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Abstract 
Background and purpose:  

Paclitaxel is one of the most widely used drugs in cancer treatment, and it is found in tiny amounts 

(0.01-0.03% DW) in the bark of rare Taxus trees. Nowadays, success in the culture and production 

of optimal callus with high quality and quantity under in vitro conditions is critical to produce 

maximum secondary medicinal metabolites and prevent the extinction of valuable plant species. In 

this regard, the tissue culture's size significantly affects callus biomass and quality due to 

determining the reproductive ability. Therefore, the present research was conducted to introduce the 

optimal size of the stem explants for two European and Pacific yew species to produce more 

quantity and quality callus. 

Methodology: 

 In the present study, the stem tissue of two species of yew, Taxus baccata and T. brevifolia, were 

used as explants for tissue culture and callus production. The stem explants of both species of 

yew were prepared after removing the end part of the leaves, separately in five groups with lengths 

of 1.5-2, 2-2.5, 2.5-3, 3-3.5, and 3.5-4 cm. All explants were sterilized using ethanol (70%), sodium 

hypochlorite (1.5%), and cefotaxime antibiotic (200 mg l-1), cultured on solid B5 culture medium 

and kept in the growth room at 25°C and dark. The studied traits, including the production of callus 

biomass by species and explant size, were evaluated 28 days after explant culture. Also, the 

morphological characteristics of calli obtained from each species, including the type of callus tissue 

in three categories: cottony, soft, and mixed (combination of cottony and soft), the callus color, 

white, brown, and mixed (combination of white and brown) were investigated. The secretion 

intensity of phenolic compounds was scored based on the color intensity in the culture medium 

from zero to five (none, deficient, low, medium, high and very high). 

The experiment was carried out as a factorial study with two species factors at two levels and an 

explant size at five levels in the form of an unbalanced, completely randomized basic 

design. Statistical analysis was performed using analysis of variance and mean comparison with 

Duncan's test for callus biomass data and Chi-score test for phenolic compounds data. Pearson's 

correlation was also used to evaluate the relationship between explant size and biomass and 

phenolic compounds. 

Results:  

Based on the results, the callus obtained from explants with a length of less than 2.5 cm in T. 

brevifolia showed 33% higher fresh weight compared to T. baccata. Increasing the length of the 
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explants from 1.5-2 to 2.5-3 cm caused a 2.6-fold increase in the callus biomass of T. baccata and a 

1.5-fold increase in T. brevifolia. The secretion of phenolic compounds in explants with a length of 

less than 2.5 cm was observed in T. brevifolia, 14% less than in T. baccata. By increasing the length 

of explants to 2-5.3, 3-3.5, and 3.5-4 cm, the secretion of phenolic compounds increased by 4%, 

6%, and 15%, respectively, in T. brevifolia compared to T. baccata. According to the results, Calli 

obtained from T. baccata and T. brevifolia explants had 82 and 27% cotton texture, 2 and 52% soft 

texture and 16 and 21% mixed texture, respectively. The highest percentage of white calli, with 

63% of calli, belonged to T. baccata, 30% and 7% with mixed and brown tissues, 

respectively. Only 37% of T. brevifolia calli showed white, 33% and 30% mixed and brown, 

respectively. The results also indicated a moderate correlation of 0.57 and 0.40 between the explant 

size and the production biomass in T. baccata and T. brevifolia species, respectively. Also, a weak 

correlation of 0.23 and 0.25 was detected between the explant size and the intensity of the secretion 

of phenolic compounds in the two studied species.  

Conclusion: 

 The results showed that it is possible to significantly increase the callus biomass with the lowest 

amount of phenolic compounds from the stem explants of two yew species with a specific 

length increase in the explant size. Also, regarding the productive biomass and callus 

characteristics, it was found that the length of 2.5-2.5 cm is suggested as the optimal size of the 

stem explant in the tissue culture of the two studied species due to the production of more callus 

biomass and less secretion of phenolic compounds.  
 

Keywords: B5 culture medium, paclitaxel, phenolic secretions, tissue culture. 
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 هدف و سابقه
درختان نادر  پوستوزن خشك( در  درصد 03/0 – 01/0)است که در مقادیر بسيار کم  سرطاندر درمان ترین داروها یکی از پرمصرف تاکسلپاکلی
 حداکثری توليد منظور به ایشيشهدرون شرایط در تيفيک و تيکم اب یهاکالوس توليد و کشتدر  موفقيت امروزه. وجود دارد Taxusهای گونه

 کشت ریزنمونه اندازه راستا، نیا دربرخوردار است.  اییژهو يتاهم از ارزشمند گياهی هایگونه انقراض از جلوگيری و دارویی یهثانو هایمتابوليت
 اندازه معرفیهدف  با پژوهشاین رو، این از. دارد آن کيفيت و کالوس تودهزیست يزانم بر ایقابل ملاحظه يرتأث ،بازتوليدی توانایی يينتع دليل به یبافت
 . شد انجامبيشتر  کيفيتو  کميت با کالوس توليد درآرام  انوسيو اق ییاروپا سرخدار گونه دو ساقه هایریزنمونه نهيبه

 هاروش و مواد
کالوس استفاده شد.  يدکشت بافت و تول برای یزنمونهعنوان ر به T. brevifoliaو  Taxus baccataاز بافت ساقه دو گونه سرخدار  يق،تحقاین در  
، 5/2–3، 2–5/2، 5/1–2 یهااندازهگروه با  پنجبه صورت مجزا در  ،هابرگ انتهایی قسمت پس از حذفساقه هر دو گونه سرخدار  هاییزنمونهر
 كيوتيبیآنت و( درصد 5/1) میسد تیپوکلريه(، درصد 70) اتانول با ضدعفونیپس از ها متر تهيه شدند. کليه ریزنمونهسانتی 5/3–4و  3–5/3

