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Abstract 

Due to the slow growth of the yew tree and importance of its metabolites, today, the 

paclitaxel producing endophytes have been found to be of great research interest. To 

that extent, in no presence of endophyte, the production of taxol in plant is not possible. 

In the present study, it has been tried beside the investigation of the qualitative changes 

of callus from the point of paclitaxel, the endophytic situation of it also be studied. For 

this purpose, an experiment was conducted with three levels of 1, 2 and 3 mg/L of 2, 4-

D, and two levels of 0.5 and 0.2 mg/L of Kinetin in two species of T.baccata and 

T.brevifolia. Finally, the amount of paclitaxel and the endophytic status in callus were 

studied. After 3 months of cultivation, 9 colonies of the endophytic fungi appeared in 

the callus of both species and leaves of T.baccata. The isolated fungi were identified 

based on their morphology and reproductive organs, such as the formation of spores. 

Although molecular and biochemical studies of isolated endophytes did not show the 

ability to produce taxol in them, endophytic fungi in the yew callus, which was first 

reported, could be a turning point in a better understanding of host and endophytic fungi 

in the production of valuable metabolites of paclitaxel, especially in cell and hairy root 

cultures. 
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 اندوفیتی و تغییرات تنوعازنظر  سرخدار ۀگون دو ایشیشهدرون بررسی
 تاکسلپاکلی

 
  1مصطفی خوشحال سرمست، 2راهنما کامران ،*1نژادقاسم عظیم ،1بوباغلهجندو آرزو

 ، ايراندانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان ،گروه علوم باغبانی. 1
 ، ايرانپزشکی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگانگروه گیاه. 2

 
 چکیده

های بیوسدنتزکنندة ترکیبدا  آن، انددوفیت هدایمتابولیت سدرخدار و اهمیدت گیداه کندد رشدد بهتوجهامروزه با
تاکسدل در سدلول گیداهی بددون کده تولیدد پاکلیطوریاندد  بهارزشمند سرخدار اهمیت پژوهشی زيدادی يافته

بر بررسی تغییرا  کیفی کدالوس از سعی شده است علاوهحاضر  شود. در پژوهشاندوفیت غیرممکن تلقی می
بدا  يشدیآزما ،منظدور ينا ، وضعیت اندوفیتی کالوس بررسی شود  بهایشیشهدرونرايط تاکسل در شنظر پاکلی
 سدرخدار ةگوند دو برای کینتین یترلدرگرمیلیم 2/0و  5/0دو سطح  و D-2,4 یترلدرگرمیلیم 3و  2، 1سه سطح 

(Taxus baccata  وTaxus brevifoliaطراحددی و اجددرا شددد و درنهايددت، میددزان پاکلی )یتو وضددع سددلتاک 
در  یکلند 9بده تعدداد  یتانددوف یهاماه از زمان کشت، قارچ 3از گذشت . پسشد یبررس کالوسدر  یتاندوف

 انددام ندو  و شناسدیريخت اسداس بدر ها. قارچندظاهر شد T. baccataة هر دو گونه و برگ گون ةکالوس ساق
 Aspergillusتنهدا شدده، يافت هایفیتانددو از میدان. شددند شناسدايی هداگ نو  و هاگ تشکیل مانند زايشی

flavus های قددارچی سدداير نموندده وشددد  يیشناسددا یددديفورو کن یالیدددسددلول ف یدددی،کن شدداخ  هددایويژگی بددا
های مولکددولی و بیوشددیمیايی اگرچدده بررسددی. يددا حالددت پیکنیددديوم داشددتند ندددشددده فاقددد اسدددور بودمشاهده
در  یتانددوف يدابیدتاکسل در آنها را نشان ندادند، رتولید پاکلیشده از کالوس توانايی های جداسازیاندوفیت

 در انددوفیت و میزبدان جايگاه بهتر درک در عطفی شود، نقطةمی گزارش بارنخستین یکالوس سرخدار که برا
 ويژه در کشت بافت است.تاکسل بهپاکلی ارزشمند متابولیت تولید
 کشت بافت دار،سرخ تاکسل،پاکلی اندوفیت، :یدیکل یهاواژه
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 .مقدمه

متعلق به  (.Taxus baccata L) درخت سرخدار

های باارزش از گونهو  (Taxaceae)تیرة سرخدار 

برگان نادر و در خطر انقراض بومی یسوزن

 هایهمطالع است.های شمال ايران جنگل

د قدمت درختان سرخدار ندهشناسی نشان میفسیل

ترين فسیل و قديمیاست میلیون سال  190بالغ بر 

 تعلق دارد های میوسن و پلیوسن سرخدار به دوره

درختان  ةهای آمیختتوده ،های بعددر دوره

 های راش و ممرز شکل گرفتندسرخدار با گونه

(Mossadegh, 1993).  تیرة سرخدار سه جنس

 Austrotaxusجنس (: Mossadegh, 1993دارد )

و  ندکیم رشد یمرطوب کالدون یهادر جنگل

گونه  Torreya 5جنس   است ینسرزم ينا یبوم

آن در  ةو دو گون یاشرق آس آن در ةگون 3که  دارد

شامل  Taxusجنس  وجود دارند  یشمال يکایمرآ

 و سیااروپا، آ ی،شمال یمکرةدر نکه گونه است  8

 ,Itokawa and Lee)اند پراکنده شمالی آمريکای

2002). 

