA1 -mg L باشد مي )٠١/٠

- كه اين تنظيمداد ها نشان). در مجموع داده٦ (جدول

جنين سرخدار زني گرچه تأثيري بر جوانهاهاي رشد كننده
شوند. در اهچه مياما موجب بهبود رويش عادي گي ،ندارند

تري تأثير بيش BAدر مقايسه با  3GAو  IBAاين بين 
داشته و استفاده همزمان از غلظت حد وسط هر دو 

  . بود) بهترين تأثير را دارا ٥هورمون (سطح 
هايي خواب جنين در بذر سرخدار ناشي از بازدارنده

 Le( باشديا تركيبات مشابه با آن مي چون اسيد آبسزيك

Page-Degivry, 1973(. هاي كنندهبا استفاده از تنظيم
توان تا حدي اين خواب نهفته در بذور سرخدار را رشد مي

 Hu et al., 1992; Zarek, 2007; Flores et(فع نمود ر

., 1993al( .هايهورمون BA ،3GA، KIN و TDZ  در
 Datta and( موثر نيستند T. wallichianaزني جوانه

Jha, 2004(. ستفاده از اما اBA ،3GA ،IAA  موجب
 Song et( گرديدند T. chinensisزني در بهبود جوانه

al., 2014(. ها در بر اين اساس بيان شد كه تأثير هورمون
زني جنين به نوع گونه سرخدار وابسته است. از سوي جوانه

ها در مرحله رشد ديگر استدلال گرديد كه بازدارنده
 ,Chang and Yang( اندهاي تاكسوس نهفتهگياهچه

 T.maireiدر  3GAهورمون  تأثير مثبت .)1996

)(Chang and Yang, 1996; Chein et al., 1997  و
 .Tو T.mediaدر  NAAو  IBAهايي مانند اكسين

Bravifoia (Choi ,2000)  بر رويش عادي گياهچه
هاي اين مطلب تأييدي است بر يافته. نشان داده شد

هاي رشد نه در كنندهكه تنظيمبر اين، مبني تحقيق حاضر
توسعه گياهچه اثرگذار  زني بلكه در مرحلهجوانه مرحله
 ×مقايسه ميانگين اثر متقابل تركيب هورمون در . هستند

ترين ميزان طول ريشه در استفاده از سطح هورمون بيش
سطح هفت ( يداس يريكبوت يندولا يتربر ل گرميليم ١/٠

 ).٦ دست آمد (جدول) بهIBA × BAتركيب هورموني 
 .Tو  T. brevifoliaبر رشد ريشه  IBAتأثير مثبت 

mairei ); Change et al., 2001(  و ساير گياهان مانند
Olea europaea )Binet et al., 2007(  نيز مشاهده

دهي در شده است. همچنين اثبات گرديد پاسخ ريشه
 استها تر از ساير اكسينبسيار بيش IBA حضور

)Abbasin et al., 2010.( گونه كه در اين مطالعه همان
تأثير مثبتي بر رشد ريشه  BAمشاهده گرديد استفاده از 

هاي تر نيز گزارش شده بود كه گرچه غلظتپيش .نداشت
تأثيرچنداني بر رشد ريشه ندارند ولي در  BAپايين 
 ,.Chee et al(هاي بالا رشد ريشه متوقف گرديد غلظت

 ×در مقايسه ميانگين اثر متقابل تركيب هورمون  .)1994
ارتفاع  حداكثر ،ساقهارتفاع  سطح هورمون براي صفت

 × ٢/٠ 3GA1 -mg L( تركيبمتر) در ميلي ٢٩/٤٥ساقه (

BA1 -mg L كه توجه به اينبا  ).٦ دست آمد (جدولبه )٢

كشتمحيط   
Culture Medium 

هاي عاديدرصد گياهچه  

Normal plantles percentage (%) 
ريشهطول   

Root length (mm) 
ساقهارتفاع   

Shoot Height (mm) 
  بدون جاذب  NNمحيط كشت

NN without absorbent 

33.26b 18.33c 17.84b 

  PVPگرم بر ليتر  ٨/٠با    NNمحيط كشت
NN with PVP (0.8 g/l) 

37.93b 24.22b 28.2a 

  گرم بر ليتر زغال فعال ٥با   NNمحيط كشت
NN with activated charcol (5 g/l)  

48.22a 30.49a 31.95a 
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تأثير دارند ها و رشد سلول تقسيمها روي سايتوكنين
)Thomas and Polwart, 2003( ، تأثير مثبتBA رب 

ها بر اين جيبرلين. علاوه ارتفاع ساقه دور از انتظار نيست

هاي گروه سايتوكنين (مانند كننده هورموناثر تحريك
BA (دادند ) را افزايشFlores, 1993(.  

