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چکیده
Corylus avellana(فندقدرهاتاکسانتولیدکشف L. (ومطالعهبرايرازیاديامیدهايوعلایقآنسلولیيهاکشتو

کردهایجادهاتاکسانسایروتاکسولتولیدبراي فناوريزیستراهکاریکعنوانبهفندقسلولیسوسپانسیونکشتکاربرد
رشدبر)BAPوKinباترکیبدرNAAوD-2,4مختلفسطوح(گیاهیرشديهاکنندهتنظیمتأثیرتحقیق،ایندراست.
لیتردرگرممیلی60و30کیتوسانمیکرومولار،150و100متیل جاسمونات (محركترکیبتأثیروفندقسلولیيهاکشت

بر)مولارمیلی2و1آلانینفنیلولیتردرگرممیلی20و10اسید(آمینوبنزوئیکمادهپیشودقیقه)2و1فراصوتامواجو
را فندقولسلرشدرشدي،کنندهتنظیمتیمارهايکه دادنشاننتایج.شدبررسیسلولیسوسپانسیونکشتدرتاکسولدیتول
لیتردرگرممیلییکحاويMSکشتمحیطدرهاسلولرشدداد.قرارتأثیرتحتيدارمعنیطوربهسوسپانسیونکشتدر

2,4-Dآمینوپورینبنزیللیتردرگرممیلی5/0و)BAP(تیمارهاسایربامقایسهدراسیدآسکوربیکلیتردرگرممیلی150و
تاکسولتولیدوکشتمحیطpHوECسلولی،مانیزندهورشدنظرازنیزمحركتیمارهايبینبود.بیشتريدارمعنیطوربه

کاهشموجبمحرك)،(بدونشاهدتیماربامقایسهدرمحركتیمارهاياعمالکلی،طوربهداشت.وجوديدارمعنیاختلاف
درگرممیلی27/15(تاکسولمقداربیشترینداد.افزایشيدارمعنیطوربهراتاکسولمیزانولیشدهسلولیرشدوتکثیر
78/132کهآمددستببذرریزنمونهدراسیدآمینوبنزوئیکلیتردرگرممیلی20وفراصوتامواجدقیقهدوتیماردرلیتر)
بود.شاهدتیماردرتاکسولمقدارازبیشتربرابر

.ثانویهمتابولیت،ايشیشهدرونکشت،هاتاکسانتاکسل،پاکلیفراصوت،امواجکلیدي:هايواژه

مقدمه
ايپیچیدهشیمیاییآلیموادگیاهیثانویهيهامتابولیت

ونموورشددروشدهتولیدگیاهدرکهباشندمی

Kumar(ندارندنقشیآن حیاتیهايفعالیت & Gupta,

تیقابلوهزینه،یاهیگهیثانوتابولیتمهريبرا.)2008
دیتوليتجارسطحبهدنیرسدرعواملمهمترینازدیتول
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کشتقیطرازهیثانويهامتابولیتدیتول.باشدمی
نیايبالاياقتصادارزشلیدلبهسلولیونیسوسپانس

گیردمیقراراستفادهموردگستردهصورتبههابیترک
)Sato et al., ثانویهيهامتابولیتازبرخی.)2001

ییبالاياقتصادارزشاز)Taxol(تاکسولازجمله
استترپنوئیديديآلکالوئیدیکتاکسولبرخوردارند.

تعلق)Taxan(تاکساننامبههاترپنديازگروهیبهکه
,Frense(استضدسرطانیخاصیتدارايوشتهدا

اسیمقدردهیچیپادهمنیاعیسروانبوهدیتول).2007
ایومشکلعمدتاًییایمیشيهاروشقیطرازادیز
Holton(باشدمیرممکنیغ et al., ترینساده.)1995

گیاهیمنابعازآناستخراجتاکسول،بهدستیابیروش
اینولیاستسرخدارسالهصدچنددرختانمثل

زیرا،گرددمیطبیعیمنابعایننابوديبهمنجراستخراج
ازدرختاینوبودهپایینبسیارتاکسولتولیدعملکرد

,Itokawa(استبرخوردارکنديبسیاررشد 2003.(
مختلفهايبخشدرکممقادیردرمتابولیتاینتولید
,Itokawa(فندقگیاه کشتوکالوسهمچنینو)2003

Bestoso(آنسلولی et al., Rezaei؛ 2006 et al.,

Rahpeyma؛ 2011 et al., .استشدهگزارش)2015
بهنسبتفندققیطرازهاتاکساندیتولیاصلتیاهم

درتريگستردهطوربهفندقکهاستنیاسرخدار
وکندمیرشدعتیطبدرترعیسراریبساست،دسترس

سرخدارازترآسانیشگاهیآزماطیشرادرآنکشت
خرديهادانهزاکالوسمیمستقدیتولن،ایبرعلاوه.است
حداقلهبرایآلودگاحتمالوکشتمانزفندق،شده
Bestoso(رساندمی et al., 2006.(

تولیدتقویتبرايتوانمیمختلفیراهکارهاياز
استفادهگیاهیسلوليهاکشتدرثانویهيهامتابولیت

محیطترکیبسازيبهینهبهتوانآنها میازجملهکهکرد 
ازپرعملکرديهاسلولگزینش،کشتشرایطوکشت

مادهپیشباهاسلولتغذیه،نظرموردثانویهمتابولیتنظر
محركازاستفادهباثانویهيهامتابولیتتولیدتحریکو

کرد.اشاره

متیل جاسمونات مانند آنمشتقاتواسیدجاسمونیک
دفاعیپاسخدرکههستندگیاهیرشديهاکنندهتنظیم

يهامتابولیتتولیدتحریکمانندشیمیاییوفیزیکی
Fritz(دارنددخالتگیاهدرثانویه et al., 2010(.