ر را تشکیل ترکیبا  اصلی سرخدا هاتاکسان

 ,Wani et al., 1971; Miller and Brief) دهندمی

1980; Woods et al., 1996) . 350بیش از 

های ید( در گونهئترپنوتاکسان )مشتقا  دی

ترين مهمتاکسل  اند کهمختلف تشخی  داده شده

 آلکالوئیدی ،تاکسل. (Evans, 2002)آنهاست 

 ست کهیچیده اپ یاربس یمیايیبا ساختار ش یاهیگ

از  وداروهای ضدسرطان  مؤثرترين از يکی

 یدرمانیمیدر شبرای استفاده داروها  ينترمحبوب

 تاکسل. (Expósito et al., 2009)آيد به شمار می

از انوا  تومورها ازجمله  یعیوس ةدر برابر گستر

 ثر استؤرحم، معده و سر و گردن م ینه،سرطان س

ر سارکومای در براب فعال یکروتوبولیعامل ضدم و

يدز وابسته به ا (Kaposi’s sarcoma) يسکاپوز

 ينا  (Strobel et al., 1996)شناخته شده است 

 يشافزا سبب هایکروتوبولبا اتصال به م یبترک

 یلتشک ،ها و به دنبال آنینتجمع و اتصال توبول

 Baloglu and) دشویم يدارهای پامیکروتوبول

Kingston, 1999).  

های از روش مؤثرهو سريع مواد تولید انبوه 

و از  استمشکل يا غیرممکن  اًشیمیايی عمدت

مین اين أهای مختلف مانع تمحدوديت ،سويی

. استفاده از راهکارهای شوندمیاز طبیعت ترکیبا  

فناوری ازجمله کشت سوسدانسیون سلولی و زيست

برای تولید سريع و  یراه حل مناسب کالوس،کشت 

 ,.Bourgaud et al)است ای ثانويه هانبوه متابولیت

.2002; Rao and Ravishankar, 2002; Sinha 

and Vidyarthi, 2011) .های گیاهی کشت سلول

 ةهای ثانويبرای تولید متابولیت یمنبع مناسب و مهم

 Sinha and)گیاهان است  بیشترارزش در با

Vidyarthi, 2011) .،بیشوکم سلولی تودة کالوس 

 که است نازک سلولی ديوارة افته بانیسازمان

 .آيدمی به وجود پارانشیمی هایسلول از معمولً 

از پوست درخت  ، تاکسل1971بار در سال نخستین

T. brevifolia اين جداسازی و استخراج شد .

 یوةجز مهسرخدار ب یاهگ یهادر تمام بخش ترکیب

تأثیر نو  اندام تحتآن  ارو مقد اردآن وجود د ةتاز

در  تاکسل. مقدار و گونة گیاهی متفاو  است

درصد وزن خشک 02/0 برابر T. baccata ةگون

رصد د 01/0 برابر T.brevifolia ةگوندر و  یاهگ

 ,Yarikhosroshahi)است  یاهگ خشک وزن



 55 تاکسلپاکلی اندوفیتی و تغییرا  تنو ازنظر  سرخدار ةگون دو ایشیشهدرون بررسی

 

 

 گیاه از تاکسل کیلوگرم 1 . ازآنجاکه تولید(2004

 سرخدار اصله درخت 2500تا  2000 قطع مستلزم

 6 به خود درمان طول در سرطانی بیمار و بالغ است

طبیعی  منبع اين از تاکسل تولید نیاز دارد، درخت

 سرخدار درختان انقراض و رويهبی قطع سبب

 پژوهشگران در پی يافتن اخیر، دهة طی. شودمی

 و تولید شرايط بهترکردن برای جديد هایراه

 منظوربه باارزش داروی اين قیمت کاهش

 هایکلینیک و سرطانی بیماران نیاز به پاسخگويی

 ,Jennewein and Croteau) اندبوده تخصصی

ها توانايی تولید تاکسل را . برخی از اندوفیت(2001

برای شناسايی ريزموجودا   هاتلاش. دارند

کنندة تولید هایقارچ کشف به همزيست سرخدار

 ;Lesani, 1999)اند شده منجر تاکسلپاکلی

Wang et al., 2000)اندوفیت هایقارچ . شناسايی 

 آنها کنشبرهم مطالعة و چندساله و چوبی گیاهان

 گیاهان اندوفیت هایقارچ از کمتر میزبان گیاهان با

. (Weber, 2009) است گرفته مدنظر قرار ديگر

 سرخدار درختان اندوفیت هایقارچ از برخی.