ر هاي سرخدار در تيماياهچهگ طول ريشه و ارتفاع ساقه ،زني و رويش عادي گياهچهدرصد جوانهتجزيه واريانس  - ٥جدول 
هورمونيتركيبات و سطوح   

Table 5. Variance analysis for percentage of germination and normal growth, root length and shoot height 
of Taxus baccata plantlets in hormonal compounds and levels treatment 

 منبع تغيير
Source of variation 

رجه د
 آزادي

df 

 ميانگين مربعات صفات
Mean Square of Trait 

زنيجوانهدرصد   

Germination 
percentage 

هاي عاديدرصد گياهچه  

Normal plantlets 
percentage 

ريشهطول   

Root length 

ساقهارتفاع   

Shoot Height 

 تركيبات هورمون
Hormone Combination 

2 6.43 ns 34.83** 3277.77** 215.97* 

 سطح هورمون
Hormone Level 

8 232.96** 224.29** 606.60** 344.205** 

×سطح هورمون تركيب هورمون                      
Hormone combination × Hormone level 

16 95.24 ns 113.46** 466.100** 98.09** 

 Error 52 55.62 4.09 7.76 9.02خطا

(CV) ضريب تغييرات    8.23 4.08 11.54 9.77 

ns   :** درصد ١ و ٥دار در سطح احتمال دار و معنيترتيب غير معنيبه* و  
ns, *, **: Not Significant and significant at 5% and 1%, respectively 

  طول ريشه و ارتفاع ساقه ،گياهچهسطح هورمون براي درصد رويش عادي  ×مقايسه ميانگين اثر متقابل تركيب  - ٦جدول 
Table 6. Mean comparison of hormone combination × hormone level for percentage of normal 

growth, root length and shoot height  
 تركيب

Combi
nation 
 سطح

Level 

IBA × BA IBA × GA3 BA × GA3 
PNG(%) RL(mm) SH(mm) PNG(%) RL(mm) SH(mm) PNG(%) RL(mm) SH(mm) 

1 39.91l 19.22ghi 20.22g 35.26m 17.8ghi 20.04g 52.34efg 21.1g 23.12g 
2 45.38jk 11.12jkl 33.37cdef 55.60abcde 18.2ghi 37.34bcd 46.25ij 17.55ghi 37.83bc 
3 47.25ghij 6.03lm 41.09ab 47.70ghij 15.41ghi 30.55ef 47.74ghij 20.63gh 30.38f 
4 52.11efgh 36.12d 20g 54.87bcde 35.08d 21.5g 41.36kl 11.02jkl 30.04f 
5 54.13cdef 28.08f 31.5ef 60.79a 38.12d 38.5bc 59.29abc 13.97ijk 39.143b 
6 55.93abcde 15.16ij 40ab 50.70efghi 33.20de 31.5ef 59.55ab 10.34jkl 30.65ef 
7 54.32cdef 55.13a 20g 53.61def 50.02bc 19.41g 40.25l 6.98lm 40.12ab 
8 58.88abcd 45.12c 32.08def 53.70def 53.12ab 36.17bcde 58.54abcd 5.01m 45.29a 
9 46.98hij 30.11ef 39.8b 60.14a 49.11bc 29.61f 49.130fghij 8.90klm 37.29bcd 

PNG: درصد رويش عادي گياهچه; RL:  برحسب (طول ريشهmm(; SH:  ارتفاع ساقه) برحسبmm(  
PNG, Percentage of Normal Growth; SH, Shoot Height (mm); RL, Root lenght (mm)

اندام ها در ميزان تاكسان مقايسه آزمايش چهارم:
ها در طبيعت اندام منبع استخراج تاكسان: و ريشه هوايي

 NNها در محيط كشت كشت جنين باشد.هوايي مي
  3BA × GA )mgحاوي زغال فعال و تركيب هورموني 

3GA1 -L٢/٠ × BA1 -mg L كه بزگترين طول ساقه  )٢
دي استيل  -١٠و ميزان  انجام شد ،نمودندرا ايجاد 
 - ١٠ )BACIII( باكاتين  ٬) )DABIIIباكاتين 

و تاكسول در طي يك دوره  )DAT( دي استيل تاكسول
 T. baccataهاي ده ماهه در اندام هوايي و ريشه گياهچه

و  DABIII .)٣ (شكل رديدتعيين گ HPLCتوسط آناليز 
BACIII كه پس از  هستندتوليد تاكسول  هايواسطه

آلانين تبديل به تاكسول اتصال حلقه جانبي فنيل
گردند.مي



 )٧٧-٨٩/(١٤٠٠/اول شماره/ سال هشتم/ ايران بذر تحقيقات و علوم                                        ...              رشد گياهچهسازي بهينه