کهاستکیتینازشدهمشتقساکاریدپلییککیتوسان
هرکهباشدمیآمینگلوکزاستیل- انوآمینگلوکزشامل

هستند.کیتینوسلولزدهندهتشکیلهايقسمتجزودو
فعالیتکیتین،وکیتوسانالیگومرهايکهشدهگزارش

آمونیولیازتیروزینو)PAL(آمونیولیازآلانینفنیل
)TAL(دهدمیافزایشرا)Kim et al., امواج).2009

یکعنوانبهپایینانرژيبا)Ultrasound(فراصوت
ایمنانرژيمنبعوفیزیکیمحرکیغیرحرارتی،فناوري

يهاسلولرويمتعدديبیولوژیکیاثراتدارايکهاست
تحریکدردتوانمیکهشدهدادهنشانوبودهگیاهی

DiCosmo(کندایفانقشثانویهيهامتابولیتسنتز &

Misawa, 1985.(
ازگیاهیثانویهيهامتابولیتتولیدافزایشبرايتلاش

است.بودهمؤثرمواردازبسیاريدرمادهپیشکاربردطریق
وZamirو)1991(همکارانوLansingهمانند محققانی
هايآزمایشدر کهبودندکسانینخستین)1992(همکاران

تاکسلپاکلیازبالاییمیزانموالونات،باتغذیه
)Paclitaxel(کردندگزارشسرخدارسلولیکشتدررا.

سلولیتحریکازترکیبیاستفادهراهکاراینبرعلاوه
کهاستدیگريمؤثرراهکارمادهپیشباسلولیتغذیهو

بیشتريتأثیرتنهاییبهفوقيراهکارهاکاربردبهنسبت
هايرهیافتازتاکسوئیدتجمعتقویتبرايمعمولاًدارد.

طولانیهارهیافتاینازهدفکهشودمیاستفادهترکیبی
استقادرسلولیکشتکهاستزمانیدورهکردن

Rahpeyma(کندتولیدتاکسوئیديهايترکیب et al.,

تاکسولحضورکهشده انجامتحقیقاتبهتوجهبا).2015
درايمطالعهنبودهمچنینوکردهتأیید فندقگیاهدررا

ازحاصلسلولیيهاکشتدرمتابولیتاینمیزانمورد
تأثیریابیارزمنظوربهتحقیقاینفندقلو،منطقهدرختان
کشتدرفندقگیاهيهاسلولرشدبرمؤثرعوامل
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دیتولبرمادهپیشومحركموادتأثیروپانسیونسوس
است.شده انجامايشیشهدرونشرایطدرتاکسول

هاروشومواد
گیاهیمواد

وبهار)اواسط(درجوانهايبرگپژوهش،ایندر
فندقلوجنگلازتابستان)اواسط(درفندقتازهبذرهاي 
درآرپاتپهنامبهايتپهرويمستقرفندقلوجنگلی(رویشگاه

کیلومتري10واردبیلشهرستانکیلومتري25فاصله
روستاينبجحیرانگردنهسأالرخطدرنمینشهرجنوب
برايمنبعیعنوانبهوآوريجمع)استگرفتهقرارفندقلو

.شداستفادهریزنمونهتهیه

سلولیسوسپانسیونکشتاستقراروکالوسالقاء
مایعبادقیقهپنج)بذرو(برگگیاهیهاينمونه

،گردیدآبشوییدقیقه20مدتبهوشدهشستشوظرفشویی
هیپوکلریتبا%96الکلدرورسازيغوطهدقیقهیکازپس

ضدعفونیدقیقه20مدتبه%)5بذر:و%5/2(برگ:سدیم
يهابرگ.شدشستشوشدهاتوکلاوآببابار3وشده

دادهبرشمتريسانتی1تا5/0قطعاتبهشدهضدعفونی
عنوانبهوشدهتقسیمقسمتچهاربهنیزبذرها وشده

لیتردرگرممیلییکحاويMSمحیطرويریزنمونه
2,4-Dلیتردرگرممیلی5/0وBAPهاکشتشدند.کشت

درجه24±2دمايوتاریکیشرایطدررشداتاقکدر
شدند.نگهداريگرادسانتی

فندقسلولیسوسپانسیونکشتدرشدهاستفادهگیاهیرشديهاکنندهتنظیمترکیب -1جدول
شماره

کشتمحیط
2,4-D

)mg/L(
NAA

)mg/L(
Kin

)mg/L(
BAP

)mg/L(
اسیدآسکوربیک

)mg/L(
هیدرولایستکازئین

)g/L(
15/0--5/0150-
25/0--5/0--
31-5/0-1505/0
41-1-1505/0
51--5/0150-
61--5/0-5/0
71--5/01505/0
81--11505/0
92--5/01505/0
102--11505/0
114-5/0-1505/0
124-5/0---
134-5/0--5/0
144-5/0-1505/0
154-1-1505/0
164--5/01505/0
17-5/05/0---
18-15/0-1505/0
19-25/0-1505/0
20-21-1505/0
21-2-11505/0
22-45/0-1505/0
23-41-1505/0
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سازي محیط براي ایجاد کشت سوسپانسیون و بهینه
هاي کشت براي رشد سوسپانسیون سلولی فندق، کالوس

نرم و خوب رشد کرده از ریزنمونه برگ و بذر به محیط 
هاي رشد گیاهی کنندهمایع حاوي تنظیمMSکشت 

مختلف و همچنین آسکوربیک اسید و کازئین 
) منتقل و روي شیکر اوربیتال با 1هیدرولایست (جدول 

درجه 24±2دور در دقیقه در دماي 120دور 
گراد و در تاریکی نگهداري شدند. براي استقرار سانتی

. به این گام استفاده گردیدرشد سلولی از روش گام به
لیتر محیط کشت میلی15صورت که ابتدا توده کالوس به 

MSاي بعد در فواصل دو هفتهمایع انتقال داده شده و
لیتر محیط تازه به آنها اضافه شد. پس از استقرار میلی5

ها هر دو هفته یک بار سوسپانسیون سلولی، کشت
براي با محیط تازه زیرکشت شدند.1:1صورت به

هایی مانند تراکم ارزیابی تکثیر و رشد سلولی از شاخص
استفاده PCVو SCVمحیط کشت، pHو ECسلولی، 

شد.

