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دهیچک
Betula pendulaگیاه توس ( Rothبات یباشد. از این ترکیمکینید بتولین و اسیفعال زیستی ازجمله بتوليدهای) سرشار از ترپنوئ

وم با رشد یله آگروباکتریوسد شده بهین تولیموئيهاشهی. رشودهاي وسیعی در تهیه داروهاي مهم میبالا استفادهیت سلولیل سمیدلبه
اه توس با استفاده ین در گیشه موئیرالقاءن پژوهش، یباشند. در اهاتیبولن متایشتر اید بیتوانند محل تولیمبالا،یکیو ثبات ژنتع یسر

ط ید شده در محین تولیموئيهاشهیرشد ریشد. منحنیوم بررسیمختلف آگروباکتريهاهیط کشت و سویمختلف، محيهازنمونهیاز ر
WPMوسیله ن در آنها بهیک و بتولینید بتولیروز و میزان اس20ع در مدت یماHPLCخته تنها با استفاده یتراريهاشهیشد. ریبررس
ح، در قطعات پوست ساقه و یست روز پس از تلقی، بLB9402زوژنزیوم رایاگروباکتروC58C1نسیوم تومفاسیاگروباکترهیاز سو
ي) رشد بالاترLB1(LB9402ه ین از سویک لای) و DوC58C1)Eه یاز سون ید شد. دو لایتولWPMط کشت ین در محیهمچن

گرم بر گرم وزن خشک در روز هشتم و یلیم47/0حدود هاشهین رین در ایزان بتولین میها نشان دادند. بالاترنیر لایسانسبت به
6/0ک ینید بتولیزان اسیآمد. حداکثر مدستبهستم کشت یدر روز بEن یلايهاشهیدرصد) در ر75(یدانیاکسیت آنتین فعالیشتریب
علت بهEن ین لایموئيهاشهیق نشان داد که رین تحقیج ایمشاهده شد. در مجموع، نتاLB1ن ین خشک در لازگرم بر گرم ویلیم

نده یدر مطالعات آییدارويهاتیر متابولیدها و سایترپنوئیمنظور بررستوانند بهیمها،نیر لایسابالاتر نسبت بهیعملکرد نسب
استفاده شوند.

ن.یشه موئیرتوس،،نیبتولک،ینید بتولیاسدان،یاکسی: آنتيدیکلهايواژه

مقدمه
شیمیاییترکیباتبرايارزشمنديمنبعینیموهايهریش
باشند. یمافزودنی غذاییوآرایشیدارویی،استفادهباگیاهی

تولیدیک متابولیتازبیشتوانندمیهمچنینهاریشهاین

تجاري اقتصاديتولیدنظرازکهاست شدهثابتوکنند
Hassanloo(هستند et al., درریشهکشتسیستم).2008
بهنیازودادهنشانکمتريرشدسرعتمعمولا گیاهان

Hassanloo(داردخارجییاهیگيهاهورمون et al.,
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أمنشدارویی باموادتولیدبرايجایگزین). روش2008
يهاگونهن است که توسطیشه موئیاستفاده از رریشه،

Guillen(شودیمد یتولگروباکتریوم امختلف  et al., 2006;

Valko et al., با ين باکتریايزايماریبيهاهیسو). 2004
-Tنام) خود، بهRiد (یاز پلاسمیانتقال قسمت DNAژنوم به

& Christey(شوندین مییشه مویجاد ریزبان، باعث ایاه میگ

Braun, ،فراوانانشعاباتبالا،رشدسرعت).2005
گیاهی، هايهورمونازعاريمحیطدرآساننگهداري
هاي ریشهکشتمزایايازبیوسنتزيوژنتیکیپایداري

,Hu & Du;(باشد ین مییمو 2006, 2006Kokate

(Stephanie et al., وسنتزبهن قادرییمويها. ریشه;2006
باشند کهیمارزشباثانويهايمتابولیتازياریبستجمع

علاوه شوند،میدیتولافتهیزیتماریشهدرطبیعیشرایطدر
ثیرأتتحترامتابولیکیمسیراستممکنتراریختین یبر ا

د یخته تولیتراريهاشهیجدیدي را در رترکیباتوقرار داده
شوندنمیسنتزیعیهاي طبریشهدرطبیعیطوربهکهکند

)Hassanloo et al., 2008(.
Betula pendula(ياتوس نقره Roth (از خانواده
Betulaceaeیسیبا نام انگلSilver Birchاهان یاز گیکی

ا و شمال یباشد که در اروپا، جنوب آسیبا ارزش مییدارو
Martin)قا پراکنش داردیآفر et al., یتوس درخت.(2008

تا 20افشان، باه، بادگردهیپاتکه،کننداست پهن برگ، خزان
شتر یا بیمتر و ینتسا80برابريقطرمتر ارتفاع و به25

ن درخت در یایستیرزیدد.شویر میو با بذر تکثرسدیم
,Zare(ر استیغمتسال 100تا 60ازاروپايهاجنگل