٨٥ 

  
 مقايسه با استانداردهاي تاكسان از طريقها شناسايي پيك: HPLCكروتوگرام  -٣شكل 

Figure 3. HPLC chromatogram: Identification of peaks by comparing with taxane standards 

تاكنون مشخص نشده  DATمسير بيوسنتز گرچه 
متابوليت تفاوت مختصري با ضح است كه اين وااست ولي 

تاكسول داشته و تبديل اين دو به يكديگر به سهولت رخ 
نتايج حاصل از تجزيه واريانس نشان ). ٤ دهد (شكلمي

و ريشه اندام هوايي  ها درداد كه تفاوت ميزان متابوليت
مقايسه  ).٧باشد (جدول دار ميهاي سرخدار معنيگياهچه
 ها در قسمت هواييتاكساننشان داد ) ٥(شكل ها ميانگين

ها باشند. گرچه ميزان تمامي تاكساناز ريشه مي تربيش

ناچيز است اما به  هفته پنجمدر قسمت هوايي و ريشه در 
تدريج افزايش يافته و ه بهمرور زمان و با رشد ريشه و ساق

ميزان ترين به اوج خود رسيد. بيش هفته چهلمدر 
 DAT وتاكسول  ،DABIIIترتيب مربوط به به هاتاكسان

در اندام هوايي بود كه در نقطه پيك توليد در چهل 
 ١٣٠و  ١٥٠ ،٣٠٩ترتيب به ها بههفتگي مقدار آن

 ميكروگرم در ليتر رسيد. 
  

  

  

  

  

  

 

 

 

 تاكسولاستيلدي -١٠به تاكسول و  و باكاتين  باكاتين استيلدي -١٠سازهاي تبديل پيش - ٤كل ش
Figure 4. Conversion of 10-deacetylbaccatin and baccatin  precursors to taxol and 10-deacetyltaxol

هاي در اندام هوايي و ريشه گياهچه ي زمانط  Taxol, DAT, BACIII, DABIIIتجزيه واريانس ميزان - ٧ جدول
 سرخدار

Table 7. Variance analysis of DABIII, BACIII, DAT, Taxol during time in aerial part and root part of 
Taxus baccata plantlets 

 منبع تغيير
Source of variation 

 درجه آزادي
df 

 Mean Square of Trait ميانگين مربعات صفات

DABIII BACIII DAT Taxol 

 **Explant 1 182701.5 ** 726** 8437.5** 10965.37  نمونهريز

 **Time 3 24393** 620.5** 9286.4** 13086.33  زمان

 **Explant × Time 3 20366.5** 601** 596.3** 1161.30نمونهريز  × زمان

 Error 14 16.79 2.84 14.5 45.70  خطا

(CV%) (درصد) تغييرات ضريب    4.13 11.16 7.06 12.04 

  درصد ١ دار در سطح احتمال معني**: 
**: significant at 1%
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هاي در اندام هوايي و ريشه گياهچه طي زمان  Taxol, DAT, BACIII, DABIIIميزان مقايسه ميانگين - ٥ شكل

  سرخدار
Table 5. Mean comparison for DABIII, BACIII, DAT, Taxol during time in aerial and root parts of Taxus 

baccata plantlets

ترين ميزان تاكسان در هوايي بيش قسمتخلاف بر
 سطحدر  DABIIIو تاكسول بود و  DATريشه مربوط به 
طوريكه در پيك توليد متابوليت در به ،بعدي قرارگرفت

 ٧٣ و ٨٠ترتيب به به DATميزان تاكسول و  هفته چهلم
 ٢٠ ميزانبه DABIIIكه ميكروگرم در ليتر رسيد درحالي

 تا هفته بيستم BACIIIمقدار  ميكروگرم در ليتر بود.
 ٤٥در اندام هوايي به  هفته چهلمناچيز بوده و در 

ميكروگرم در ليتر رسيد. همچنين مشاهده گرديد كه 
و تاكسول تقريبا در تمامي مراحل  DAT مقدار
علت تواند بهكه مي بودههم ار نزديك بهگيري بسياندازه

توان كل ميتبديل اين دو متابوليت به يكديگر باشد. در 
 ،ترين تاكسانبيان داشت كه در قسمت هوايي بيش

DABIII يافتكه با رشد گياهچه ميزان آن افزايش  بوده 
هاي انتهاي ساز به تاكسانكه حاكي از تبديل كم اين پيش

تواند ميو  بودهو تاكسول  DAT مسير بيوسنتز يعني
متابوليت در قسمت هوايي دليلي براي ميزان كم اين دو 

و تاكسول  DAT كه در ريشه ميزان بالايحاليباشد. در
به اين  DABIII تواند نتيجه تبديلمي DABIII نسبت به