شدند. صفات  نگهداریتاریکی و گراد درجه سانتی 25دمای در در اتاق رشد کشت و جامد  B5روی محيط کشت  (،تريل در گرمیليم 200) ميسفوتاکس
 ها ارزیابی شد. همچنينروز پس از کشت ریزنمونه 28 و اندازه ریزنمونه، به تفکيك گونهتوليدی توده کالوس شامل ميزان زیستمطالعه مورد 
و نرم(، رنگ  یااز پنبه يبی)ترک مخلوط و نرم ای،پنبه ساختار سه با کالوس بافت نوع شامل گونه هر از حاصل هایکالوس مورفولوژیك هایویژگی
کشت از  يطاساس شدت رنگ در محبر یفنول يبات. شدت ترشح ترکگردید بررسی( یاو قهوه يداز سف يبیو مخلوط )ترک یاقهوه يد،شامل سف کالوس

 نمونهریز اندازهدو سطح و  درگونه  عامل دو با یلبه صورت فاکتور یش. آزماشد امتيازدهی (یادزيلیو خ یادمتوسط، ز کم،کم، خيلید، فاق) تا پنج صفر
 برای دانکن آزمون با ميانگين مقایسه و واریانس تجزیه هایروش از استفاده با آماری تجزیه. شد اجرا یکاملاً تصادف یهدر قالب طرح پاپنج سطح  در

 اندازه بين ارتباط ارزیابی منظور به يرسونپ یاز همبستگ چنينهمانجام شد.  یفنول يباتترک یهاداده برای اسکورکای آزمون و زاییکالوس هایداده
  .شد استفاده فنولی کيباتتر و تودهزیست و ریزنمونه

 هایافته
 وزن تر بيشتری در مقایسه با %33دارای  T. brevifolia گونه درمتر سانتی 5/2با طول کمتر از  هاییزنمونهحاصل از ر هایکالوس یج،اساس نتابر

T. baccata  .گونه توده کالوس زیستبرابری  6/2سبب افزایش متر سانتی 5/2–3به  5/1–2افزایش طول ریزنمونه از بود T. baccataبرابری  5/1 و
 T. baccataکمتر از  درصد T. brevifolia14 گونه  درمتر سانتی 5/2های با طول کمتر از در ریزنمونهنيز فنولی  ترکيبات ترشح .شد T. brevifolia در

در  T. brevifoliaدر  %15و  6، 4 به ترتيبفنولی ترکيبات ترشح متر سانتی 5/3 –4و  3–5/3 ،5/2–3به  هامشاهده شد. با افزایش طول ریزنمونه
بافت  %27و  82به ترتيب دارای  T. brevifoliaو  T. baccataهای های حاصل از ریزنمونهکالوسنتایج نشان داد، بيشتر بود.  T. baccataمقایسه با 

 بافت و داشت تعلق T. baccataکالوس به  %63رنگ با  سفيد یهادرصد کالوس بيشترین بافت مخلوط بودند.  %21و  16بافت نرم و  %52و  2ای، پنبه
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 %30 و %33رنگ بودند و  سفيدT. Brevifolia های از کالوس %37که تنها  ها مشاهده شد. در حالیاز کالوس %7و  30% در ترتيب به ایقهوه و مخلوط
 تودهستیبا ز زنمونهیاندازه ر نيب بيبه ترت 40/0و  57/0 متوسط یاز وجود همبستگ حکایت نيچنمه جینتا .بودند رنگ ایقهوه و مخلوط يبترت به
 دو در یفنول باتيترک ترشح شدت با زنمونهیاندازه ر نيب 25/0و  23/0 فيضع یو همبستگ کسوی از T. brevifoliaو  T. baccata گونهدر  یديتول

  .داشت مطالعه مورد گونه
 یریگجهینت

 ينمع طول افزایشساقه دو گونه سرخدار با  هاییزنمونهاز ر فنولی يباتترک يزانم کمترینبا  کالوس تودهزیست دارمعنی یشافزا امکانداد  نشان نتایج
 يدتول دليل هب مترسانتی 2–5/2که طول  شد مشخصکالوس  هاییژگیو و یتوليد تودهیستز گرفتن نظر در با همچنين .است يسرم یزنمونهاندازه ر در
 مطالعه مورد گونه دوساقه در کشت بافت  یزنمونهاندازه ر ينهعنوان به به یگرد یسو ازکمتر  فنولی ترکيباتترشح  و یکسواز  بيشترکالوس  تودهیستز

  .شد پيشنهاد
 

  B5محيط کشت  کشت بافت،، ترشحات فنولی، تاکسلپاکلی :یدیکل یهاواژه
 

 مقدمه
 و کمتر سميت دليل به گياهیمنشأ  با داروهای امروزه
 بيشتر در هاسرطان درمان و کنترل در بهتر اثربخشی

 است گرفته قرار ویژه توجه مورد جهان کشورهای
(2022Aldbass, .) هایمتابوليت از سرشار دارویی گياهان 

 ازجمله مختلفی دارویی هایفعاليت که هستند ثانویه
 تاکسلپاکلی ين،ب ینا در. دهندمی نشان خود از یضدسرطان

(®Taxol )شماربه یسرطانضد خاصيت با دارو مهمترین 
منابع  ینتر( از باارزشTaxus sp.) سرخداریان. رودمی

 et al.Zhang ,2020 ;) است تاکسلپاکلی یهثانو متابوليت

2022, et al.Mohammadi ) .یهاگونه مهمترین Taxus، 
 ساحلی هایاستان در (T. baccata) اروپایی سرخدار

به صورت  گلستان و مازندران گيلان، ازجمله خزر دریای
 به (T. brevifolia) آرام اقيانوس سرخدار و رویدمی يعیطب

 وجود دارد یراندست کاشت در ا هاییهصورت پا
(2017, et al.Rahmati ). 