کتول در استان گلستان آبادیمرزکوه علاهیمنطقه س.)2002
خواص باشد. ین گونه میمحدود ايهاشگاهیاز رویکی
محققان جالب بوده يشه برایپوست توس همییایمیتوشیف

یدانیاکسیعلت خواص آنتپوست توس بهکه طوريبهاست. 
Hiltunen)باشد یار بالا شناخته شده میبس et al., 2006;

Burda & Oleszek, 2001; Kahkonen et al., 1999) .
د ین و اسیبتولهاي هایی به ناماین گیاه داراي ترکیب

دیترپنوئين دو تریا.باشدیک در پوست خود مینیبتول
علت دامنه وسیع بهه در پوست آن ژیوبهموجود در توس 

علمیجامعهتحقیقاتبرايداروییوبیولوژیکیهايفعالیت
Pisha)استبسیاريارزشداراي et al., ت یخاص. (1995

ن یاز مهمترییایو ضدباکتریروسی، ضد ويضد تومور
,Krasutskyباشند (ین میخواص بتول د ی). اس2006

د، ضد یآیدست مهن بیون بتولیداسیکه از اکسک ینیبتول
ییار بالایبسیت سلولیت سمیباشد و فعالیمHIVروسیو

نشان داده یسرطانيهامختلف سلوليهانیدر مقابل لا
,Cichewicz & Kouziاست ( و يزادآورنبود). 2004

ران باعث محدود شدن یتوس در ايهاشگاهیب رویتخر
گزارشن بر اساسیاست. همچنن گونه شده یشگاه ایرو

IUCN) ،2001وس در معرض خطر انقراض است. ) ت
ق برداشت درختان از ین دو ماده از طرین استخراج ایبنابرا

زیاداهمیتبهتوجهبارواز اینست.یر نیپذعت امکانیطب
،بودن آنانقراضحالدروبومیگیاهاینصنعتیودارویی

کشور،برايارزآوروارزشمندصادراتیمقولهیکعنوانبه
وژنتیکمهندسیبافت،کشتهايروشازاستفاده

اصلاحهدفبامویین،هايریشهءالقاازجملهبیوتکنولوژي،
ضروريآن،ثانویههايتولید متابولیتافزایشوگیاهاین
نه کشت بافت یدر زميمطالعات متعدد.رسدمینظربه

& Srivastavaاست (شدهانجاممختلف توس يهاگونه

Steinhauer, 1981; Srivastava et al., 1985; Simola,

1985; Fan et al., ,Mehri Rad؛;2013 تاکنون ) اما2014
د و ین توس و تولییشه موینه کشت ریدر زميامطالعه
ه آن انجام نشده است.یثانويهاتیمتابولیبررس

واگروباکتریوممیانکنشبرهمکه ماهیتییازآنجا
،استنشدهدركکاملطوربههنوزهاي گیاهیسلول

وباکتريسویهمطلوبیافتن ترکیبمنظوربهبنابراین 
بربایدباکتریاییهايسویهاي ازمجموعهگیاهی،ژنوتیپ

عواملژنوتیپ،برآزمون شود. علاوهنظرموردژنوتیپروي
نیزاهیگفیزیولوژیکیوضعیتونوعسن،ماننددیگري

حائزباکتريسویهوژنوتیپتعیین سازگاريدرتوانندمی
,Hu & Duباشند (اهمیت امکان ن پژوهشیا). در2006
يهاهیگیاه توس با استفاده از سون درییشه مویالقاء ر

اه و در سه یقطعات مختلف گيوم بر رویمتفاوت اگروباکتر
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زان یمدر نهایت قرار گرفت. یمورد بررسط کشت متنوعیمح
ن یلایدانیاکسیت آنتیک و فعالینیبتولدین و اسیبتول

در سرعت رشد بالاتريدست آمده، داران بهییمويهاشهیر
شد.یابیمتفاوت ارزيهازمان برداشت

هامواد و روش
یاهیه نمونه گیته

تا 7قطر اه توس، بهیقطعات برگ، ساقه و پوست ساقه گ
تا 2000یبهشت از دامنه ارتفاعیمتر در ماه اردیلیم10

آباد یمرزکوه علاهیدر منطقه سيمادريهاهیمتر از پا2500
شرق شهر گرگان در جنوبيلومتریک18کتول واقع در 

يسترون سازشیپيمارهایشد. تيآوراستان گلستان جمع
ع ین در ماکردور ، غوطهيصورت شستشو با آب جاربه

4با یضدعفونبعدقه و یدق3مدت ق شده بهیرقییشوظرف
قه انجام شد و یدق45مدت ل بهیکش بنومتر قارچیگرم در ل

شامل سه مرتبه شستشو با آب يسازسترونيمارهایت
7مدت درصد به1/0وه ید جین در کلرکردور مقطر، غوطه

ه یکليبا آب مقطر رودوبارهيقه و سه مرتبه شستشویدق
اعمال شد.ها نمونه

نییشه مویرءالقا
توس از قطعات برگ، درمویینهايریشهءالقامنظوربه

، ATCC15834 ،LB9402سویه 4ساقه و پوست ساقه و 
A4 وR100هیک سویو زوژنز یوم رایاگروباکتريباکتر