ها در بسياري از موارد مركز اصلي دو متابوليت باشد. ريشه
- هاي ساخته. متابوليتهستنديه هاي ثانوتوليد متابوليت

توانند از طريق آوند چوبي به قسمت شده در ريشه مي
نيز وجود تاكسول در آوندهاي  هوايي انتقال يابند. قبلاً

. )Zhiri et al., 1994( چوبي گزارش شده است
متابوليسم تاكسان در ريشه و انتقال آن به اندام هوايي 
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 ,Tafreshi(ريشه باشد تواند دليلي بر ميزان كم آن در مي

تصور است كه با افزايش سن گياهچه و قابل ). 2011
  .ها نيز افزايش يابدها ميزان تاكسانلوافزايش تعداد سل

  
 گيرينتيجه

كاهش آمده در اين تحقيق دستبه بر طبق نتايج
 ترتيب در سه محيط كشتي پايه بههاغلظت نمك

MS٬MS  و  ٢/١NN رويش  موجب بهبود رشد ريشه و
كه تفاوت جاييآنشد. از  T. baccataهاي عادي گياهچه

 يهانمكغلظت  تر دربيش هاي كشتاين محيط بين
3NO4NH  4وPO2KH توان استنباط نمود مي ،باشدمي

كه اين دو ماده مطلوب رشد ريشه و رشد عادي 
از مچنين استفاده ه .نيستند T. baccataهاي گياهچه

طول ريشه و تر بيش افزايشموجب  PVPزغال فعال يا 
گرديد  گياهچه عاديرويش  نرخ بهبوددنبال آن ساقه و به 

شدن ها نقش مهمي در نكروزهفنول كه بيانگر اين است كه
گياهچه داشته و مانعي در جهت رويش عادي گياهچه 

گياهي نيز گرچه موجب  هاي رشدكنندهتنظيم باشند.مي

بر داري معني تأثير دند وليبهبود رويش عادي گياهچه ش
ها نه كه بازدارندهكه تاييدي است بر اين زني نداشتندجوانه

هاي زني بلكه در مرحله رشد گياهچهدر مرحله جوانه
بر خلاف هوايي  اندامدر اند. از سوي ديگر تاكسوس نهفته

بود كه با رشد گياهچه  DABIII ترين تاكسانبيشريشه 
كه حاكي از تبديل كم اين ميزان آن افزايش يافت 

 هاي انتهاي مسير بيوسنتز يعنيساز به تاكسانپيش

DAT ها در اندام باشد. ميزان بالاي تاكسانو تاكسول مي
 تواند بيانگر اين مطلب باشد كههوايي نسبت به ريشه مي

هاي مويين در سرخدار گزينه كه استفاده از كشت ريشه
ده و بهتر است در اين ها نبومناسبي براي توليد تاكسان

زمينه از كشت سوسپانسيون حاصل از اندام هوايي استفاده 
  گردد.
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Abstract 

Yew (Taxus baccata L.) has diterpenoid compounds with anti-cancer effects therefore it is one of the 
most well known medicinal plants that is in danger of extinction. In this study, which was conducted at the 
Research Institute of Medicinal Plants of Shahid Beheshti University, the effect of culture medium (MS, 
1/2MS and NN), phenolic absorbents (PVP and activated charcoal) and plant growth regulators (IBA, GA3 
and BA) was investigated in a factorial design with three replications, with the aim of improving 
germination and growth of seedlings in in vitro culture. In the following, taxane production was measured 
in plantlets that were grown in select medium for ten months. According to our results, NN culture medium 
due to lower concentration of basal salts had no significant effect on germination percentage but increased 
root length and normal seedling growth percentage. Also supplementing the media with phenolic absorbent 
extended root length and shoot height as well as increasing normal seedling growth rate. In using PGRs, the 
highest normal seedling growth rate, shoot height and root length was obtained respectively from IBA × 
GA3 (0.2 mg/l gibberellic acid × 0.01 mg/l indole butyric acid), IBA × BA (0.2 mg/l gibberellic acid × 2 
mg/l benzyl adenine) and 0.1 mg/l indole butyric acid, while PGRs had no significant differences in 
germination rate. Also, the amount of taxan in the aerial part was higher than the root and the highest taxan 
in the aerial part was 10-deacetylbaccatin  and in the root were taxol and 10-deacetyltaxol, the maximum 
of all was achieved at the end of the experiment. Overall, the results indicate the positive effect of activated 
charcoal, PGRs and reducing culture medium macronutrients on root length, shoot height and the normal 
growth process of Taxus baccata seedling, in order to increase the yeild of yew propagation under in vitro 
culture condition. The cell culture obtained from the aerial part is much better than the hairy root cell 
culture.  
Keywords: Culture medium; Taxan; Taxol; Yew 
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