 بسيار سرخداریان هایگونهدر انواع  تاکسلپاکلی ميزان
 از .است (خشك پوست وزندرصد  30/0 تا 01/0) ناچيز

 به مبتلا بيمار یك یدرماندوره  یك نياز تأمين ،رواین
 3-10 پوست زا (تاکسلپاکلی دو گرم حدود) سرطان
 خطرافزایش  علاوه بر که شوداستخراج میصدساله  درخت

بوم جانداران تخریب زیست ،سرخداریان هایگونهانقراض 
 ينيکیموفق کل استفاده .( et al.Lin ,2018) را به همراه دارد

 شده عرضه کمبود و تقاضا زایشاف موجب تاکسلپاکلیاز 
 توليد ،تاکسلپاکلی تجاری توليد برای ممکن راهتنها  .است

 برداریبهره بدون گياهیو سلول  بافت کشت هایمحيط در
 et al.Gauchan ,) است آن طبيعی زیستگاه در گياه از

 یحداکثر يدمنظور تول هب کالوسکشت  امروزه (.2021
 دارد. بردرکا گياهی هایسلول توسط مفيد هایترکيب
 يدتول و کالوس بهينه رشد با بافت کشت روش انتخاب
 یطدر شرا .است مدت طولانی ایندیفر تاکسلپاکلیکارآمد 

 مانند سلولی رشد بر مؤثرعوامل  (in vitro) ایشيشهدرون
منبع،  ازجمله ریزنمونهنوع  و کشت محيط ترکيبو  نوع
. ( et al.Benjamin ,2019) دارد يتاهم آنو اندازه  يپژنوت

 یطشرا در ریزنمونهاندازه  که دهدمی نشان هابررسی
 بر بازتوليدی توانایی يينبه علت تع ایشيشهدرون

 et al.Behjat ,) است مؤثربافت و رنگ کالوس  ،تودهزیست

Karjadi & Waluyo, 2021; Karjadi & ; 2014

2022Gunaeni,  .) 
 جنس یهاگونه ازجمله گياهان از بسياری بافت کشت

Taxus یمشکل جد با بالا فنولی باتترکي ترشح دليل به 
 هاسلول شدن ایقهوه .است مواجه هاکالوس شدن ایقهوه

 آنها حد از بيش تجمع و فنولی اتترکيب اکسيداسيون نتيجه
 ایقهوه پدیده (.et al. Esmaeili ,2023) است سلول در

 توليد و کالوس انبوه توليد ازکشت  يطدر مح کالوس شدن
 هایتلاش. کندمی ممانعت دارویی هایمتابوليت یتجار
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 رشد بهبود و هالوفن کاهشو  کنترل منظور به زیادی
 است انجام شده بافت کشت در گياهی هایکالوس

(2015, et al.Toulabi ) .نتيجه در لیوفن اتترکيب 
 زخم، و آسيب از پس هاسلول سریع رسانیپيام فرایندهای

 .شوندمی توليد حشرات و هاپاتوژن حمله ،بنفشماوراء اشعه
 عدم و شدن نکروز موجب فنولی ترکيبات يداسيوناکس

 و شده کشت محيط از هاسلول توسط غذایی مواد جذب
 شودمی آنها مرگ و هاکالوس رشد کاهش به منجر

(2021, et al.Albuquerque ) . 
 ميزان و کالوس هایویژگی مقایسههدف  با تحقيقاین 

 T. brevifoliaو  T. baccataگونه سرخدار  دو تودهزیست
 هایریزنمونه اندازه بهينه معرفی و ایشيشهدرون یطشرا در

 ترشح يزانم کمترین و کالوس تودهزیست بيشترین باساقه 
 يونسوسپانس کشت درگام  ينبه عنوان اول فنولی ترکيبات

  .شد انجام تاکسلپاکلی یتجار يدو تول یسلول
 

 هاروش و مواد
 زنمونهیر هیته و یاهیگ مواد

 و کشاورزی پردیس در واقعساقه از درختان  هاینمونه
 و شمالی دقيقه 48 و درجه 35)دانشگاه تهران  طبيعی منابع
متر ارتفاع از سطح  1238با  شرقی دقيقه 59 و درجه 50
 یزنمونهر يهبه منظور ته .(a1)شکل شد  آوریجمع( یادر

 هابرگ انتهایی قسمتکالوس،  یکشت بافت و القا برای
به منظور متر سانتی 5–7قطعات  به هاسرشاخه و حذف

به منظور حذف آلودگی . (b1شکل ) بریده شدضدعفونی 
به مدت  شوییآببعد و  شوییمایع ظرفاز ها، سطحی نمونه

 هود مراحل ضدعفونی در ادامه. شد استفادهدقيقه  30
ها انجام شد. نمونه دور در دقيقه 70با روی شيکر و لامينار 

 ازپس  .شدندور غوطهدقيقه  پنجبه مدت  %70اتانول در 
هيپوکلریت سدیم با  ها، نمونهبا آب مقطر استریل شوییآب