C58C1هايسویهاستفاده شد.نسیتومفاسم ویاگروباکتر
عیمحیط کشت ماوگرادسانتیدرجه27دمايدرباکتري

LBنیفامپیرکیوتیبیآنتتریگرم در لیلیم50يحاو
کشت داده یکیساعت در تار24مدت بهرانیمحصول ا

ازتریلیلیم1ح حدودیون تلقیه سوسپانسیتهيبراشدند. 
تازه عیماکشتطیتر محیلیلیم10بهباکتريشبانهکشت

LBچیآلدرگمایسنگون (یاستوسرکرومولاریم20يحاو(
کر انکوباتور با چرخش یساعت در ش4مدت اضافه شد و به

دو صورت انجام شد.بهءقه قرار گرفتند. القایدور در دق90

برگ، ساقه و پوست ازيمتریسانتک یقطعات - 1
10مدتبهاسکالپلتوسطیسطحخراشجادیاازپسساقه

يریاز آبگشدند و پسورغوطهحیتلقونیسوسپانسدرقهیدق
ط کشت قرار گرفتند. یمحيل رویاستریبا کاغذ صاف

قه با یدق5مدت بهيح باکتریسوسپانسون تلق-2
يبرايوژ شد و از پلت باکتریفیقه سانتریدور در دق1200

ن سوزن سرنگ کرداستفاده شد. پس از آلوده یسوزنء القا
خراش ،برگ، ساقه و پوستيهانمونهيرويباکتربه

ط کشت قرار گرفت.یمحيجاد شد و رویایسطح
يهاسویهاز برگ، ساقه و پوست آلوده نشده بهیقطعات

ها از لاینیکهرعنوان شاهد در نظر گرفته شد. فوق نیز به
B5)Gamborgکشتط یسه محبهتکرار، 10ش از یبا ب et

al., 1968 ،(WPM)McCown & Sellmer, NT) و 1982

)Nagata & Takebe,1971 ( و در شدندوارد بدون هورمون
. پس از گذشت دو روز، قطعات کشت شدندیکیط تاریشرا

گرم در یلیم200يجامد حاويهاط کشتیمحبهیاهیگ
حذف يبرارانیمحصول امیسفوتاکسکیوتیبیتر آنتیل

حذفمرتبه تاچندانتقال،منتقل شدند. عملیسطحيباکتر
با ظهور .تکرار شدیاهیقطعات گاطرافازباکتريکامل

ط کشت مناسب، بر یک محین و پس از انتخاب ییشه مویر
يهاطیمحیتمام، بهییزاشهیسه حداکثر درصد ریاساس مقا

پ یدرصد زغال فعال اضافه شد. فنوت3/0ب کشت منتخ
شد. قطر یداشتند، بررسيکه رشد بالاترییهانیرشد لا

د ین، اسیزان بتولین میهمچنشه، وزن تر و خشک و یر
شد.يریگدان اندازهیاکسیت آنتیک و فعالینیبتول

ايزنجیرهواکنشطریقازهاریشهمولکولیلیتحلوهیتجز
)PCR(پلیمراز

تر ریشه و گرم وزن5/0با استفاده از DNAاستخراج 
Doyleو Doyleروش به) چیگما آلدریس(CTABبافر 

تراریختـی تغییر انجام شد. سپس ماهیتیبا کم) 1990(
 ـن تولیمـوئ يهاریشه شـد.  تأییـد  PCRد شـده توسـط   ی

درRiپلاسـمید T-DNAقطعـه حضـور تأییـد منظـور به
، بـــــاrolCيآغازگرهـــــاازهـــــا،ریشـــــه



...تولید ماده مؤثره دارویی با القاء ریشه168

-’ATGGCTGAAGACGACCTGTGTT-3يهایتوال
ــت) و '5 ــازگر رفــــــــــــــ -3'(آغــــــــــــــ

TTAGCCGATTGCAAACTTGCAC'5 ــازگر (آغـــ
وم یوجـود اگروبـاکتر  عـدم نـان از یمنظور اطمبرگشت) و به

، بـا  virDيآغازگرهـا از هـا ریشـه بـر  یزوژنـز سـطح  یرا
ــوال ــایتــ -'و-ATCATTTGTAGCGACT-3'5يهــ

AGCTCAAACCTGCTTC-3'5 .ــد ــتفاده ش ــااس يدم
گـراد و  یدرجـه سـانت  RolC ،63يآغازگرهـا ياتصال برا

VirD ،48ـقطعـات حاصـل از تکث  .بودگرادیدرجه سانت  ر ی
 ـتفک100درصد با ولتاژ1ژل آگاروز يرومرها بر یپرا ک ی

 ـبـا ات يزیآمرنگشد،   ـوم برومایدی توسـط  و بعـد انجـام دی
شد.يبردارعکسداك دستگاه ژل