ضدسرطان  یدارو یدتول علت داشتن توانايیبه

 یدتول یبرا ة مهمیشونديدمنبع تجد تاکسل،پاکلی

محسوب  یمتقو گران اارزشب یدارو ينا

 که در زمینة بسیاری هایهمطالع باوجود. شوندمی

تاکنون  اند،شدهانجام  یاها در دناز قارچ هگرو ينا

امکان جداسازی اندوفیت از  پژوهشی در زمینة

حاصل از  یتاندوف یهاقارچکالوس و توانمندی 

 ةمقال رو،انجام نشده است  ازايندار سرخ کالوس

منظور بهشده انجام پژوهش يجاز نتا یحاضر بخش

دو  کالوسحاصل از  یتاندوف یهاقارچ يیشناسا

 دهد.را ارائه میسرخدار  ةگون

 .هاروش و مواد
 هایسدداقهگونۀۀه:  دو از سۀۀرخدار تهیۀۀۀ رنمننونۀۀۀ

 .T ةگوندد ی درختددان بددالغآلددودگ بدددونجددوان و 

baccata ةگرگان و گون زيار  روستایاقع در و T. 

brevifolia  اسددتان نوشددهر شناسددییاهگ بددا واقددع در 

 بدده کاغددذی هددایپاکتدر  96مدداه یرت طددی مازندددران

 زمدان تدا های گیداهینمونده .شددند منتقل آزمايشگاه

 خدددیس پارچدددة نخدددی و درون يخچدددال در کشدددت،

ها از ريزنموندده منظور انتخدداببدده. شدددند نگهددداری

متر اسدتفاده سدانتی 5 طدول به قوی و مناسب هایساقه

مدايع  حداوی چندد قطدره آب های منتخب باشد. ساقه

دقیقده شستشدو شددند و سددس  10 مدد به ظرفشويی

 آب ها چند مرتبده بدابرای حذف بقايای اضافی، نمونه

درنگ به دسدتگاه لمیندار ايرفلدوی روان شستشو و بی

بدا ها ريزنمونده بهترين ضدعفونی. منتقل شدند استريل

 يمسددیدوکلريدو ه یدهثان 15 مدد بهدرصد  70الکل 

 يع ظرفشدويیما هقطر يک باکلر فعال  درصد 5حاوی 

 هايیريزنمونده درنهايدت، انجام شد  یقهدق 25مد  به

 گیددددداهی هایانددددددام از متریسدددددانت 1 ةانددددددازبه

 Gamborgکشددت یطدر محو  یددهته شدددهضدعفونی

(B5) 2,4نی ترکیبددی بددا شددش سددطح هورمددو-D  و

لیتددر درگرممیلی 3و  2، 1هددای کینتددین شددامل غلظت

2,4-D  لیتدددر کینتدددین و سددده درگرممیلی 5/0و  2/0و

تکرار با رعايت شرايط استريل کشت شدند و به اتداق 

گراد و شدرايط درجدة سدانتی 26تدا  24رشد با دمدای 

ساعت تداريکی انتقدال  8ساعت روشنايی و  16نوری 

 .يافتند.

: Potato Dextrose Agar یطدر محۀ کالوس کشت.

 یمارهدایدر ت کدالوسروز از رشد  28 گذشت ازپس

و بدرای بررسدی وضدعیت کدالوس ازنظدر  شدهاستفاده

در شدرايط  وجود اندوفیت قارچی، مقدداری کدالوس



1398زمستان  ة چهل و دوم،شماريازدهم،  سالشناسی گیاهی ايران، زيست 56  

 

 

منظور بده. منتقدل شدد PDA یطبده محدکاملاً اسدتريل 

 بدهشده کشت یهانمونههای احتمالی، ظهور اندوفیت

تدا  گراد منتقدل ویسدانت ةدرج 24 یبا دما یانکوباتور

در آن نگهداری شدند. بر اساس  یتزمان ظهور اندوف

روز پدس از  10های قدارچی کده حدداقل منابع، نمونه

شدوند، انددوفیت کشت لزوماً از روی نمونه ظداهر می

های از رشددد مناسددب نمونددهشددوند. پددستلقددی می

های رشدديافته از کدالوس اندوفیت، نوک هیف قارچ

منظور منتقدل شدد و بدده PDAکشددت جددا و بده محیط

هددددای اندددددوفیت يددددافتن از خلددددو  قارچاطمینان

آمده، اين عمل دو بدار ديگدر نیدز تکدرار شدد دستبه

(Zhang et al., 2008.) 
یوانفورمۀۀاتیکی ببررسۀۀی آغازگرهۀۀا و  طراحۀۀی

سدده  ،1 جدددول مطددابق: شۀۀدهاستفاده یآغازگرهۀۀا

-DAPT (10 سددددده  ن یدددددرتکث یبدددددراآغدددددازگر 

deacetylbaccatin III-10-O-acetyl 

transferase) ،BAPT (Baccatin-

aminophenylpropanoyl-13-O-transferase)  و

TS (Taxadiene synthase) ند. استفاده شد 

 
 شدهجداسازی هاییتر و اندوفسرخدا کالوستاکسل در  یوسنتزدر ب یردرگ های ن رديابی برای شدهاستفاده آغازگرهای -1 جدول

Annealing 
temperature 

Primer 
name 

Sequence (5´-3´) Product length (bp) 

60/57 

53/57 
DAPT F: 
DAPT R: 

GGGAGGGTGCTCTGTTTG 
GTTACCTGAACCACCAGAGG 

153 

75/59 

88/59 

BABT F: 
BABT R: 

CCTCTCTCCGCCATTGACAA 
TCGCCATCTCTGCCATACTT 

631 

96/58 

59/59 

TS F: 
TS R: 

AAACCCATGTCGAATTGAGAAG 
CAAGTTTGCATACACTCTGGAATCT 

1070 

 

 انجام واکنش و ژنومی DNA استخراج.