محركتیمارهاي
يهاکشتدرسلولیتراکماینکهازپس

ازیکسانیحجمرسید،ثابتیمیزانبهسوسپانسیون
درگرممیلییکحاويMSکشتمحیطبههاسلول

وBAPلیتردرگرممیلیD،5/0-2,4لیتر
یکشد.منتقلاسیدآسکوربیکلیتردرگرممیلی150
مختلفیمارهايتی،هاسلولزیرکشتازپسهفته

متیل يهامحلولگردید.اعمال2جدولشرحبه
هايمادهپیشهمچنینوکیتوسان،جاسمونات

استفادهباتهیه،ازپسآلانینفنیلواسیدآمینوبنزوئیک
استفادهموردوشدهضدعفونیمیکرومتر22/0فیلتراز

تیمار،اعمالازپسروزچهار.گرفتندقرار
تراکم،مانیزندهيهاشاخصوانجامبردارينمونه

شدهخشکسلولوزنکشت،محیطECوpHسلول،
تاکسولمقدارو)شدهفریزدراي(سرماوخلأ در

شد.گیرياندازه

سلولحجمو)SCV(ساکنسلولحجمگیرياندازه
)PCV(شدهفشرده

کشتمحیطازلیترمیلیSCV،10گیرياندازهبراي
مدتبهشدهبنديدرجهفالکوندرهاسلولحاوي

حجم،هاسلولرسوبازپسوشدهنگهداريدقیقه30
برايگردید.بیاندرصدصورتبهویادداشتسلول
حاويکشتمحیطازلیترمیلیPCV،10گیرياندازه
بادقیقه5مدتبهبنديدرجهفالکوندرهاسلول
ویادداشتسلولحجم.شدسانتریفوژدور3000

شد.بیاندرصدصورتبه

سلولشمارش
کشتلیترمیلییکدرسلولتعدادشمارشبراي

سلولیسوسپانسیونازلیترمیلییکسوسپانسیون،
آنبه)CrO3(اکسیدکرومتريلیترمیلیدووشدبرداشته

حمامدردقیقه15مدتبهحاصلمحلولگردید.اضافه
مدتبهبعد ونگهداريگرادسانتیدرجه70دمايباآبی
روينظرموردمحلولازمقداريشد.ورتکسدقیقه15
ازاستفادهباهاسلولتعدادومنتقلهموسیتومترلام

گردید.شمارشنوريمیکروسکوپ

مانی سلولزنده
بلو آمیزي تریپانهاي زنده از رنگبراي تعیین سلول

% در بافر فسفات 4بلوي استفاده شد. ابتدا محلول تریپان
، NaH2Po4مولار میلیNa2HPo4 ،28مولار میلی72(
4/7pH= 22/0) تهیه شده و با استفاده از فیلتر سرنگی

میکرولیتر از 50میکرومتر فیلتر گردید. سپس 
میکرولیتر از محلول 100سوسپانسیون سلولی با 

دقیقه در دماي اتاق 5مدت % مخلوط و به4بلو تریپان
میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی 10نگهداري شد. سپس 

فوق روي صفحه مشبک لام هموسیتومتر قرار داده شد. 
هاي آبی (مرده) و روشن (زنده) براي محاسبه سلول
روسکوپ نوري مورد شمارش قرار مانی سلول با میکزنده

گرفت.
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فندقسلولیسوسپانسیونکشتدرتاکسولتولیدتحریکبرايشدهاستفادهمحركتیمارهاي-2جدول

شماره
تیمار

تیماريترکیب
فراصوتامواج

(دقیقه)
متیل جاسمونات 

(میکرومولار)
کیتوسان

لیتر)درگرممیلی(
آلانینفنیل

)مولارمیلی(
اسیدآمینوبنزوئیک

لیتر)درگرممیلی(
11--1-
21--2-
31---10
41---20
52--1-
62--2-
72---10
82---20
9-100-1-
10-100-2-
11-100--10
12-100--20
13-150-1-
14-150-2-
15-150--10
16-150--20
17--301-
18--302-
19--30-10
20--30-20
21--601-
22--602-
23--60-10
24--60-20
25-----

HPLCتوسطآنگیرياندازهوتاکسولاستخراج

سلولیهايتوده،تاکسولمیزانبررسیمنظوربه
ازپسروزچهارسلولیسوسپانسیونکشتازحاصل
شد.خشکفریزدرایرازاستفادهبامحركتیماراعمال

همکارانوKhosroshahiروشمطابقگیريعصاره
متانوللیترمیلی10کهصورتاینبهشد.انجام)2006(

مدتبهوشداضافهشدهوزنسلولگرم2/0به
شد.لیزکاملطوربهفراصوتامواجتحتدقیقه40

آوندروهشددادهعبورمیکرولیتر22/0فیلترازسپس
عصارهد.گردیتغلیظگرادسانتیدرجه45دمايدر

وگردیدحلشدهفیلترمتانوللیترمیلیدودرشدهتغلیظ
وHPLCدستگاهاز تاکسولمیزانگیرياندازهبراي

4.6ستون × 150 mm XDB-C18فازشد.استفاده
به60نسبتبهآببهاستونیتریلترکیبشاملمتحرك

ازدقیقهدرلیترمیلییکجریانشدتباکهبود40
اشعهتحتنمونه،هرتاکسولمیزان.کردمیعبورستون
UVاستانداردکمکبهونانومتر227موجطولبا

تاکسولمیزانشد.گیرياندازه)Sigmaشرکت(تاکسول
نانومتر227موجطولدرUVجذبپیکبراساس
شد.مشخص
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آماريتحلیلوتجزیهوآزمایشیطرح
انجامتکرارسهباتصادفیکاملاًطرحپایهبرهاآزمایش