عیماط کشت یدر محشهیدوره رشد ریبررس
د ین تولییمويهاریشهتراریختیماهیتتأیید پس از 

کباریط کشت جامد هر چهار هفته یبازکشت در محشده، 
ت یزان رشد، فعالیمانجام شد.یکیط تاریدر شرا

با ییهاشهیک رینید بتولین و اسی، بتولیدانیاکسیآنت
شد. در یابیط کشت جامد ارزیسرعت رشد بالا در مح

ن با درصد رشد بالاتر نسبت ییشه موین ریسه لات، ینها
منتقل شدند و WPMع یط کشت مایمحها بهنیر لایسابه

. انجام شدط کشت هر سه هفته یبازکشت آنها در مح
یرشد طیها و رسم منحنشهین ریرشد ایمنظور بررسبه

طور جداگانه بههانیک از لایم گرم از هرینهفته،3دوره 
تر یلیلیم30يحاويهاارلنبا سه تکرار مستقل، به

، 12، 8، 4یط کشت منتقل شدند. سپس در بازه زمانیمح
ها در شهیروز پس از کشت برداشت شدند. ر20و16
و وزن خشک شدهگراد خشکیدرجه سانت50يدما

شد.يریگز اندازهیآنها ن

ک و سنجس آنها توسط ینید بتولین و اسیاستخراج بتول
HPLC

شدند. يریگعصاره% 95ن با اتانول ییمويهاشهیر
مانده متانول یباقعصاره خشک پس از حذف حلال، به

Zhao(اضافه شد et al., ن ویسنجش بتولي). برا2007
استفاده شد. دستگاه HPLCک از دستگاه ینیبتولد یاس

ژاپن و ستون مورد استفاده، - آلمانیتاچیمورد استفاده ه
C18)250 کرومتر منافذ ستونیم5بامتر)یلیم6/4در

م ینانومتر تنظ210يبوده است. طول موج دستگاه رو
قه در نظر یتر بر دقیلیلیک میان حلال یشد، سرعت جر

ک با یزوکراتیصورت اگرفته شد و از فاز متحرك به
استفاده شد. 86:14ت نسب، بهل و آبیرتیاستونيهاحلال

یمورد بررسيهاک در نمونهینیبتولد یاسن و یزان بتولیم
استفاده از دست آمده با هبیر منحنیبر اساس سطح ز

Zhao(دشاستاندارد آنها محاسبه یمنحن et al., 2007(.
مختلف دو يهااستاندارد غلظتیه منحنیتهيبرا

ه و یام تهیپید برحسب پیک اسینین و بتولیاستاندارد بتول
ق شد.یتزرHPLCبه دستگاه 

DPPHیابیارز

ه شد. سپس یدرصد ته1/0با غلظت یعصاره متانول
004/0یتر محلول متانولیلیلیک میتر عصاره با یلیلیک می

د. محلول کنترل شمخلوط چ) یگما آلدری(زDPPHدرصد 
تر متانول بود. یلیلیک میو DPPHتر یلیلیک میشامل 

ياتاق نگهداريو دمایکیقه در تاریدق30مدت ها بهنمونه
نانومتر 517در طول موج هاشدند، سپس جذب نمونه

ر یشد و با استفاده از فرمول زيریگکنترل اندازهنسبت به
ن شد.یی) هر عصاره تع%Iآزاد (يهاکالیدرصد مهار راد

I%= (Aکنترل- Aنمونه)/ A کنترل * 100

يآمارلیتحلوهیتجز
SPSSافزار ها با استفاده از نرموتحلیل آماري دادهتجزیه

آزمایش صورتها بهانجام شد. تجزیه واریانس داده16.0
فاکتوریل بر پایه طرح کاملا تصادفی در سه تکرار انجام شد. 

در سطح LSDآزمون ها با استفاده ازمقایسه میانگین داده
درصد انجام شد.5احتمال 



2169شماره،24جلدایرانجنگلیومرتعیگیاهاناصلاحوژنتیکتحقیقاتفصلنامهدو

جینتا
نییشه مویالقاء ر

ــا وجــود  ــف (ســوزنب و یاســتفاده از دو روش مختل
يهـا هیزوژنز سویوم رایح آگروباکتریتلقي) برايورغوطه

AR15834 ،A4 ،LB9402 ،R100ــاکترو وم یآگروبـــــ
)، تنهـا  Riدیپلاسـم ي(حـاو C58C1ه ینس سـو یتومفاس

اه توس را نشان یخته کردن گیترارییتوانایروش سوزنبه
ــه ــازداد. در روش غوطـ ــات گيورسـ ــقطعـ در یاهیـ

ط یمح ـ، پـس از انتقـال قطعـات بـه    يون باکتریسوسپانس
قطعات يهاشدن و مرگ سلولياجامد، قهوهيهاکشت

ن در یشه مـوئ ین القاء ریهمچنمورد استفاده مشاهده شد.
ط یاه؛ برگ، ساقه و پوسـت و سـه مح ـ  یقطعات مختلف گ