 DNAمنظور استخراج به :(PCR)پلینراز  ایزنجیره

 يعما یترو ننها با شده، میسلیومهای جداسازیقارچ

 CTAB به روش DNAاستخراج  شدند وپودر  کاملاً 

.(Cetyl trimethylammonium bromide) نجام ا

شاهد مثبت در واکنش  برای سرخدار DNAشد  

PCR سرخدار با  کالوسگرم  5/0مقدار شد.  استفاده

 DNAو استخراج  سايیده يعما یترو نتفاده از ناس

 یآغازگرها. شدانجام  يادشدهبه روش  ی نوم

نظر دم یهااز  ن ایشدهحفاظت یةکه ناح یاختصاص

حضور  یبررس منظوربه (،1کنند )جدول یم یررا تکث

استفاده  هاقارچدر  TS و DBAT ،BAPTهای  ن

 یحاو یکرولیترم 20هر واکنش  يیحجم نهاشدند. 

 x PCR 10 ،7/0بافر  یکرولیترم DNA ،2 نانوگرم 10

 5/0مولر(، یلیم 50) یزيممنيدکلر یکرولیترم

از  یکرولیترم 1مولر، یلیم dNTPs 10 یکرولیترم

 Taq DNA میکرولیتر 3/0 و هاآغازگر

polymerase  )حاضر مخلوط بود. )سینا ن، ايران

 20حجم به  استريل یراز افزودن آب دوبار تقطپس

قرار  يرز ةبا برنام PCRشد و در  دهرسان یکرولیترم

 در دقیقه 2 مد به ابتدايی شدن: واسرشتداده شد

 واکنش چرخة 30 سدس گراد،درجة سانتی 95 دمای

درجة  8/52 ثانیه، 30 مد به گراددرجة سانتی 95 در

 گراددرجة سانتی 72و ثانیه 30 مد به گرادسانتی

 72 در نهايی و درنهايت،گسترش ثانیه 30 مد به

 دقیقه. 10 مد به گراددرجة سانتی

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Cetyl_trimethylammonium_bromide&redirect=no
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 هایهقطعد یدکتفک منظوربدهها: ننونه الکتروفورز

DNA از محصدددددددددول   یو آگددددددددداهPCR  و

 PCR محصدولهدا، الکتروفدورز نآ کردنپذيرمشاهده

 KIA ل آگددارز ) یرو یقددهدق 45مددد  هبها نموندده

GEN)انجام شد  ، ايران(Zhang et al., 2008) . بدافر

TBE  شاملEDTA 5/0 ،و آب  اسدیديکبور مدولر

 2سداخت  ل آگدارز  یبدرا 8اسیديتة  با يونیزهمقطر د

شدرکت سدینا ن بدرای  safe dyeمادة رنگی درصد و 

 آمیزی  ل استفاده شد.رنگ
 هاننونه تاکسلپاکلی میمان تعیینگیری و عصاره

تعیین مقددار  منظور استخراج وبه: HPLC استفاده از با

 Ghassempourاز روش پیشدددنهادی  تاکسدددلپاکلی

گددرم  2( اسددتفاده شددد  بدده ايددن منظددور، ابتدددا 2009)

لیتدر متدانول میلی 100و در  کالوس تازه کاملاً سدايیده

منظور نفوذ کامل حدلال، نمونده خیسانده شد  سدس به

سدداعت در دمددای اتدداق روی شددیکر قددرار  24مددد  به

ردن عصدارة متدانولی، آب بده کاز صدافگرفت. پس

 20مقداری برابر با حجم متانول به آن اضافه و سدس، 

هگزان در قیف دکدانتور بده نمونده افدزوده لیتر انمیلی

لیتددددر میلی 20هگددددزان، از حددددذف انشددددد. پددددس

کلرومتددان بدده عصددارة متددانولی در قیددف دکددانتور دی

اضافه شد و پس از تبخیر حلال به کمک تبخیرکننددة 

آمده در استونیتريل خال  دستمادة خشک به دوار،

 وتحلیل در فريزر نگهداری شد.حل و تا زمان تجزيه

سداقه و  هایتاکسل نمونهگیری میزان پاکلیاندازه

 T. baccataو ساقة گوندة  T. brevifoliaبرگ گونة 
( ، آلمدانMerck-Hitachi مدل) HPLC از استفاده با

متدر انجدام میلی 250×6/4 ابعاد با C18 مجهز به ستون

 آب بده و اسدتونیتريل متدانول، شامل متحرک فاز شد.