افزارمنرباهادادهتحلیلوتجزیهوآماريتمحاسباشد.
SPSS دردانکنآزمونازاستفادهبامیانگینمقایسهو16

افزارنرمتوسطنیزنمودارها.گردیدانجام%5احتمالسطح
Microsoft Office Excel .شدرسم2010

نتایج
فندقيهاسلولرشدبرگیاهیرشديهاکنندهتنظیمتأثیر

سوسپانسیونکشتدر
شکلدرفندقسلولیسوسپانسیونيهاکشتازاينمونه

شدهآورده2شکلدرهاسلولمورفولوژيوتقسیمو1
تیمارهايبین،واریانستجزیهنتایجبراساساست.
SCVيهاشاخصنظرازشدهاعمالگیاهیرشدکنندهتنظیم

.شدمشاهدهيدارمعنیاختلاف%1احتمالسطحدرPCVو

و%44/11میانگینباترتیببهPCVوSCVبیشترین
لیتردرگرممیلییکحاويMSکشتمحیطدر94/10%

2,4-Dلیتردرگرممیلی5/0وBAPگرممیلی150علاوهبه
مقدارکمترین).3(شکلآمددستباسیدآسکوربیکلیتردر

SCVوPCVدر%9/1و%416/2میانگینباترتیببهنیز
یکوNAAلیتردرگرممیلیچهارحاويMSکشتمحیط
لیتردرگرممیلی150اضافهبهKinلیتردرگرممیلی

هیدرولایستکازئینلیتردرگرممیلی50واسیدآسکوربیک
).3(شکلشدمشاهده

کشتمحیطدرفندقيهاسلولرشدمنحنی4شکل
لیتردرگرم میلی5/0وD-2,4لیتردرگرم میلییکحاوي
BAPرااسیدبیکرآسکولیتردرگرم میلی150اضافهبه
،لیترمیلیدرسلولتعدادزمانگذشتبادهد.مینشان
یافت.افزایشPCVوSCVمقدار

، مایعکشتمحیطبهشدهمنتقلکالوسقطعاتالف):فندقسوسپانسیونکشت-1شکل
ثانویههايترکیبترشحوتولیداحتمالاًوسلولیتراکمافزایشاثرردکشتمحیطرنگتغییرج)وب

؛تقسیمحالدريهاسلول)بوالف:فندقسلولیسوسپانسیونکشتدرسلولیتقسیمازحاصليهاسلول-2شکل
).استمیکرومتر50دهندهنشانمعیارخط(زمانگذشتباسلولیيهاکشتدرسلولیتراکمافزایش)وه،،دج،

جبالف
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Corylusسوسپانسیونکشتدرسلولحجممیانگین-3شکل avellana؛گیاهیرشديهاکنندهتنظیممختلفسطوحتأثیرتحت
AC:اسیدآسکوربیک)mg/L؛(C:هیدرولایستکازئین)g/L(

وD-2,4لیتردرگرممیلییکحاويMSکشتمحیطدرفندقسوسپانسیونکشترشدمنحنی-4شکل
اسیدآسکوربیکلیتردرگرممیلی150وBAPلیتردرگرممیلی5/0

کشترشدبرمادهپیشومحركتیمارهايتأثیر
فندقسوسپانسیون

بذرریزنمونهازحاصلسلولیسوسپانسیونکشت
تیمارهـاي بـین کهدادنشانهادادهواریانستجزیه

،مانیزندهدرصدکشت،محیطpHوECنظرازمحرك
SCV،PCVــزدرايســلولوزنو اخــتلافشــده،فری
مقایسـه .شـت داوجـود %1احتمالسطحدريدارمعنی

تیمـار اثـر درکـه دادنشان)5(شکلتیمارهامیانگین
طـور  سـلولی بـه  تکثیـر مـاده پیشومحركباهاسلول
داري نسبت به شاهد (بدون محرك) کـاهش یافتـه   معنی

تکثیـر سـلولی در تیمارهـاي    است. با این حال، کاهش 
کـه بیشـترین وزن سـلول    طوريمختلف متفاوت بود. به

و 12، 10ترتیب فریزدراي شده نسبت به تیمار شاهد به
ها نیـز در اثـر   مانی سلول. زندهداشتدرصد کاهش 13

طـور  ماده بهها و پیشهاي سلولی با محركتیمار کشت
درصـد  کـه بیشـترین  طوريداري کاهش یافت. بهمعنی
% در تیمار شاهد مشاهده شد که 95مانی با میانگین زنده

داري بیشتر از بقیه تیمارها بود. پـس از آن  طور معنیبه
%9/87و %89مانی سـلولی بـا میـانگین    بیشترین زنده

گـرم در لیتـر کیتوسـان    میلی30ترتیب در تیمارهاي به
در لیتر گرم میلی30آلانین و مولار فنیلدو میلیهمراهبه

آلانین مشاهده شد. مولار فنیلیک میلیهمراهبهکیتوسان 
ــده ــرین درصــد زن ــانگین کمت ــا می ــانی ب در %6و %5م

همـراه بـه متیل جاسمونات میکرومولار 150تیمارهاي 
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میکرومولار 150گرم در لیتر بنزوئیک اسید و میلی10
آلانـین  مـولار فنیـل  دو میلـی همـراه بهمتیل جاسمونات 

).6آمد (شکل بدست

فندقبذرریزنمونهسوسپانسیونکشتدرمحركتیمارهايازحاصلشدهفریزدرايسلولوزنمیانگین-5شکل
US؛فراصوت:(امواج(دقیقهphe)؛مولارمیلی:آلانینفنیل(PABAآمینوبنزوئیک):؛درگرممیلیاسید(لیترMJ) میکرومولار)؛:جاسموناتمتیل

chitosan:لیتر)درگرممیلی(کیتوسان

ترتیببهPCVوSCVبیشترینمحركتیمارهايدر
لیتردرگرممیلی30تیماردر%8/9و%3/10میانگینبا

شـد. مشاهدهآلانینفنیلمولارمیلیدوهمراهبهکیتوسان
ــرین ــاSCVکمت ــاردر%6/6ب ــولار150تیم میکروم