 ـNTو WPM ،B5کشت  و WPMط کشـت  یتنها در مح
ه یپوست ساقه، آلـوده شـده بـا دو سـو    قطعات مربوط به

C58C1 وLB9402.تعداد رشدمورفولوژيمشاهده شد
مـورد اتیخصوص ـبـر منطبـق هاشهین ریاازيمحدود

در زمان فراوانانشعاباتدیتولباعیرشد سرشاملانتظار،
بود.کم

هاریشهمولکولیلیوتحلهیتجز
وم بـه یآگروباکترT-DNAاثبات انتقال قطعه منظوربه

RolCيبـا آغازگرهـا  PCRن، آزمـون  یمـوئ يهاشهیر

 ـانجام شـد   ـنVirDيآغازگرهـا ن از یو همچن يز بـرا ی
وم یآگروبـاکتر ن بهیموئيهاشهینان از آلوده نبودن ریاطم

PCRج حاصل از الکتروفـورز محصـول   یاستفاده شد. نتا

مـورد نظـر   يهانیرا در لاT-DNAها، حضور ژن نمونه
، RolCيآغازگرهـا ير شده برایکرد. محصول تکثتأیید 

bp543 بود که حضور قطعهT-DNAيهـا شـه یرا در ر
ير شده با آغازگرهاین قطعه تکثیکرد. همچنتأیید ن یموئ

VirD،bp562    ) بود کـه در نمونـه شـاهد مثبـتDNA

ن یموئيهاشهی) مشاهد شد و عدم حضور آن در ريباکتر
).1(شکل بودياز باکتريها عارشهین ریکه اکردتأیید 

زوژنز (سمت راست). یوم رایاگروباکترشه بهیریعدم آلودگشه (سمت چپ) و یخته بودن ریتراریمنظور بررسبهPCRج ینتا-1شکل 
Riدیپلاسم:7ن و ییشه موی: ر6و 5، 4، 3، 2شه نرمال؛ ی: ر1

يهانیلايهاتیزان متابولیرشد و مپیفنوتنییتع
ط کشت جامدین در محییموشهیمختلف ر

ه یدو سود شده توسطیشه تولیريهانین لایاز ب
LB9402) و B, D, E, Fيهانی(لاC58C1يباکتر

ر یسانسبت بهين که رشد بالاتری) پنج لاLB1ن ی(لا
انتخاب ،داشتندWPMط کشت جامد یها در محنیلا

تحلیل واریانس ارائه شده در جدول وتجزیهج یشدند. نتا

شه، وزن تر و یدر قطر ردار از اختلاف معنیحکایت 1
ن یبیدانیاکسیت آنتیک و فعالینید بتولین، اسیخشک، بتول

ک ین در سطح احتمال ییشه مویمختلف ريهانیلا
ریشه خشکوزن تر وشه،یمبناي قطر ر. برداشتدرصد 

هايشهیرپ رشديیفنوتمختلف،يهانیلاتولیدي در 
قرار یمورد بررسمار باکتري،یتهرازحاصلنییمو

.گرفت
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يهااکسیدانی لاینخشک، بتولین، بتولینیک اسید و فعالیت آنتیووتحلیل واریانس وزن ترمیانگین مربعات حاصل از تجزیه-1جدول 
WPMرایزوژنز در محیط کشت جامد آگروباکتریوممختلفدو سویهازحاصلتوسمویینریشه

رییمنابع تغ
درجه 

يآزاد
دانیاکسینتآن یبتولک ینید بتولیاسوزن خشک وزن ترشهیقطر ر

433/0ین گروهیب **457493 **1865 **058/0 **14/0 **284 **

10011/0984096009یدرون گروه
ک درصدیدار با سطح احتمال یمعن: **

Eن یلاینگییموزان یم2ج جدول ینتابا توجه به

که قطر یصورتبه،شتر بودیها بنیر لایسانسبت به
کمتر از يداریصورت معنن بهین لایايهاشهیمتوسط ر

يوزن تر و خشک بالاترDوEن یها بود. لانیر لایسا
ن اختلاف در یداشتند که اLB1و B ،Fنیلانسبت به

که در طوردار بود. همانیسطح احتمال پنج درصد معن
) با F)mg/g32/0ن یشود، لایممشاهده 2جدول 

زان ین میها بالاترنیر لایسانسبت بهيداریاختلاف معن
Bن یک در لاینید بتولی. اسد کردیتولک را ینید بتولیاس

ن یبالاتراما د شد، یها تولنیه لاین در کلی. بتولنشدد یتول

ن یزان بتولی) و حداقل مD)mg/g47/0ن یزان آن در لایم
ت یمشاهده شد. حداکثر فعال)B)mg/g005/0ن یدر لا

درصد) 75(Fدرصد) و E)71ن یدر لایدانیاکسیآنت
زان آن با هم یدر ميداریمشاهده شد که تفاوت معن

يهاب در رتبهیترتبهBو LB1بعد Dنینداشتند. لا
از .قرار گرفتندیدانیاکسیت آنتیزان فعالیاز نظر ميبعد