 1 جريدان شدد  بدا بود کده لیترمیلی 20 :4 :40 نسبت

. شدد انجدام ندانومتر 230 موج در طول دقیقهلیتربرمیلی

 میکدرون 42/0 فیلتدر بدا تزريق، دو مرتبه از پیش نمونه

خدال   تاکسدلهای مختلف پاکلیغلظت. شد صاف

آوردن منحنددی کالیبراسددیون اسددتفاده دسددتبددرای به

شدند و سدس با قراردادن عددد سدطح زيدر پیدک هدر 

تاکسددل محاسددبه و مقدددار آن بددر نموندده، میددزان پاکلی

 گرم گزارش شد.درگرمحسب میکرو

پدژوهش حاضدر بدا ها: وتحلیل آماری دادهتجمنه

آرايش فاکتوريل بر پايدة طدرک کداملاً تصدادفی و در 

مار و سه تکرار انجام شد. تیمارهدای آزمدايش شش تی

لیتدر( و درگرممیلی 3و  1 ،2) D-2,4شامل سده سدطح 

لیتدر( بودندد. درگرممیلی 5/0و  2/0دو سطح کینتدین )

 SPSSافزار آمداری ها با نرمآماری داده وتحلیلتجزيه

درصددد  5در سددطح  LSDانجددام و آزمددون 16نسددخة 

افددزار اسدتفاده شدد. نرم هدابدرای مقايسدة میدانگین داده

Excel  برای رسم نمودار استفاده شد. 2010نسخة 

  

 بحث و نتانج
شناختی کالوس ساقه و های رنختبررسی صفت

کالوس ازنظر رنگ تا چهدار برگ دو گونۀ سرخدار: 

از دهی سدبزرنگ بدود و پدساز کدالوسهفتة اول پس

شدددند و  زيرکشددت کددالوسهای ايددن مددد ، نموندده

 200شدن، زغدال فعدال )ایجلوگیری از قهوه منظوربه

لیتر( به محیط جديد بدا شدرايط هورمدونی درگرممیلی

هددا در تمددام قبلددی اضددافه شددد. رنددگ اغلددب کالوس

 ای مايل به نارنجی بود.سطوک تیماری تقريباً قهوه

هدای حاصدل در تمدام ازنظر سفتی بافدت، کالوس

اکدده سددطوک تیمدداری دارای بافددت نددرم بودنددد. ازآنج

کیفیددت کددالوس بدده نددو  و مقدددار عناصددر )مدداکرو، 

کشدددت هدددا و ...( موجدددود در محیطمیکدددرو، ويتامین

های مختلدف کننددهکشت و تنظیموابسته است، محیط

گذارند. گزارش شده اسدت رشد بر اين متغیر تأثیر می
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های حدداوی غلظددت اندددک کشددتدر محیط کددالوس

رد و رشددد سددريعی دا D-2,4کینتددین و غلظددت زيدداد 

 Karimian et)ساختار کدالوس ندرم و سسدت اسدت 

al., 2015)ای کدده در پددژوهش حاضددر نیددز   نکتدده

 T. baccataطورکلی، ريزنمونة گوندة بهمشاهده شد. 

قابلیت بیشدتری بدرای تشدکیل کدالوس از خدود نشدان 

دهددد و ازجملدده دليددل ايددن اخددتلاف عبارتنددد از: می

يی و محیطدی بودن رويشگاه و شرايط جغرافیامتفاو 

 .Taxusشدة های استفادهرويشگاه گونه
دو  ۀساق کالوساز  یتاندوف یهاقارچ جداسازی

کدده تدداکنون در  یاهددانیاغلددب گ: سۀۀرخدار ۀگونۀۀ

از  یگروهدا اند، بدمطالعده شدده یعیهای طبیستماکوس

ظدداهری  هاینشددانهشددوند کدده یم یزههددا کلددونقارچ

 آنهددا بدده و کنندددینم يجددادا یاهدداندر گرا  یمشخصدد

 ;Schulz and Boyle, 2006) شودیگفته م یتاندوف

Hyde and Soytong, 2008)یشاز گذشدت بد. پس 

 ةسداقه و بدرگ دو گوند کدالوساز سه هفته از کشت 

در از روی کدددالوس  یتقدددارچ انددددوف شدددده،مطالعه

 قدارچ کلندی 9 تعدداد. شدد ظداهر PDAکشت یطمح

 ازنظددر کدده شددد جداسددازی گوندده دو هددر از اندددوفیت

 کلنددی، شددکل ازجملدده شددناختیريخت هددایويژگی

 مانندد غیرجنسی هایهاگ شکل کلنی، حاشیة رنگ،

 باهم کاملاً رشد سرعت و کنیديفور و کنیدی ساختار

 .(6تا  1های بودند )شکل متفاو 

ظهدور انددوفیت کالوس: رشدکرده از  هایقارچ

در محدیط  ماههسده و ماههدو ماهه،يک هایکالوس از

B5 در محددددیط  چنددددینو همPDA  .مشدددداهده شددددد

آمده است، تمام  1و شکل  2طور که در جدول همان

 آنهارشد ند و ظاهر شد بدون استثنا از کالوسها قارچ

هدای انددوفیت های مهدم قارچکه از مشخصه کند بود

 ةاز سداق یکلن 4، شدهمشاهده یقارچ یکلن 9. از است

T. baccata ،1 از برگ  یکلنT. baccata یکلن 4 و 

 .ندشد یجداساز T. brevifoli ةاز ساق

 
 شده از کالوس ساقه و برگ هر دو گونة سرخدارهای شناسايیقارچ -2جدول 

Aspergillus flavus  کالوس با تیمارهای هورمونی مختلف از ساقة گونة  4اين کلنی درT.baccata .مشاهده شد 

 T.baccataاز برگ گونة  میسیلیوم عقیم

Paraphoma sp 
شکل به T. brevifoliaکالوس با تیمارهای هورمونی مختلف از ساقة گونة  4اين کلنی در 

 پیکنیديوم مشاهده شد.