با  هانمونهسپس ضدعفونی شدند. دقيقه  30به مدت  %1/5

به مدت  %70در اتانول دوباره شویی و آبآب مقطر استریل 
آب مقطر  باها در نهایت کليه نمونه .قرار گرفتنددقيقه  دو

 ،به منظور حذف آلودگی باکتریاییشویی شدند. استریل آب
گرم در ليتر ميلی 200با غلظت  بيوتيك سفوتاکسيمآنتیاز 

 شویی بابار آبسه  سپساستفاده شد. دقيقه  30به مدت 
به انجام شد. دقيقه  10آب مقطر استریل هر بار به مدت 

مدت  به هانمونه کليهها، ریزنمونه زاییتحریك کالوسمنظور 
 گرادچهار درجه سانتی دمای درقبل از کشت  روزشبانه یك

 .شدند نگهداری یلآب مقطر استر رد
 

 زاییکالوس و یزنمونهربافت  کشت

و  T. baccata گونههای دو به منظور کشت ریزنمونه
T. brevifolia  5کشت  محيطازB  گرم در  1به همراه

اسيد گرم در ليتر ميلی 100کازئين هيدروليزات، ليتر 
هورمون نفتالين استيك گرم در ليتر ميلی 2آسکوربيك، 

گرم در  20هورمون کينتين، گرم در ليتر ميلی 1/0اسيد، 
گلوکز  رم در ليترگ 5ساکارز، گرم در ليتر  5فروکتوز،  ليتر
 درحاصل  لمحلو واستفاده شده آگار گرم در ليتر  5/6و 
7/5 = pH طول بررسی اثر به منظور  .تنظيم گردید

های و ویژگی تودهزیست های ساقه کشت شده برریزنمونه
 T. brevifoliaو  T. baccataهای از گونه هریكکالوس 

 –3 ،2–5/2، 5/1 – 2 طول باگروه پنج در طور مجزا به
در به صورت افقی متر سانتی 5/3–4و  3–5/3، 5/2

 25حاوی متر سانتی 8قطر با اندازه ی یهادیشپتری
. به ازای (c1)شکل  قرار گرفتند 5B محيط کشتليتر ميلی

و در هر  تکرار 10–30هر گروه ریزنمونه، تعداد 
ی کشت هانمونهریز ریزنمونه کشت شد. 3-6دیش پتری
درجه  25با دمای در اتاق رشد روز  28به مدت  شده

 .تاریکی نگهداری شدند در شرایطگراد سانتی
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تهیه برای خورده های برش( سرشاخهb ،های درخت( سرشاخهT. brevifolia: aو  Taxus baccataدو گونه سرخدار  -1شکل 

 B5کشت  یطمح های ساقه رویای ریزنمونهشیشهدرون( کشت c ،ریزنمونه و ضدعفونی

Figure 1. Two species of yew, Taxus baccata and T. brevifolia, a) tree branches, b) cut branches for explant 

preparation and disinfection, c) in vitro culture of stem explants grown on B5 culture medium. 
 

 مطالعه مورد اتصف

طول  تأثير یابیبه منظور ارز ،پژوهشاین  در
 يدتول ميزان بر گياه يپکشت شده و ژنوت ساقه هاییزنمونهر

دو گونه  در در هر گروهوزن تر کالوس  ،کالوس تودهزیست
T. baccata  وT. brevifolia گيریهانداز کشت 28 در روز 

حاصل  هایکالوس مورفولوژیکی هاییژگیو همچنينشد. 
 سه در کالوس بافتجمله نوع ازاز دو گونه مورد مطالعه 

رنگ  ،و نرم( یااز پنبه يبینرم و مخلوط )ترک ی،اپنبه :گروه
از  يبیو مخلوط )ترک یاقهوه يد،سف :گروه سه درها کالوس

 فنولی ترکيبات ترشح. گردید بررسی( یاو قهوه يدسف
 حذف از پس کشت محيط رنگ ييرتغ شدتبراساس 
 یفنول شحاتتر فاقد :گروه شش در 28در روز  هاریزنمونه

 شحاتتر بيشترینو  (یك) یفنول شحاتتر کمترین ،()صفر
 et al.Khosroushahi ,) شد ارزیابی( )دو تا پنج یفنول

2020, et al.; Sarmadi 2020, et al.Hosseini ; 2011). 

 
 هاداده یآمار ليوتحلهیتجز

 دو عاملبا  فاکتوریل آزمایش صورت به پژوهشاین 
( و T. brevifoliaو  T. baccataدو سطح ) درگونه شامل 

، 5/2–3، 2–5/2، 5/1–2پنج سطح ) دراندازه ریزنمونه 
 تصادفی کاملاً پایه طرح قالب درمتر( سانتی 5/3–4و  3–5/3

 یهتجز ياتفرض انجام شد.زیستی  تکرار 10با  نامتعادل
 آزمون توسطها داده يماندهشامل نرمال بودن باق یانسوار

 واریانس تجزیه شد. آزمون يرنوفکولموگروف اسم
(ANOVA )ترکيباتترشح و  زاییکالوساز  حاصل هایداده 

استفاده  با يرسونبه روش پ یو همبستگ GLMبه روش  فنولی
ی هاداده ميانگين مقایسه. گردید انجام SPSS 16 افزارنرماز 

مقایسه ميانگين  ودانکن  به روش زاییحاصل از کالوس
اسکور کایترشح ترکيبات فنولی با آزمون غيرنرمال های داده

 نمودار رسم .شد انجام %5 داریدر سطح احتمال معنی
 و lExce افزارنرم در يبترت به يانگينم اتمقایسو  همبستگی

GraphPad Prism گردید انجام.  
 