نسبتيتریشار بیرشد بسEو LB1 ،Dن یآنجا که سه لا
ورود بهيبرارو، از ایننشان دادندBوFنیدو لابه

رشد انتخاب شدند. عیمامرحله کشت 

دو ازحاصلتوسنییموشهیرهاينیلایدانیاکسیت آنتیک و فعالینیبتولد یاسن، ی، بتولو خشکن وزن تریانگیسه میمقا-2جدول
WPMط کشت جامدیزوژنز در محیراومیاگروباکترمختلفهیسو

شهین ریلا
شه یقطر ر

)mm(
)mgوزن خشک ()mg(وزن تر

ک ینیبتولد یاس
)mg/g(

)mg/gن (یبتول
دان یاکسینتآ

(درصد)
LB197/1 ± 1/0 a1227 ±64 c94 ± 3 bc003/0 ± 0002/0 d12/0 ± 005/0 c59± 4d

B5/1 ± 06/0 c853 ±110 d60 ± 8 de-005/0 ± 0003/0 d57±5de

D6/1 ± 01/0 b1600 ±100 ab106 ± 12 ab21/0 ± 01/0 b47/0 ± 015/0 a68±3bc

E1/1 ± 15/0 d1700 ± 100 a117 ± 11 a17/0 ± 006/0 c16/0 ± 009/0 b71±2ab

F5/1 ± 06/0 c893 ± 114 e66 ± 11 d32/0 ± 025/0 a17/0 ± 01/0 b75± 2a
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مختلف يهانیلايهاتیزان متابولیرشد و مچرخهیبررس
عیط کشت ماین در محییموشهیر

بدون WPMط کشت یز در محین نییشه مویرع یکشت ما
ع سه یکشت مامربوط به2ر شکل یتصاو.دیگردآگار انجام

شه پس از سه یگرم ریلیم500ازاء بهEو LB1 ،Dن یلا
ه ظها ملاحباشد. همانطور که در شکلیشه میهفته رشد ر

زان رشد با هم یو ميها از نظر مورفولوژشهیشود ریم
تفاوت دارند. 

E (c)و LB1 (a) ،D (b)مختلف:يهانین حاصل از لاییشه مویع ریکشت ما-2شکل 

زان وزن ی)، م3انس (جدول یه واریج تجزیبر اساس نتا
ن یدان بیاکسیک و آنتینیبتولد یاسن، ید بتولیتر و خشک، تول

دريداریتفاوت معنمتفاوت در زمان برداشتيهانیلا
ن و یمتقابل لااثر ک درصد وجود داشت. یسطح احتمال 

درصد در سطح یکهم براي همه صفاتزمان برداشت 
مختلف تفاوت يهانیوزن خشک لابین البته دار شد. معنی

. مشاهده شدسطح احتمال پنج درصد دريداریمعن

ن توس یموئيهاشهیانس صفات مختلف در ریه واریتجزمیانگین مربعات حاصل از-3جدول 
عیمتفاوت برداشت در کشت مايهادر زمانLB1و E ،Dيهانیحاصل از لا

دانیاکسیآنتک ینیبتولد یاسنیبتولوزن خشکوزن تريدرجه آزادرییمنابع تغ
A(21793267(نیلا **345 *085/0 **1/0 **669 **

B(5965320(زمان برداشت **4635 **072/0 **05/0 **85 **

B*A10236820 **860 **02/0 **07/0 **40 **

3613183145003خطا
دار با سطح احتمال پنج درصدیمعن:ک درصد، *یدار با سطح احتمال یمعن:**

، بتولین، ریشهخشکونتایج مقایسه میانگین وزن تر
ارائه شده 3اکسیدانی در شکل آنتیبتولینیک اسید و فعالیت 

تا روز دوازدهم و در Eن ی. وزن تر و خشک در لااست
LB1ن یافت. لایش یسرعت افزاتا روز شانزدهم بهDن یلا

ومس تر و یزان بایحداکثر مبرداشت بهن روزیدر هشتم

ستم کاهش وزن ید که پس از آن تا روز بیخشک رس
Eن یلادر ن وزن تر و خشک یانگیمشاهده شد. ميکندبه

دیگر بود. حداکثر تولین دیبالاتر از دو لايداریطور معنبه
)، mg/g6/0در روز چهارم (LB1ن یک در لاینیبتولد یاس

) و در mg/g3/0(در روز شانزدهمEنیپس از آن لا
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د ین تولیرتشی) بود. بmg/g16/0در روز اول (Dن یت لاینها
E)mg/g47/0 ،(LB1ن یب در لایترتن بهیبتول

)mg/g23/0 و (D)mg/g12/0 در روز هشتم مشاهده (
ن یزان بتولیپس از آن کاهش ميهاد، که در زمان برداشتش

ستم یدر روز بEن یلایدانیاکسیآنتتیمشاهده شد. فعال

ز در روز ینDن یها بود. لانیر لایشتر از سایدرصد) ب75(
را نشان ییبالایدانیاکسیت آنتیدرصد) فعال73دوازدهم (