 

 
 .T برگ کالوس از کردهرشد قارچ .1 شمارةای  یشهشدرون يطدر شرا سرخدار کالوس دو گونةاز  یقارچ یتظهور اندوف -1 شکل

baccataساقة کالوس از کردهرشد قارچ .3 و 2 های، شماره  T. baccataقارچ6 و 5 ،4 هایشماره هورمونی مختلف، تیمارهای با . 

 هورمونی مختلف تیمارهای با T. brevifolia ساقة کالوس از رشدکرده
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 .T ۀاز کۀالوس گونۀشده جداسازی هایقارچ.

baccata یطدر محۀۀۀۀ PDA :یتاندددددوف هددددایقارچ 

سه مرحله بده  یط T. baccataکالوس رشدکرده از 

 یسدازخال  PDA یطمحد یرو یدفروش نوک ه

 هاینمونه یماکروسکوپ يرتصاو، 2 شکل در .شدند

 آمدده اسدت. T. baccataشدده از یجداساز قارچی

 شدناختیريخت هایبررسدی بر اساس نمونه شناسايی

در  .شدددد ( انجدددام1971) Ellis کلیدددد بدددا تطبیدددق و

 هدایويژگی بدهکه باتوجه هاقارچ اولیة اين شناسايی

شناختی و تصاوير ماکروسدکوپی آنهدا انجدام ريخت

 Aspergillus flavus بدهاز آنهدا  یبخش اعظم شد،

 يافتند.  تعلق

 

 
 5/0و  D-2,4 درلیتدرگرممیلی 1تیمدار  در کردهرشدد قدارچ .T. baccata  1 ةشده از ساقه و برگ گونیسازخال  یهاقارچ -2شکل 

 ريزنمونة از کینتین درلیترگرممیلی 5/0 و D-2,4 درلیترگرممیلی 3تیمار  در کردهرشد قارچ .2 ساقه، ريزنمونة از ندرلیتر کینتیگرممیلی

تیمار  در کردهرشد قارچ .4 برگ، ريزنمونة از درلیتر کینتینگرممیلی 2/0 وD-2,4  درلیترگرممیلی 2تیمار  در کردهرشد قارچ .3 ساقه،

 2/0و  D-2,4درلیتددر گرممیلی 1 در کردهرشددد . قددارچ5 سدداقه، ريزنمونددة از درلیتددر کینتددینگرممیلی 2/0و  D-2,4 درلیتددرگرممیلی 3

 ساقه ريزنمونة از درلیتر کینتینگرممیلی

 

Aspergillus flavus :آسددددر يلوس یکلنددد 

 )شدکل T. baccata ةسداق کالوسشده از جداسازی

 ةجددددر 25 یدر دمدددا PDAکشدددت یطمح یرو( 3

 یدديفورها. کنشددرنگ سدبز مشداهده  به گرادیسانت

 بودندد و خارج شده یسلیوممنفرد از م یعمودطور به

 یددديفورهاکن انشددعاب داشددتند.نددوک  يکددیدر نزد

یديفور با کن يةسلول پا یماکرونماتوس و داراطور به

صداف و کنیدديفورها  متر بودندد.یلیم 5/1تا  1ابعاد 

در نددددوک  اوقددددا  یگدددداه وبودنددددد  رنددددگیب

شکل به یگرز ی ياکرو هایيکولوز ،رنگیاقهوه

 هایدددديوم. کنداشدددتند یکرومتدددرم 50تدددا  20ابعددداد 

 یهدداتودهشددکل گددرد، آکددرو ن و به ی،سددلولتک

و صداف تدا  یدتالپاسد هداییرهمتفاو  در زنج یرنگ

 .شدندزبر مشاهده 

 از جداشددده عقددیم میسددیلیومعقۀۀی :  میسۀۀیلیوم

 یرو (4 )شددکل T. baccata ةبددرگ گوندد کددالوس

 یدارا ی،او پنبده یدبه رندگ سدف PDAکشت یطمح

 یدشدفاف و سدف ،مناطق نازک رخیدر ب يع،رشد سر

ندازک، شدفاف،  يوارةد یدارا یسیلیومم شد.مشاهده 

 یاسددور بدود و یکرومتدرم 8/4تا  2 منشعب و به قطر

 . شدکشت مشاهده نیطمح یرو
 .T ۀاز کۀالوس گونۀشۀده جداسازی هایقارچ

brevifolia یطدر محۀۀۀ PDA :یتانددددوف هدددایقارچ 

سده  یطد T. brevifoliaکالوس گوندة کرده از رشد
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 PDA یطمحدد یرو یددفمرحلدده بدده روش نددوک ه

 يرتصدددداو، 5 شددددکل در .شدددددند یسددددازخال 

شدده از یجداساز قدارچی هاینمونده یماکروسکوپ

بدر  نمونده شناسايی آمده است. T. brevifolia ةگون

 کلیدد بدا تطبیدق و شدناختیيختر هایبررسی اساس

Ellis (1971انجددام ) ايددن اولیددة در شناسددايی .شددد 

و  شدناختیريخت هدایبده ويژگیکه باتوجه هاقارچ

های تصاوير ماکروسکوپی آنها انجام شد، همة قارچ

شدددده از ايدددن گوندددة سدددرخدار حالدددت جداسازی

  پیکنیديوم داشتند.