بنزوئیـک لیتـر درگرممیلی20همراهبهمتیل جاسمونات 
شاهدتیمارازکمتريدارمعنیطوربهکهآمددستباسید
).3جدولو7(شکلبودتیمارهاسایرازتربیشولی

مقـدار بیشـترین )3(جـدول میانگینمقایسهبراساس
ECدرترتیـب بهزیمنسمیلی64/4و87/4میانگینبا

مولارمیلیدوهمراهبهفراصوتامواجدقیقهدومارهايتی
ــل ــینفنی ــهدووآلان ــواجدقیق ــوتام ــهفراص ــراهب هم

کمتـرین شد.مشاهدهاسیدبنزوئیکلیتردرگرممیلی10
ــانگینبـــانیـــزECمقـــدار 09/4و84/3،08/4میـ

متیلمیکرومولار150تیمارهايدرترتیببهزیمنسمیلی
ــ ــهموناتجاس ــراهب ــیدوهم ــولارمیل ــلم ــینفنی ،آلان
گـرم میلی20همراهبهمتیل جاسمونات میکرومولار100

لیتـر درگـرم میلـی 60تیمـار واسـید بنزوئیـک لیتردر
اسـید بنزوئیـک لیتـر درگـرم میلی20همراهبهکیتوسان
بیشـترین دارايکیتوسـان دارايتیمارهـاي شد.مشاهده
درpHمقـادیر بیشـترین کـه يطوربه،بودندpHمقادیر

ــردرگــرممیلــی30تیمارهــاي ــهکیتوســانلیت همــراهب
لیتردرگرممیلی60اسید،بنزوئیکلیتردرگرممیلی10

گـرم میلی30،آلانینفنیلمولارمیلیدوهمراهبهکیتوسان
بنزوئیـک لیتـر درگرممیلی20همراهبهکیتوسانلیتردر

یـک همـراه بـه کیتوسـان لیتـر درگـرم میلـی 30واسید
).3(جدولشدمشاهدهآلانینفنیلمولارمیلی
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فندقبذرسوسپانسیونکشتدرمختلفتیماريهايترکیبدرPCVوکشتمحیطpHوECمیانگین-3جدول
تیماريترکیب

ECpHPCV (%)
USMJChitosanphePABA

1--1-cde225/4defgh34/6cdefghi7/7
1--2-cde22/4efgh3/6bcdefgh1/8
1---10bcde35/4efgh29/6defghi5/7
1---20cde2/4fghi23/6defghi3/7
2--1-bcd46/4cdefgh4/6efghi9/6
2--2-a875/4cdefgh39/6defghi2/7
2---10ab64/4ghi17/6efghi9/6
2---20bcde3/4hi05/6efghi8/6
-100-1-bc495/4abcde76/6k7/6
-100-2-bcde305/4abcd82/6jk8/6
-100--10cdef17/4abc85/6fghij6/6
-100--20ef08/4abcd8/6fghij1/7
-150-1-cdef155/4abcdef71/6hijk4/6
-150-2-f84/3abcdefg6/6ghijk5/6
-150--10bcde385/4j42/6hijk3/6
-150--20def10/4bcdefgh45/6ijk1/6
--301-bcde315/4ab9/6abc6/9
--302-cde275/4abc88/6ab8/9
--30-10bcde35/4ab94/6abc5/9
--30-20bcde36/4a96/6abcd9
--601-cdef15/4abcdef95/6bcde7/8
--602-cde2/4ab91/6abcd9/8
--60-10bcde37/4abcd8/6bcdef5/8
--60-20ef09/4ab89/6bcdefg4/8
-----bcde43/4i81/5a6/10

US (امواج فراصوت: دقیقه)؛phe؛ آلانین: میلی(فنیل(مولارPABAآمینوبنزوئیک)؛ اسید: میلی(گرم در لیترMJ)میکرومولار)؛ متیل جاسمونات :
Chitosanگرم در لیتر)(کیتوسان: میلی
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فندقبذرریزنمونهسوسپانسیونکشتدرمحركتیمارهايازحاصليهاسلولمانیزندهدرصدمیانگین-6شکل
US؛فراصوت:(امواج(دقیقهphe)؛مولارمیلی:آلانینفنیل(PABAآمینوبنزوئیک):؛درگرممیلیاسید(لیترMJ)میکرومولار)؛:متیل جاسمونات

chitosan:لیتر)درگرممیلی(کیتوسان

فندقبذرریزنمونهسوسپانسیونکشتدرمحركتیمارهايازحاصليهاسلولحجممیانگین-7شکل
US؛فراصوت:(امواج(دقیقهphe)؛مولارمیلی:آلانینفنیل(PABAآمینوبنزوئیک):؛درگرممیلیاسید(لیترMJ)میکرومولار)؛:متیل جاسمونات

Chitosan:لیتر)درگرممیلی(کیتوسان

برگریزنمونهازحاصلسلولیسوسپانسیونکشت
وسلولیسوسپانسیونکشتاستقرارازپس
مادهپیشوهامحركتیمارتأثیرسلولی،تراکمسازيیکسان
نتایجگرفت.قراربررسیموردهاسلولرشدبرتاکسول
محركتیمارهايبینکهدادشاننواریانستجزیهازحاصل

اختلاف%1احتمالسطحدرصفاتبقیهدرECازغیربه
.شتداوجوددارمعنی

بیشترینبذر،ریزنمونهازحاصلسلولیکشتهمانند
ومانیزندهدرصدبیشترینوشدهفریزدرايسلولوزن

شاهدتیماردرPCVوSCVمقداربیشترینهمچنین

درصدکمترینوسلولیتکثیرمهاربیشترینشد.مشاهده
درشدهفریزدرايسلولوزنکمتریننتیجهدرومانیزنده
یکهمراهبهجاسموناتمتیلمیکرومولار100تیمار
کمتريدارمعنیطوربهکهشدمشاهدهآلانینفنیلمولارمیلی