یدانیاکسیت آنتیدر مجموع فعالDو Eن یداد. دو لا
نشان دادند. LB1ن یلانسبت بهرا يبالاتر

LB1و E ،Dيهانین توس در لاییشه موین صفات مختلف در طول زمان در ریانگیسه مینمودار مقا-3شکل 

)eدان (یاکسیت آنتی) و فعالdن (ی)، بتولcک (ینیبتولد یاس)، b)، وزن خشک (aع: وزن تر (یماط کشتیدر شرا

بحث
مورفولوژياز نظرشدهتولیدمویینهايریشه

درزیادانشعابات فرعیسریع،رشدقبیلازخصوصیاتی

ازراحتیو بهدادندبروزخودازهورمونفاقدمحیط
کهج نشان دادینتابودند.تشخیصقابلمعمولیهايریشه

يح باکتریون تلقیط سوسپانسیقطعات نمونه در محیوقت
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که یدر صورت.شدندنکروزهاي وقهوهتدریجبهقرار گرفتند
شدنايرخ نداد. قهوهيادهین پدیچنیسوزنءدر القا

وبرشناحیهدرهاسلولبهدلیل آسیببهاحتمالاًهانمونه
انجام زخممحلازفنولیحد ترکیباتازبیششدنآزاد
WPMط کشت ین تنها در محییشه مویرءالقاالبته .شودمی

وم یاگروباکتره یز از سه سوینمحققانر شد.یپذامکان
ط یو چهار مح)ATCC15384وR1000, A4(زوژنزیرا

شه ید تاکسول در ریتوليبرا(SH, WPM, B5, MS)کشت
استفاده Taxus cuspidataتاکسوسین گونه درختییمو

WPMط کشت یو محATCC15384ه ی، که سوکردند

Kim(ن را داشتندییشه موید رین درصد تولیبالاتر et al.,

2009(.
مویینریشهءالقاکهدادپژوهش نشانایننتایج

و اگروباکتریومنژادوتهیه قطعات نمونهمنبعمانندیعواملبه
ن قطعات یش از بین آزمایدر ا.استوابستهط کشتیمح

يباکتريهاهیسوءنمونه برگ، ساقه و پوست تحت القا
ءالقايط کشت متفاوت تنها نمونه پوست برایمتفاوت و مح

ورشدیتوانایدلیلبهامراینکهبودن مناسبییریشه مو
نشانقبلیباشد. مطالعاتیمناحیهاینهايتقسیم سلول

استیعواملازیکیسلولیتقسیمورشددادند که توانایی
توسطآنهاتراریختیومیزبانهايسلولبهژنانتقالبهکه

هورموندیگرطرفکند. ازمیکمکباکتري اگروباکتریوم
تقسیمورشدتواندیپوست ميهابر سلولتأثیربااکسین

Rajasekaran(کندتحریکنواحیایندرسلولی را et al.,

اینسنتزمیزبان،ژنومبهT-DNAناحیه انتقالبا.)2000
ایندر.یابدمیافزایشمیزبانهايسلولدرهورمون
ءالقابهادرقLB9402و C58C1دو سویهتنهاپژوهش

نژاددهدمینشانکهبودندزنمونه پوست یردرریشه
.استریشهءالقادرمهمعواملازیکینیزاگروباکتریوم

توالیوریشهکنندهءالقاپلاسمیدT-DNAناحیهطول
متفاوتآگروباکتریوممختلفهايسویهدرآنهايژن

توالیواندازهفاکتوردوکهدهدمینشانمطالعات.باشدیم
هايژنبیانوالحاقدرپلاسمیدازاین ناحیهژنی

T-DNAمواردبرخیدرود نداراهمیتژنوم میزباندر

T-DNAنداردمیزبانژنومدررا الحاقتواناییناحیه
)Bandeali et al., 2013(.

که ی) زمان3شه (شکلیع ریج کشت ماینتابا توجه به
زان یبودند ميشه در حال رشد صعودیمختلف ريهانیلا

زان خود بود. با ثابت شدن یز در حداکثر مینمؤثرهماده 
داشت. یز ثابت و عموما روند نزولینثر ؤمزان ماده یم،رشد
ا ثابت شدن رشد یل کند شدن یاز دلایکیق ین تحقیدر ا

شه در یريکاهش کربن و مواد مغذتوان بهیها را مشهیر
ط یمانند محيعوامل متعددالبته ط کشت نسبت داد.یمح

... درواسیدیته ژن، ی، اکسط القاءیزنمونه، شرایکشت، نوع ر
کشت محیطاجزاي، عمدهثرندؤمه یثانوتید متابولیتول

ونیتراتفسفات،قندها،قبیلازگیاهیيهاسلول
تجمع ورشددرمهمیيهاشاخصرشد،يهاکنندهتنظیم

,باشند (میثانویهيهامتابولیت 2012Omidi & Farzin(.
ش تاکسول یط کشت باعث افزایماده در محشیاستفاده از پ