 

 
 ×400 يینمابا بزرگ یديومکن. 3 یديفور،کن ةمشاهد .PDA ،2کشت یطمح یرو Aspergillus flavus قارچ یکلن .1 -3 شکل

 

 
 یفه .PDA ،2کشت یطمح یقارچ رو یکلن. 1 -4 شکل

 

 
 5/0و  D-2,4درلیتدر گرممیلی 2کرده در تیمدار . قارچ رشددT. brevifolia  1 ةگون ةساق کالوس از شدهیسازجدا یهاقارچ -5شکل 

درلیتر کینتین از ريزنمونة گرممیلی 5/0و D-2,4 درلیتر گرممیلی 1کرده در تیمار . قارچ رشد2ر کینتین از ريزنمونة ساقه، درلیتگرممیلی

کرده در تیمدار . قارچ رشد4درلیتر کینتین از ريزنمونة ساقه، گرممیلی 2/0و  D-2,4درلیتر گرممیلی 2کرده در تیمار : قارچ رشد3ساقه، 

 درلیتر کینتین از ريزنمونة ساقهگرممیلی 5/0و  D-2,4درلیتر مگرمیلی 3
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Paraphoma sp.:  جمعیت غالب قارچی

از  T. brevifolia ةگون شده از کالوسجداسازی

شده از اندوفیت جداسازی .بود نو  پیکنیديوم

کشت یطمحدر  T. brevifolia ةگون ةساق کالوس

PDA ی روز به رنگ طوس 14از گذشت پس

شفاف و به رنگ روشن،  یهایديومکن ی بااکسترخ

 5/5تا  5/4شکل و به طول یااستوانه ی،سلولتک

. مشاهده شد یکرومترم 2تا  5/1و عرض  یکرومترم

شکل، یگلاب یره،ت یابه رنگ قهوه هایکنیديومپ

تا  150و به عرض  یمیسودوپارانشيوارة د یدارا

بودند  یکرومترم 355تا  157و طول  350

(Boerema et al., 2004). 

 

 
 نارس . پیکنیديوم5 ،بالغ . پیکنیديوم3و  PDA ،1 یطمح یرو یتاندوف قارچ کلنی .6و  4، 2 -6شکل 

 
 تاکسۀلپاکلی یوسنتمب با های مرتبطژن ردنابی

 طورهمدان: شۀدهجداسازی انۀدوفیت یهاقارچدر 

 یتانددوف یهداقارچ شدود،ديدده می 7 شدکلکه در 

هدای دخیدل در نکدالوس دارای  ده از شیجداساز

امکددان رديددابی  نبددود. تاکسددل نبودندددبیوسددنتز پاکلی

شددده در ی اندددوفیتی جداسازیهاسددل در نمونددهتاک

بودن کننددددددة غیرمولددددددپدددددژوهش حاضدددددر بیان

شددددده اسددددت  هرچنددددد های جداسازیاندددددوفیت

ها بر حسب وظدايف متفداوتی کده در گیداه اندوفیت

رف بندی میمیزبدددان دارندددد، تقسدددیم شدددوند و صددد 

بودن، دلیلددی بددر مولدددبودن آنهددا نیسددت  اندددوفیت

های قبلی نیز به آن اشاره شدده ای که در بررسینکته

   .(Zhang et al., 2008) است
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 ةبرگ گون کالوسشده از استخراج DNA .4و  3یاهی، گ ةشده از نموناستخراج DNA .2و  1 زيستی،کش خط .bapt  L  ن -7 شکل

T. baccata، 5. DNA ةبرگ گون کالوسشده از استخراج T. brevifolia، 6 10تا. DNA حاصل از  یتاندوف یهاشده از قارچاستخراج

 کالوس

 

 
بدرگ  کدالوسشدده از استخراج DNA .4و  3 یداهی،گ ةشدده از نمونداستخراج DNA .2و  1 زيسدتی، کشخط .bapt  L  ن -8 شکل

 یتانددوف یهداشدده از قارچاستخراج DNA .10تدا T. brevifolia، 6 ةبدرگ گوند کالوسشده از استخراج T. baccata، 5. DNAةگون

 کالوسحاصل از 

 

 
 .T ةبدرگ گوند کدالوسشدده ازاستخراج DNA .3 یاهی،گ ةشده از نموناستخراج DNA. 2و  1 زيستی،کش ط. خTS  L  ن -9 شکل

baccata ،4. DNA ةگون ةساق کالوسشده از استخراج T. baccata .5 ،DNA ةبدرگ گوند کدالوسشده از استخراج T. brevifolia، 6 
 کالوسحاصل از  یتاندوف یهاشده از قارچاستخراج DNA .10تا