 جینتا

 گونه سرخداردو  یهاکالوس یکیمورفولوژ یهایژگیو

 گونه دو ساقه هایریزنمونه کشت از حاصل نتایج
T. baccata  وbrevifolia T. 5کشت  يطمح یروB 

 يطدر مح نرفته فرو و برش محلاز  کالوس ظهور از حکایت
بعد از  زاییکالوس مطالعه مورد گونه دو هر در. داشتکشت 
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 از پس روز 28کشت مشاهده شد.  دوازدهم تا دهمروز 
 و بافت نوع ،کالوس تودهزیست عملکرد ها،یزنمونهر کشت

 .T گونه دو فنولی ترکيبات ترشح ميزانرنگ کالوس و 

baccata  وT. brevifolia هایطول با هایریزنمونه در 
 حاصل هایداده واریانس تجزیه نتایج. شد بررسیمختلف 

 بين دارمعنی تفاوت وجود از حکایت کالوس بافت نوع از

. براساس داشت %5سطح احتمال  درمورد مطالعه  گونه دو
ای، پنبه درصد بافت کالوس T. baccataدر گونه  یجنتا

در  که حالی در .بود %2 و 16، 82نرم به ترتيب و  مخلوط
 و ای، پنبهنرم کالوس درصد بافت  .brevifoliaT گونه

  .(3و  2)شکل  بود %21و  27 ،52 به ترتيب مخلوط

 

 
روی محیط کشت  T. brevifoliaو  Taxus baccataهای ساقه دو گونه سرخدار های حاصل از کشت ریزنمونهکالوس -2شکل 

B5 :aای( بافت پنبه، bبافت نرم )، cای و نرم(( بافت مخلوط )ترکیبی از پنبه 

Figure 2. Calli obtained from stem explants of Taxus baccata and T. brevifolia in B5 culture medium a) 

Cottony tissue b) Soft tissue c) Mixed tissue (combination cottony and soft). 
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Callus Texture 
 T. brevifoliaو  Taxus baccataهای ساقه دو گونه سرخدار های حاصل از کشت ریزنمونهکالوسدرصد بافت  -3شکل 

 دهند.با آزمون دانکن را نشان می %5دار در سطح احتمال حروف مختلف تفاوت آماری معنی 

Figure 3. The percentage of calli texture obtained from stem explants of Taxus baccata and T. brevifolia in B5 

culture medium, 
The means of the column followed by different letters show significant differences at the 5% level with Duncan's test. 
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 کالوس رنگ از حاصل هایداده واریانس تجزیه نتایج
مورد مطالعه  گونه دو بين دارمعنی تفاوت وجود از حکایت

حاصل  یهارنگ کالوس مقایسه. داشت %5سطح احتمال  در
 5Bکشت  يطگونه مورد مطالعه در مح دوبافت  تکشاز 

 به T. baccata یهاکالوس از %7و  30 ،63 که داد نشان
 ینا که حالی در ،ندبود یامخلوط و قهوهرنگ،  سفيد ترتيب

و  33، 37 يبترت به  .brevifoliaT هایکالوس نسبت در
  (.5و  4 های)شکل بود %30

 

 
( c ،ایقهوه( b ،( سفیدa :های مختلفبا رنگ B5در محیط کشت  های ساقه سرخدارهای حاصل از کشت ریزنمونهکالوس -4شکل 

 ای(مخلوط )ترکیبی از سفید و قهوه

Figure 4. Calli obtained from stem explants of Taxus in B5 culture medium with different colors a) White b) 

Brown c) Mixed (combination white and brown). 
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Callus Color 
 T. brevifoliaو  Taxus baccataهای ساقه دو گونه سرخدار های حاصل از کشت ریزنمونهدرصد رنگ کالوس -5شکل 

 دهند.با آزمون دانکن را نشان می %5دار در سطح احتمال حروف مختلف تفاوت آماری معنی 

Figure 5. The percentage of calli color obtained from stem explants of Taxus baccata and T. brevifolia in B5 

culture medium, 
The means of the column followed by different letters show significant differences at 5% level with Duncan's test. 

 

a)                           b)                       c)         
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دو گونه  یهاکالوس تودهستیز بر زنمونهیر اندازه ریتأث

 سرخدار

 اندازه ،هاداده یانسوار تجزیه نتایجاساس بر
 يزانبر م داریمعنی طوربه کشت شده هاییزنمونهر

در هر دو گونه مورد مطالعه  یتوليد کالوس تودهزیست
–3 به 5/1–2 از یزنمونهطول ر یشافزا با .داشت تأثير

 .Tو  T. baccataدر گونه  وزن تر کالوسمتر سانتی 5/2

brevifolia  برابر افزایش یافت 5/1و  6/2ترتيب به .
متر سانتی 4تا افزایش طول ریزنمونه با  ،اینباوجود

 دو گونههر در  های در وزن تر کالوسدارمعنیافزایش 
ی با هاریزنمونه نشان داد همچنيننتایج  .ملاحظه نشد

،  .brevifoliaTگونه در متر سانتی 5/2طول کمتر از 
توليد   .baccataT مقایسه با ی دربيشتر تودهزیست 33%

–2های با طول ریزنمونه، T. brevifoliaدر گونه  .کردند
توده زیست %16و  61به ترتيب متر سانتی 2–5/2و  5/1

با  .نمودندتوليد  T. baccataنسبت به کالوس بيشتری 
این روند  متر،سانتی 5/2 بيشتر از افزایش طول ریزنمونه

های وزن تر کالوسو تغيير کرد   .baccataTبه نفع گونه 
T. baccata  ،11%  از گونه بيشترT. brevifolia بود .