Fett-Netoسرخدار شده است (یکشت سلولدر  et al.,

در دسترس بودن که جه گرفت یتوان نتین میبنابرا.)1994
زان یش میافزال یاز دلایکیتواند یمشه یريبرايمغذمواد 

.باشدشه یک در رینیبتولد یاسن و یبتول
ژنتیکینظرازمویینهايریشهکهاست شدهمشخص

این،وجود باشد. بایمآسانآنهاو واکشتبودهپایدار
وباشندمییکیژنتیکنواختیریغهم دارايمویینهايریشه

هايریشهازهایینلایبهمنظور دستیابیبهکهرسدمینظربه
عملکهاستلازمباشندبالاییتولیددارايکهمویین

,Hu & Du)شودانجامبارچندانتخاب . با توجه به(2006
د ماده یاز نظر تولمورد مطالعهيهانیلا،دست آمدههبجینتا

ن یبالاترکه طوريبهز متفاوت بودند. یوماس نیو بمؤثره
ط کشت ی) در محD)mg/g47/0ن ین در لایزان بتولیم

حاصل عیماط کشت ی) در محE)mg/g47/0ن یجامد و لا
LB1)mg/gن یک در لاینیبتولدیاسزانی. حداکثر مشد

یدانیاکسیت آنتین فعالی، و بالاترعیما) در کشت 6/0
ن یو لاعیماط کشت یدر محEنیدر لا%75زان مشابه یمبه
Fن یدر امشاهده شد.ط کشت جامدیدر مح
يها) در کالوس2015و همکاران (Payamnoorنهیزم



...تولید ماده مؤثره دارویی با القاء ریشه174

در B. litwinowiiو B. pendulaپوست ساقه دو گونه 
mg/g2/0ن یزان بتولیمب یترتبهWPMط کشت یمح
mg/gوmg/g53/0ک ینیبتولد یاسزان یو مmg/g16/0و

زان یق میتحقاین ج ینتاکه با توجه بهکردنداعلام57/0
يگریق دیشتر بود. در تحقین بییشه مویدر ريدین تولیبتول

زان ی) انجام شد مJafari)2015وPayamnoorکه توسط
زنمونه برگ و ساقه یريهاکالوسک ینیبتولدیاسن ویبتول

زان یدند که کمتر از حداکثر مکررا گزارش B. pendulaگونه
ن یشه ایريهانید شده در لایک تولینیبتولد یاسن و یبتول
مؤثرهزان ماده یل بالاتر بودن میاز دلایکیباشد. یق میتحق

برخیباشد. دریافته بودن بافت آن میزیعلت تماشه بهیدر ر
به علت عدم یبیوتکنولوژي مانند کشت سلولهايروشاز

ابدییکاهش مهیثانوهايتولید متابولیتمقدارز بافتیتما
)Asghari, 2006.(

ن وزن تر یبالاترعیماط کشت یدر محEن یاز آنجا که لا
ها نیر لایسانسبت بهيداریبا اختلاف معنو خشک را
ن یلایدانیاکسیت آنتیفعالن و ید بتولیزان تولینشان داد و م

Eبا آیندهقات یدر تحق.شتر بودیها بنیر لایساز نسبت بهین
ن یايتوان بر رویه میثانويهاتیزان متابولیش میهدف افزا

وراکتور و یاستفاده از بالبته لازم را انجام داد. مطالعاتن یلا
ن ییشه مویريهاش متابولتیافزايمختلف برايهامحرك
شود.یشنهاد میز پینتوس 
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Abstract
Betula pendula Roth produces a range of biologically active terpenoids such as betulin and

betulinic acid. The compounds with cytotoxic effects which have been used for their medicinal
properties. Agrobacterium-infected hairy roots are characterized by high growth rate and genetic
stability that can be provided noticeable amounts of the biological material. In this study,
production of hairy roots by B. pendula was investigated on different explants, media and A.
rhizogenes strains. Growth rate of hairy roots were studied during 20 days and the terpenoids
content (betulin & betulinic acid) were assayed by HPLC. Hairy root cultures were established
20 days after infection by infecting bark segments of B. pendula by Agrobactrium strains of
C58C1 and LB9402 in WPM medium. Growth of hairy root by lines of C58C1 strain (D and E
lines) and one line from LB9402 strain (LB1) were significantly better than others. The most
betulin content was observed in the hairy roots, 8 days after culture, which was about 0.47 mg
g-1 dry waight (DW). Furthermore, the most amount of antioxidant activity (75%) was assessed
on E line roots, 20 days after cultures. Although the highest content of betulinic acid (0.6 mg g-1

DW ) was obtained by LB1 lines but betulin content and antioxidant activity were considerably
less than other hairy root lines. Results indicated that due to higher relative performance, E line
of hairy roots could be used for analysis of terpenoids and pharmaceutically important
metabolites in future studies.

Keywords: Antioxidant, Betula pendula, betulin, betulinic acid, hairy root.