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L 10 1 9 2 3 4 5 6 7 8 

L 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 

1 0 7 0  b p  

5 0 0  b p  

500 bp 

500 bp 

631 bp 
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 وتحلیلتجزيدده بددا: تاکسۀۀلپاکلی گیریانۀۀدازه

 ةسددداق کدددالوس، HPLCحاصدددل از  کرومددداتوگرام

 بةو محاسد T. brevifoliaو  T. baccata هایهگوند

ساقه و برگ  ینب داریمعنا ، اختلافمرتبط یهاداده

مشدددداهده نشددددد. میددددزان  T. brevifolia ةگوندددد

 1/10بدرگ آن در  یدزانو م 9/6سداقه تاکسل پاکلی

موجود در  تاکسلپاکلی یزانم بود. گرمبریکروگرمم

 و برگرمگرممیکرو T. baccata 4/33 ةگون کالوس
 بددود T. brevifolia ةسدداقه و بددرگ گوندد از یشددترب

کردندد  ( بیان2013و همکاران ) Ahadi (.11 )شکل

 یدددددر تول یشدددتریب يیتواندددا T. baccata ةگونددد

کده  دارد T. brevifolia ةنسبت به گون تاکسلیپاکل

 .مطابقت دارد پژوهش حاضر يجبا نتا

 ثانويده هایمتابولیت تولید سرعت اينکه بهباتوجه

 تددأثیر عوامددل مختلفددی قددرار دارد،تحت طبیعددت در

 شدددرايط در فناوریزيسدددت هدددایروش از اسدددتفاده

 در تولیدد تدا کندمی فراهم را موقعیتی ایشیشهدرون

 Shirazi) شود انجام کمتر زمان و شدهکنترل شرايط

et al., 2013)  هایسیسددتم توسددعة زمیندده، ايددن در 

 نظیریبی رصتف ایشیشهدرون تکثیر و کشت سريع

 در ثانويده متابولیدت مختلدف محصول  تولید برای

 زمدین زمدانی، محددوديت به نیاز بدون و آزمايشگاه

 اصدولً. اسدت کداریجنگل هایعرصه و کشتقابل

 اسدتخراج تاکسل،پاکلی به دستیابی روش ترينساده

 ,.Khosroushahi et al) اسدت گیداهی منابع از آن

2006). 

تاکسدل پاکلی اسدتخراج بدرای هچندسدال درختان

 بدودنکم و درختدان تعدداد محدودبودن مناسبند، اما

 اندددددک علت مقددددداربدددده روش ايددددن عملکددددرد

مندابع  ايدن ندابودی بده آنهدا در موجود تاکسلپاکلی

 ,.Khosroushahi et al)شددود منجددر می گیدداهی

و  بافدت و سدلول سدرخدار کشدت رو،اين  از(2006

 تددرينمهم تاکسددل آن ازیهای مولددد پاکلاندددوفیت

 آيدددبدده شددمار می تاکسددلتولیددد پاکلی هددایروش

(Abasi et al., 2011)جداسددددازی   زيددددرا 

 کشدت از مفیدد تاکسدوئیدهای ديگر و تاکسلپاکلی

 از آنهدا جداسدازی بده نسدبت سدرخدار گیداه سلولی

 میدزان و دارد نیاز کمتری مراحل به طبیعی هایبافت

 از حاصدددل هایلولسددد در کننددددهتداخل ترکیبدددا 

 Ketchum and)اسددت  کمتددر سددلولی کشددت

Croteau., 1998). 

 

  
 تاکسلپاکلی استاندارد تزريق از حاصل کروماتوگرام ،(راست) تاکسل استاندارد تزريق از حاصل کالیبراسیون منحنی -10 شکل

 (چپ)
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 .Tو  T. baccataهای و ساقة گونه T. brevifoliaهای برگ گونة کالوس نمونهتاکسل در لییزان پاکم یانگینم يسهمقا يجنتا -11شکل 

brevifolia  .دهنددرصد نشان می 5های مشابه، وجودنداشتن تفاو  معنادار بین سطوک تیماری را در سطح حرفدر سه تکرار. 

 

 بندیجنع

بددا  A. flavusتنهددا شددده، يافت اندددوفیت 9از 

و  یالیددددسدددلول ف یددددی،کن شددداخ هدددای ويژگی

 قددارچی هاینموندده يرسددا شددد و يیشناسددا یدديفورکن

 یکنیددديومحالددت پ يددا نداشددتند اسدددور شدددهمشاهده

در کدالوس سدرخدار کده  یتانددوف يدابیداشتند. رد

 در نقطدة عطفدی شدود،می گدزارش بارنخستین یبرا

 تولیددد در اندددوفیت و میزبددان جايگدداه بهتددر درک

 بددهباتوجه .اسددت تاکسددلپاکلی ارزشددمند متابولیددت

 تهیدة زيداد هزينة و تاکسلزياد پاکلی دارويی ارزش

 جديددد منددابع شناسددايی سددرطانی، بیمدداران آن بددرای

 .رسدمی به نظر ضروری

 

 سپاسگماری

از معاونددت محتددرم پژوهشدددی دانشددگاه علدددوم 

کدردن کشاورزی و منابع طبیعی گرگان بدرای فراهم

ر سداسددگزاری امکانددا  لزم بددرای پددژوهش حاضدد

 شود.می
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