وSCVمقدارکمتریننیزوبودتیمارهاسایرسلولیوزناز
PCVمهارکمترینبعکس.شدمشاهدهتیمارایندرهم
مقداربیشترینومانیزندهدرصدبیشترینوسلولیتکثیر
SCVوPCVیکوکیتوسانلیتردرگرممیلی30تیماردر
مقداربیشترین).8(شکلشدمشاهدهآلانینفنیلمولارمیلی
pHلیتردرگرممیلی30تیماردر6/6و7/6میانگینبا
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100تیماردروآلانینفنیلمولارمیلییکوکیتوسان
مولارمیلییکهمراهبهمتیل جاسمونات لارمیکرومو

مشاهدهشاهددر9/5میانگینبامقدارکمترینوآلانینفنیل
).4(جدولشد

برگسوسپانسیونیکشتازحاصلسلولیيهاکشتمانیزندهدرصدب)وشدهفریزدرايسلولوزنالف):میانگین-8شکل
هامحركباتیمارازپس

فندقبرگریزنمونهسوسپانسیونیکشتازحاصلشدهتیماريهاسلولدرکشتمحیطpHوPCV،SCVمیانگین-4جدول
تیماريترکیب

pHSCVPCV
USMJChitosanphe

1--1b22/6b8b5/7
-100-1a6/6c7c5/6
--301a7/6a5/9a9
----c9/5a8/9a9

تاکسولگیرياندازه
موردتیمارهايبینکهدادنشانواریانستجزیهنتایج

وجوديدارمعنیاختلافتاکسولمیزاننظرازبررسی
تولیدافزایششاهدبهنسبتتیمارشدهيهاکشتوشتدا

دادند.نشانتاکسول
برابر لیتردرگرممیلی27/15(تاکسولمقداربیشترین

وخلأ درشدهخشکسلولوزنگرمبرمیکروگرم7/152
درگرممیلی20وفراصوتامواجدقیقهدوتیماردر)سرما
ازبیشتربرابر78/132کهآمددستباسیدبنزوئیکلیتر

تاکسولمقدارکمترین.بودبذرشاهدتیماردرتاکسولمقدار
شدمشاهدهبذرشاهدتیماردرلیتر)درگرممیلی115/0(

).5(جدول

بحث
فندقيهاسلولرشدبرگیاهیرشديهاکنندهتأثیر تنظیم

سوسپانسیونکشتدر
PCVو SCVهـاي  در مطالعات متعددي از شـاخص 

,Streetها استفاده شده (براي ارزیابی تکثیر و رشد سلول

هـا و  داري بین این شـاخص مثبت و معنی) و رابطه 1977
تراکم سلولی در کشـت سوسپانسـیون سـلولی خشـخاش     

ــی ( ) گــزارش شــده اســت Papaver bracteatumایران
)Farjaminezhad et al., هـاي رشـد   کنندهتنظیم).2013

هاي گیاهی از عوامل اصلی در تقسیم و رشد و نمو سلول
گیاهی هستند. 
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مختلفهورمونیهايترکیبوهاریزنمونهدرآمدهدستبتاکسولمیانگین-5جدول
µg/g(ویژهعملکرد)mg/L(تاکسولتیمارنوعتیمارشماره freez dried cell(
11US+10 PABAc624/024/6
21US+20 PABAab99/89/89
32US+1phebc06/26/20
42US+2phec15/15/11
52US+10 PABAbc31/31/33
62US+20 PABAa27/157/152
7100MJ+1phec613/013/6
8100MJ+1pheبرگbc069/669/60
9100MJ+2phebc958/458/49
10100MJ+10 PABAc231/131/12
11150MJ+20 PABAc193/093/1
1230Chitosan+1phec52/02/5
1330Chitosan+2phec134/134/11
1430Chitosan+10 PABAc806/006/8
1560Chitosan+2phec158/058/1
c115/015/1بذرشاهد16
bc709/309/37برگشاهد17

US (امواج فراصوت: دقیقه)؛phe؛ آلانین: میلی(فنیل(مولارPABAآمینوبنزوئیک اسید: میلی) ؛(گرم در لیترMJ)میکرومولار)؛ متیل جاسمونات :
Chitosanگرم در لیتر)(کیتوسان: میلی

درگرم میلییکحاويMSکشتمحیطتحقیق،این در
گرم میلی150وBAPلیتردرگرم میلی5/0وD-2,4لیتر
برايرابهتريرشديشرایطاسیدآسکوربیکلیتردر

همکارانوRezaeiنتایجباکهکرد مهیافندقيهاسلول
کردن اضافهتحقیقاین درولیداشت،مطابقت)2011(

تکثیرتقویتباعثکشتمحیطترکیببهاسیدآسکوربیک
یکحاويکشتمحیطدرکهيطوربه.ها شدسلول
BAPلیتردرگرم میلی5/0وD-2,4لیتردرگرم میلی

واستقرارنیزهیدرولایستکازئینلیتردرگرم5/0اضافهبه
ازبعدروز9تاهاسلولرشدبود.کندبسیارها سلولتکثیر
افزایشسلولیتراکمآنازبعدولیبودناچیزوندکُکشت

.رسیدخودمقدارحداکثربهکشتازپسروز24ویافته
سلولیتراکموشدهمتوقفسلولرشدمدتاینازپس

ازبعدسلولرشدتوقفالبته است.ماندهثابتکشتمحیط
يهاکنندهتنظیموعناصرتخلیهدلیلبهاستممکنمدتاین

فنلیموادتراکمافزایشیاوکشتمحیطدرموجودرشد
Pinusرويايمطالعهدرباشد.کشتمحیطدر taeda L.