 5/2–3و  3–5/3، 5/3-4 های با طولریزنمونه
 T. brevifoliaنسبت به  T. baccataدر گونه متر سانتی

ی توليد بيشترکالوس  تودهزیست %3و  13، 14به ترتيب 
 (.6)شکل کردند 

 
دو گونه  بافت کشت از حاصل یهاکالوس یفنول ترشحات

  سرخدار

 افزایش با مطالعه مورد گونه دو هر در داد نشان نتایج
طور فنولی به متر ترشح ترکيباتسانتی 3 تا ریزنمونه طول
که با افزایش طول داری افزایش یافت، در حالی معنی

داری در متر افزایش معنیسانتی 4و  5/3ریزنمونه به 
فنولی ملاحظه نشد. علاوه بر این،  ترشح ترکيباتميزان 

متر شدت سانتی 5/2های با طول کمتر از در ریزنمونه
بيشتر از  T. baccata 14%فنولی در گونه  ترشح ترکيبات

و  5/1–2با طول  هایریزنمونه. بود T. brevifoliaگونه 
 نسبت به T. baccataمتر در گونه سانتی 2–5/2

T. brevifolia  فنولی  ترشح ترکيبات %7و  25به ترتيب
 5/2با افزایش طول ریزنمونه بيشتر از  بيشتری نشان داد.

متر روند معکوس در شدت ترشحات فنولی مشاهده سانتی
 %9به ميزان  T. brevifoliaکه در گونه طوریشد، به

 بود. ميزان ترشح ترکيبات T. baccataبيشتر از گونه 
–4و  3–5/3، 5/2 –3ی با طول هافنولی در ریزنمونه

 در گونه %15و  6 ،4 ترتيب به متریسانت 5/3
T. brevifolia  نسبت بهT. baccata شکل بود  يشترب(

7 .) 
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 T. brevifoliaو  Taxus baccataتوده کالوس در اثر طول ریزنمونه بر زیست -6شکل 
 دهند.با آزمون دانکن را نشان می %5دار در سطح احتمال حروف مختلف تفاوت آماری معنی 

Figure 6. The effect of explant length on callus biomass in Taxus baccata and T. brevifolia,  
The means of the column followed by different letters show significant differences at 5% level with Duncan's test. 
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 B5کشت  یطمح در T. brevifolia و Taxus baccata گونه دو ریزنمونهدر کشت  یفنول ترکيبات ترشحشدت  -7 شکل

 .دهندیرا نشان م (2χ) اسکوریکا با آزمون %5 احتمال سطح در دارمعنی آماری تفاوت لشک در متفاوت حروف 

Figure 7. The intensity of the secretion of phenolic compounds in the explant culture of Taxus baccata and T. 

brevifolia in B5 culture medium,  
The means of the column followed different letters show significant difference at the 5% level with Chi-square (χ2) test. 
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 یفنول ترشحات و تودهستیز با زنمونهیر اندازه یهمبستگ

 T. brevifolia و T. baccata یهاکالوس

 یزنمونهاندازه ر ينب يرسونپ یهمبستگ یبضر مقایسه
دو گونه  یهاحاصل از کالوس تودهزیستکشت شده و 

در  57/0متوسط  یاز وجود همبستگ حکایتمورد مطالعه 

 .Tدر گونه  40/0با  یسهدر مقا T. baccataگونه 

brevifolia و شده کشت ریزنمونه اندازه بين همچنين. داشت 
 يفضع یکشت همبستگ يطمح به فنولی ترکيبات ترشح

 .Tدر گونه  25/0و  T. baccataگونه  در 23/0

brevifolia (. 8)شکل شد  ملاحظه 

 

 
  B5 یطمح روی T. brevifolia و Taxus baccata یهاکالوس یو ترشحات فنول تودهیستبا ز یزنمونهاندازه ر ینب پیرسون همبستگی -8شکل  

Figure 8. Pearson correlation between explant size vs biomass and phenolic secretions of Taxus baccata and T. brevifolia 

calli in B5 culture medium.  

 
 بحث

 کننده، اميدوار کارآمد، یسيستم بافت کشت امروزه
 هایمتابوليت توليد برای عملی جایگزین و طبيعت دوستدار

حال حاضر،  در. دشومی محسوب گياهی ارزشمند ییدارو
 تخریببدون  تاکسلپاکلی انبوه توليد برای راه مؤثرترین

 هایکشت از استفاده ،آنها طبيعی زیستگاه در گياهان
کشت  در(.  et al.Gauchan ,2021) است ایشيشهدرون
 ،نمونهریز نوعکشت،  محيط ترکيب ،ایشيشهدرون
 از فنولی ترکيبات ترشحو  ياهگ یرشد هایکنندهتنظيم

 et al.Ashrafi ,) هستندکالوس  تودهزیستبر  مؤثر عوامل

2017 et al.,Irshad  ;2010.) يطاز مح پژوهشاین  در 
 يزانم بيشترینبا  هایبه کالوس يابیبه منظور دست 5Bکشت 
 استفاده فنولی ترکيبات ترشح يزانم کمترین و تودهزیست
 ينسرخدار از ب هاییزنمونهکشت بافت ر برایشد. 