کشتزیربدونبیستمروزتاSCVمقدارکهشدهگزارش
رشدتوقفدلیلبهکهماندباقیثابتبعد ویافتهافزایش

Silveira(بودهاسلول et al., کشتدر).2004
افزایشPCVمقدارزمانمروربهنیزموزسوسپانسیون

Khalil(یافت & Elbanna, نتیجهدرپاسخاین).2003
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است.کشتمحیطردسایتوکنینواکسینحضور
ودارندتأثیرسلولیچرخهرويمستقیمطوربههاسایتوکنین

عملکردوتشکیلدردرگیرهايپروتئینسنتزتنظیمدر
افزایشطریقازنیزاکسین.کنندمیدخالتدوكهايرشته

رونویسیتحریکوسلولیدیوارهپذیريانبساط
mRNAرشدبادرگیرهايپروتئینکنندهرمزویژههاي

Richard(کندمیفعالیتسلولیچرخهدرسلول et al.,

Cperusسوسپانسیونکشتدر.)2002 aromaticusبا
ازپسهفته3تاسلولرشدNAAمختلفسطوحاعمال
با.یافتکاهششدت هبآنازپسوافزایشتیماراعمال
ویافتافزایشسومهفتهتاسلولشدرنیزD-2,4اعمال

کاهشاینکهدادنشانکاهشسلولرشدسومهفتهازپس
Daud(بودکمبسیارNAAهورمونبامقایسهدر &

Keng, 2006(.Falcoهمکارانو)بررسیبانیز)1996
،PCVمقدارکهندکردگزارشنیشکرسوسپانسیونکشت
آنازپسوافزایش24-32روزتاسلولخشکوتروزن

بعد وافزایشدوازدهمروزتاسلولتعدادولییافتکاهش
داد.نشانکاهش

کشترشدبرمادهپیشومحركتیمارهايتأثیر
فندقسوسپانسیون

کاهشدرراتأثیربیشترینمتیل جاسمونات کلی،طوربه
متیل غلظتافزایشبا. استتهداشهاسلولمانیزندهووزن

معرضدرقرارگیريزمانهمچنینوکیتوسانوجاسمونات 
شد.مشاهدهمانیزندهووزنکاهشفراصوتامواج

کاهشسلولیوزناسیدبنزوئیکغلظتافزایشباهمچنین
سلولیرشدآلانینفنیلغلظتافزایشباکهدرحالی،یافت

وBemani).5(شکلکردپیداافزایشسلولیوزنو
بنزوئیکغلظتافزایشباکردندبیاننیز)2012(همکاران

آنها کمترینویافتکاهشهاسلولخشکوتروزناسید
عبارتبهبود.اسیدبنزوئیکمولارمیلییکغلظتدر

ایجادباجاسموناتمتیلمیکرومولار150تیمار،دیگر
تکثیر،هاسلولرفتنبینازنتیجهدروهاسلولبرايیتسم
بیشترتیمارهاسایربامقایسهدرراهاسلولآینده رشدو

کیتوسانلیتردرگرممیلی30تیمارکه،حالیدر.کردمهار
تکثیرنتیجهدر،داشتهفندقيهاسلولبرايراینیپایتسم
دادقرارتأثیرتحتکمتررافندقيهاسلولرشدو

).6و5(شکل
کاهشورشدمهاراثرنیزدیگريهايگزارشدر

بیانگیاهانسلولیرشدبرجاسموناتمتیلتوسطمانیزنده
Miyamoto(استشده et al., درجاسموناتمتیل.)1997

ومیتوزتقسیمسلولی،رشدمیکرومولار100غلظت
تأثیرتحتراتوتونگیاهکالوسدرDNAهمانندسازي

Swiatek(استدادهقرار et al., متیل جاسمونات ).2004
پاسختحریکدررسانپیامهايترکیبعنوانبهدتوانمی

عملمکانیکیوبیوشیمیاییيهامحركبهگیاهیهايبافت
گیاهیيهاسلولوهابافتدرمعمولاًجاسموناتمتیلکند.
Creelman(مکانیکی)(تنشزخمایجادازبعد et al.,

قارچیيهامحركمعرضدرگرفتنقرارو)1992
Mueller(بیوشیمیایی)يهامحرك( et al., تجمع)1993

يهاکشتدرفراصوتامواجکاربرد.کندمیپیدا
کهشودمیهیدرودینامیکوقایعباعثسلولیسوسپانسیون

پیدرراهاسلولبهبرشیهايتنشومکانیکیهايآسیب
امواجمحرکیشبهاثراتاصلیعلتمکانیکیتنشدارد.

است.ثانویهمتابولیتترشحتحریکهازجملفراصوت،
تنشباعثفراصوتامواجتیمارچهاگردیگرعبارتبه

درمگیريچشکاهشبهمنجراماشودمیکشتدرمکانیکی
قرارگیريکوتاهزمانعلتبهشایدکهشودمینرشد

راآنکهباشدفراصوتامواجمعرضدرگیاهیيهاسلول
Wu(کنندمیتحمل & Lin, 2002.(

Rezaeiکشتبررسیدر)2011(همکارانو
تیمارهايکهکردندگزارشفندقگیاهسلولیسوسپانسیون

رشدکاهشباعثفراصوتامواجومتیل جاسمونات 
متیل کهکردندبیانآنان.شوندمیکشتمحیطدرهاسلول

رويرااثرکمترینفراصوتامواجوبیشترینجاسمونات 
دارد.هاسلولرشدکاهش
محیطpHوکاهشکشتمحیطEC،سلولرشدبا
جذبدلیلبهدتوانمیECکاهشکهیابدمیافزایشکشت
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pHافزایشعلتباشد.هاسلولتوسطکشتمحیطآهن

هايفعالیتطولدرپروتونتولیدبهتوانمیراکشتمحیط
دادنسبتسلولیخارجماتریکسبهآنانتقالومتابولیکی

)Rudo & Bongani, 2010.(Rudo وBongani)2010(
bicolorSorghum(سورگومسلولیسوسپانسیونکشتدر

L.(سلولی،کشتهايدورهافزایشباکهکردندگزارشEC

تدریجبهرشددورهپایانتاهاسلولشتکهايمحیط
است.داشتهکاهشیروندي

تاکسولگیرياندازه
میوهايقهوهپوستهوبرگتوسطتاکسولتولیدمقدار

گزارشخشکوزنگرمدرمیکروگرم74/0فندقگیاه
Haffman(استشده & Shahidi, تحقیقاین در).2009

درمیکروگرم15/1شاهدتیماردرتاکسولویژهعملکرد
بیشتررفتهبکارايتیمارهبقیهدروسلولخشکوزنگرم

تاکسولکهاستمطلباینکنندهبیانواستمقدار از این 
ترمناسبکاملگیاهبهنسبتسلولیکشتازتولیدي

.باشدمی
متیل وفراصوتاجاموتأثیرآمدهدستبنتایجطبق

بود.کیتوسانتأثیرازبیشترتاکسولتولیدبرجاسمونات 
آنترکیببهنسبتاسیدبنزوئیکبافراصوتامواجترکیب

دراین،داشتتاکسولتولیدبربیشتريتأثیرآلانینفنیلبا
آلانینفنیلباترکیبمتیل جاسمونات مورددرکهحالیست

امواجکاربردزمانمدتدوهردراست.بودهترمؤثر
اسیدبنزوئیکغلظتافزایشدقیقه)،دوو(یکفراصوت

بعکسولی،استتهداشتاکسولتولیدبربیشتريتأثیر
آلانیننیلفغلظتافزایشکهمتیل جاسمونات وکیتوسان

امواجمورددراست،شدهتاکسولتولیدافزایشباعث
استبودهترمؤثرآلانینفنیلکمترغلظتفراصوت
).5(جدول

Safari ازاستفادهکه کردگزارش)2012(و همکاران
کیتحرباعثفندقکشتيهاسلوليورفراصوتامواج

که)Lin)2008و Wuنتایجاست.هشدهاتاکساندیتول
باعثفراصوتامواجباگیاهیيهاسلولتیماراندکردهبیان

این نتایجنیزشودمیثانویهيهامتابولیتتولیدافزایش
علتبهدتوانمیفراصوتامواجتأثیر.کندمیییدأتراتحقیق
بیوسنتزتحریکوهاسلولدردفاعیهايواکنشایجاد

نفوذپذیريافزایشازناشیکمتراحتمالدروهاتاکسان
باشد.سلولیغشاي

توسطمحركتأثیرتشدیدکهداردوجودمطالعاتی
تجمعدهد.مینشانراثانویهمتابولیتتولیدرويمادهپیش

Taxusسلولیکشتدرتاکسلپاکلی chinensisتوسط
Heو Luoتوسطمختلفهايمادهپیشوهامحركترکیب

وقتیتاکسلپاکلیوIIIباکاتینتولیدیافت.افزایش)2004(
و)mM38/0(موالوناتبامتیل جاسمونات که

N-benzoylglycine)mM2/0(اضافهکشتمحیطبه
بدستبرايلازمزمان،اینبرعلاوهیافت.افزایششودمی

هايآزمایشازترکوتاهتاکسوئیدهاتراکمبیشترینآوردن
Cusido(بودتنهاییبههامحرك et al., 2002.(

Rahpeymaباکهکردندبیاننیز)2015(همکارانو
تاکسولتولیدسولفات،وانادیلوآلانینفنیلکردناضافه

فنیلمیکرومولار3ترکیببامقداربیشترینویافتافزایش
محیطدرسولفاتوانادیلمولارمیلی1/0و05/0وآلانین
شد.مشاهده%3فروکتوزباشدهتکمیلکشت

ثانویهيهامتابولیتتولیدبیرونیرفتهبکارآلانینفنیل
Taxusمانند گیاهیهايگونهاز رخیبدررا  chinensis

Luo(دهدمیافزایش & He, 2004.(Furmanovaو
DAB-10وتاکسلپاکلیتجمع)2000(همکاران IIIدررا

Taxusسلولیکشت cuspidataوTaxus mediaازبعد
ه و کردمطالعهاسیدآمینوبنزوئیکوآلانینفنیلباتغذیه

Taxusسلولیکشتدرگزارش نمودند که cuspidata

آلانینفنیللیتردرگرممیلی20و5کردناضافه
وتاکسلپاکلیتولیدافزایشدرراتأثیربیشترینترتیببه

10-DAB III.داشت
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Abstract
The discovery of taxanes production in hazelnut (Corylus avellana L.) and its cell cultures has

generated considerable interest and hopes for studying and utilization of cell suspension culture
of hazelnut as a biotechnological approach to the taxol production.  In this research, the effects
of plant growth regulators (different levels of 2,4-D, NAA, Kin and BAP) on hazelnut cell
culture growth, and effects of elicitor (methyl jasmonate, chitosan and ultrasonund) and
precursor (aminobenzoic acid and phenylalanine) combination on taxol production in cell
suspension cultures were investigated. The results revealed that hazelnut cell growth in
suspension cultures was significantly influenced by growth regulators treatments. Cell growth in
MS medium containing 1 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l BAP and 150 mg/l ascorbic acid was
significantly higher than other treatments. The cell growth and viability, EC and pH of medium
and taxol production were significantly different between elicitor treatments. Overall, elicitor
treatments inhibited cell proliferation but significantly increased the taxol production compared
to the control (without elicitor). The highest taxol content (15.27 mg/l) was obtained with 2 min
US and 20 mg/l aminobenzoic acid treatment in the cells derived from seed explants, which was
about 132.78- fold of control.

Keywords: Ultrasound, paclitaxel, taxanes, in vitro culture, secondary metabolite.