 ،5Gamborg (B(کشت مورد استفاده شامل  هایيطمح
Murashige and Skoog (MS)  وWoody Plant 

Medium (WPM) 5کشت  يطمح ی،قبل يقاتدر تحقB  به
 گزارش کالوس رشدو  يدتول برایکشت  يطمح ینعنوان بهتر
 et al.; Toulabi 2015, et al.Nasiri ,2015 ;)شده است 

2022Mirjalili,  ازجمله یضرور هاییتامينو(. وجود 
رشد مناسب،  یبرا يکوتينيكن اسيدو  تيامين ،يریدوکسينپ

 سبب 5Bکشت  يطمح در ياهیگ یسلول يسممتابولو  تقسيم
 ایشيشهدرونبه کشت  ياهگ ینا هایهریزنمون مناسب پاسخ
 يرهایدر مس تيامين(. et al Hrubša ,.2202) است شده

 اسيد چرخه و فسفات پنتوز گليکوليز، ازجمله يتیمتابول
این  در (. et al.Kashani ,2018) دارد نقش کربوکسيليك

 تودهیستزدر  دارمعنیمشاهده اختلاف  عدم ،تحقيق
 ،T. brevifoliaو  T. baccataدو گونه سرخدار  هایکالوس
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 يطمح به مطالعه موردگونه  دومناسب  پاسخدهنده نشان
  .باشدمی ایيشهشدرونکشت  منظور به 5B کشت

رشد،  یهاحضور مهارکننده ليدل بهاز سوی دیگر، 
 ساقه و برگ یهازنمونهیحاصل از ر یهاکالوس

 T. baccata کشت ساقه  اینباوجوددارند؛  یارشد آهسته
نسبت به  یترتيفيو با ک ترعیرشد سر کالوس، ديتول یبرا

 به بالغ درختان ساقهکشت برگ دارد. معمولاً قطعات جوان 
 گونه در کالوس یالقا یبرا هياول زنمونهیر منابع عنوان

 T. baccata حاصل  یهاکالوس نيهمچن .شودیم استفاده
 ريها تحت تأثحاصل از برگ یهااز کالوس شترياز ساقه ب

نسبت  یبالاتر تاکسلیپاکل یو محتوا رنديگیقرار م مارهايت
 دارند یبرگ یهازنمونهیدست آمده از ربه یهابه کالوس

(; Behjat 2012, et al.; Ghafoori 2010, et al.Ashrafi 

2014, et al.). 5 کشت محيط در سرخداریان زاییکالوسB 
 یکلرو فنوکس ید -2،4) اکسين هایفيتوهورمون با همراه

 يداس يریكبوت یندولا و يداس يكاست نفتالين يد،اس يكاست
گرم در ليتر ميلی 2/0 با ترکيب در( مختلف هایغلظت در

 et ; Irshad 2015, et al.Nasiriاست ) کينتين گزارش شده

Gauchan, 2018; Mirjalili,  &, 2017; Bhuju al.

های اکسين نفتالين هورمون از پژوهشاین در . (2022
و کينتين با غلظت گرم در ليتر ميلی 2استيك اسيد با غلظت 

 دو گونه زاییبرای کالوسگرم در ليتر ميلی 1/0
 T. baccata  وT. brevifolia .استفاده شد  

برای مورد استفاده  گياهی اندام و گياه نوعبه با توجه 
ای در کنندهعامل تعيين ریزنمونه اندازهکشت بافت گياهی، 

 Karjadi& ) شودمیمحسوب  های مناسبتوليد کالوس

2022Gunaeni, ). از  یقبل کنون در تحقيقاتتا
 et Abbasin)متر سانتی 1 هایطول با ساقه هایریزنمونه

2010, al. ،)5/1–1 متر سانتی(2014, et al.Behjat  ،)
 1– 2( و  et al.Nasiri ,2015)متر سانتی 2/1–5/1

 بافتکشت برای (  et al.Toulabi ,2015)متر سانتی
 T. baccata در  ریزنمونه اندازه استفاده شده است. مطالعه

( اطلس اقيانوس و مدین)گرانولا،  زمينیسيب مختلف ارقام
 کشت محيط روی ساقه نوک و مریستم ریزنمونه کشت در

MS رشد بر ریزنمونه اندازه دارمعنی تأثير از حکایت 
 کمتر اندازهبا  یهاریزنمونه نتایج، براساس. داشت هاکالوس

از  ربيشت با اندازه هایدر مقایسه با ریزنمونهمتر ميلی 5/0 از
 Karjadi& ) نشان دادندرا  کشت دوام کاهشمتر ميلی 5/0

2021Waluyo, ) .ریزنمونه اندازه تأثيربررسی  همچنين 
کاکتوس زینتی در گياه  کالوس ایجاد بر( مترسانتی 1و  5/0)
(Cereus peruvianum)  با  یهاریزنمونه ،دهدمینشان

 1 های با اندازهریزنمونه در مقایسه بامتر سانتی 5/0 طول
 et al.Karimi ,)کنند توليد می یبيشتر کالوسمتر سانتی

های های با اندازهتحقيق، ریزنمونهاین در بنابراین  .(2010
به متر سانتی 5/3–4و  3–5/3، 5/2–3، 2–5/2، 5/1–2

های های کالوس در گونهو ویژگی تودهزیستمنظور مطالعه 
T. baccata  وT. brevifolia  نتایج نشان داد . شدبررسی

 دو گونه هایکالوس تودهزیستبين اندازه ریزنمونه و 
 T. baccata  وT. brevifolia  متوسط  یهمبستگبه ترتيب

 T. baccata در گونه دهدکه نشان می وجود داشتو ضعيف 
 در کالوس توليد افزایش در یمؤثرتر عامل ریزنمونه اندازه

 ریزنمونه طول افزایش و است T. brevifolia با مقایسه
 یعبارتبه .داشت خواهد پی در را کالوس بيشتر افزایش
مشخص اندازه  یشافزا با فقطکالوس  يدتول یشافزا امکان

. يستنروند قابل بسط  ینبوده و ا يسرم یزنمونهر
 منبع به با توجه گياهان بافت کشت از حاصل یهاکالوس

 توانندمی کشت شرایط و هاهورمون ،کشت محيط ریزنمونه،
 یهاکالوس ،پژوهشاین  در. باشند یانواع مختلف یدارا

 دارای T. brevifoliaساقه گونه  یزنمونهحاصل از کشت ر
 T. baccata گونه با مقایسه در بيشتری نرم بافت %50

 بعامن سفيد رنگ با نرم بافت دارای هایکالوس .دبودن
 سلولی سوسپانسيون هایکشت ایجاد برای ارزشمندی

در  اهميت فراوانی وها کاربرد این کالوس .روندمی شماربه
 همچنين .دندار يكسومات زاییينو جن ییزااندام یی،باززا

 دیگر با مقایسه در نرمبافت  دارای هایکالوس کشتزیر
 افزایش با بافت کشت از حاصل هایکالوس انواع

 ,2019Setamam ;) استهمراه  کالوستوليدی  تودهزیست

2020, et al.Jogi  .) 
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کالوس  ینگهدار و بافت کشت در اصلی موانع از یکی
 است کشت محيط به لیوفن ترکيبات ترشح ،سرخداریان

 و شدن ایقهوه به منجر ،هاکالوس رشد از جلوگيری با که
. شودمی هارفتن کالوس ينو از ب هاسلول مرگ نهایت در

 یمناسب تودهزیستو  یهرچند پرآور یهایکالوس چنين
 ترشحات يلبه دل ،باشند داشته سلول کشت برای نيز

 یحاصل ط یهااز دست رفتن کشت موجب یادز یفنول
 Taxusجنس  هایگونهشد.  دنخواه متوالی هایکشتریز
 به هاسلول در فنولی ترکيبات سطح بودن بالا دليل به

 حساس بسيار کشت محيط به فنولی ترکيبات تجمع
 اب مختلفی هایروشاز  پژوهشگران رو،ینا از. هستند
 هایکالوس رشد بهبود و لیوفن ترکيبات کاهشهدف 

 از استفاده ازجمله آزمایشگاهی کشت در سرخداریان
 غالز و پيروليدون وینيلپلی مانند کنندهجذب ترکيبات

 اسيد، سيتریك مانند هاییاکسيدانآنتی از استفاده ،فعال
 کنندمی استفاده یکولگلا اتيلنیپل و اسيد سکوربيكآ
(2015, et al.Toulabi  ;2011, et al.Khosroushahi .) 

 یحاو یهاکالوس يدتول برای ينهبه کشت به دستيابی
 یپرآور يشترینبا ب فنولی ترکيباتترشح  يزانم ینکمتر

با  تاکسلپاکلی یتجار يدکالوس در کشت سلول و تول
 وجود. گرددمی محققمناسب  هاییزنمونهانتخاب ر

اندازه ریزنمونه  نولی وبين ترشحات ف ضعيف یهمبستگ
 در T. brevifoliaو  T.baccata سرخدار گونهدو  هر در

 یرمقاد ،اندازه ریزنمونه یشنشان داد با افزا تحقيقاین 
نداشته و با  یشیهمواره روند افزا فنولی ترکيبات ترشح

قابل  تغييرمتر سانتی 3از  يشبه ب یزنمونهطول ر یشافزا
در هر دو گونه فنولی  ترکيباتميزان ترشحات در ی توجه

های با امکان استفاده از ریزنمونه روازاین ،ایجاد نشد
طول بيشتر و در نتيجه ميزان کالوس توليدی بيشتر وجود 

دهد ترشح ترکيبات دارد. نتایج تحقيقات قبلی نشان می
 آسيب غشای زیستیاز عواملی ازجمله  متأثرفنولی بيشتر 

 et al.Sarmadi ,است ) های زیستی و غيرزیستینشت و

2019.) 
 

 گیریتیجهن
ساقه  یزنمونهطول ر اثربار  يناول برای پژوهشاین  در

 ميزاناز نظر  T. brevifoliaو  T. baccataدو گونه 
 يزانو م کالوس هاییژگیو، تودهیستز يدتولو  ییزاکالوس
 نتایج. شد یبررس 5Bکشت  يطمح به یفنول ترکيباتترشح 

سبب ، مترسانتی 3تا  ریزنمونه طول افزایش بانشان داد 
. گردیدفنولی  ترکيباتکالوس و ترشح  تودهزیستافزایش 

های با طول کمتر از های حاصل از ریزنمونهوزن تر کالوس
 T. baccataاز گونه  T. brevifoliaدر گونه متر سانتی 5/2

 5/2های با طول کمتر از در ریزنمونه که حالیبيشتر بود، در 
 T. baccataفنولی در گونه  ترکيباتشدت ترشح متر سانتی

بين اندازه ریزنمونه البته  بيشتر بود. T. brevifoliaاز گونه 
 یهاکالوس فنولی ترکيباتو ترشح  تودهزیستکشت شده با 

 ضعيف و متوسط یهمبستگ يبدو گونه مورد مطالعه به ترت
کالوس مطلوب و  تودهزیست يدتوجه به تول با. داشت وجود
 2 – 5/2 با طول ساقه یزنمونهر پایين، فنولی ترکيباتترشح 
بافت کشت اندازه ریزنمونه ساقه در به عنوان بهينه متر سانتی

 شود.پيشنهاد می T. brevifoliaو  T. baccataدو گونه 
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