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  دهيچك

 Taxus(هـاي كليـدي در مسـير بيوسـنتزي تاكسـول، در سـرخدار       ، يكـي از ژن DBATهدف از اين تحقيق، بررسـي حضـور ژن    :هدف

baccata (موجود در بانك ژن بود هايها با تواليو قارچ اندوفيت مولد تاكسول آن و نيز بررسي ميزان شباهت اين توالي.  

 DNA. سـازي شـدند  هاي اندوفيت از پوست درخت سرخدار جداسازي و به روش نوك هيف خـالص در اين تحقيق، قارچ :هامواد و روش
اي پليمراز  وسيله واكنش زنجيره به DBATحضور ژن . استخراج گرديد) T9ايزوله (هاي مولد تاكسول ژنومي درخت سرخدار و يكي از قارچ

هـاي سـرخدار و   هـاي سـاير گونـه   با تـوالي  T9دست آمده از سرخدار و ايزوله  هاي بهيابي، ميزان شباهت تواليپس از توالي. ررسي گرديدب
  . هاي اندوفيت، موجود در پايگاه بانك ژن، مقايسه شدند قارچ

رديفـي تـوالي    هـم . تكثيـر گرديـد   T9زولـه  سـرخدار و اي  DBATاز ژن  bp 125با استفاده از پرايمرهاي اختصاصـي، يـك قطعـه     :نتايج
نتـايج  . بودنـد ) درصـد 98بـيش از  (ها داراي شـباهت بسـيار بـالايي    نوكلئوتيدي و آمينواسيدي قارچ و گياه ميزبان نشان داد كه اين توالي

. را نشـان داد ) درصـد  100تا 98( هاي اندوفيت، نيز شباهت بسيار بالاييهاي ديگر سرخدار و قارچهاي گونهها با تواليرديفي اين توالي هم
هاي آسيل و آروئيـل ترانسـفراز درگيـر در     و ساير آنزيم DBATهمچنين، شباهت نسبتا بالايي در توالي نوكلئوتيدي و آمينواسيدي آنزيم 

  .مسير بيوسنتزي تاكسول مشاهده شد

از سرخدار و همچنين شباهت بسـيار بـالا آن، در    در قارچ اندوفيت مولد تاكسول جداشده DBATبراساس نتايج، حضور ژن  :گيرينتيجه
هـاي ديگـر سـرخدار و نيـز     و توالي گونه) Taxus baccata(ميزبان  DBATسطح نوكلئوتيدي و آمينواسيدي، با توالي بدست آمده از ژن 

  .هاي اندوفيت به اثبات رسيدقارچ

  DBATهاي اندوفيت، سرخدار، ژن تاكسول، قارچ :واژگان كليدي
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  مقدمه
گسترده تاكسول، يك داروي ضدسرطان با سميت كم و دامنه اثر 

هـا اسـت كـه اولـين بـار از سـرخدار        برروي انواع مختلف سرطان
)Taxus brevifolia ( جداســازي گرديــد)هــا و  تمــام گونــه). 1

 ـ    هاي سـرخدار آلكالوئيـد   زيرگونه نـام   ههـاي بـا سـميت بـالايي ب
گونـه از   350تاكنون بـيش از  ). 2(كنند  تاكسوئيدها را توليد مي

، پـيش  III-ه تاكسول و باكاتينها شناخته شده است كتاكسوئيد
آينـد   ترين تاكسوئيدها به شمار مـي ساز تاكسول، از شناخته شده

ــد تاكســول يــك دي. )3و  2( ــه 4ترپنوئي ــا ســاختاري  حلق اي ب
مرحلـه   19مسـير بيوسـنتزي آن در سـرخدار از    . پيچيده اسـت 

آنـزيم و ژن كدكننـده آن    12آنزيمي تشكيل شـده كـه تـاكنون    
  ).5و  4(شناخته شده است 

ترين منبع تاكسول روش نيمه سـنتزي آن از   مهمدر حال حاضر، 
تـرين   مهـم . شـده از سـرخدار اسـت   هـاي جداسـازي    پيش مـاده 

هاي استفاده شده جهت توليد تاكسـول بـه روش نيمـه     ماده پيش
ــاتين د اســتيل-10ســنتز،  ــاتين III-باك ). 6(هســتند  III-و باك
سنتز تاكسول بـا اضـافه شـدن    در مراحل انتهايي بيو III-باكاتين

آيـد  حلقه تاكسـان بـه وجـود مـي     10يك گروه استيل به كربن 
-deacetylbaccatinIII-10-O-10آنـــــــزيم ). 1شـــــــكل (

acetyltransferase ،)DBAT (   كه اين واكـنش را كاتـاليز مـي-
هاي كليدي در مسير بيوسنتزي تاكسول است كند، يكي از آنزيم

)5 .(  

  

  
  مسير بيوسنتزي تاكسول در سرخدار: 1شكل 

  

كـرد   دليـل عمـل   استخراج و خالص سازي تاكسول از سرخدار، به
در نتيجـه بـراي   ). 8و  7(پائين، بسيار سخت و هزينـه بـر اسـت    

و كم كردن فشار تاكسـول بـر    حفاظت جهاني از درخت سرخدار
هاي ديگـري بـراي توليـد     روي منبع طبيعي آن، استفاده از روش

 1993اولين بار در سال . رسد نظر مي هصنعتي تاكسول ضروري ب
به دنبال جستجوي منـابع ديگـري بـراي    ) 9( استيرل و همكاران

تامين نياز روز افزون تاكسول توانستند يك سويه قـارچ انـدوفيت   

ار جداسازي كنند كه قادر به توليد تاكسـول در محـيط   از سرخد
اين يافته منجر به آغـاز تحقيقـات بيشـتر بـراي     . كشت خود بود

 11، 10(هاي اندوفيت مولد تاكسول در سراسر جهان گرديد  قارچ
گونـه قـارچ انـدوفيت مولـد تاكسـول       30تاكنون بيش از ). 12و 

  ).13(شناسايي شده است 

هـا در مقايسـه بـا     ده بـه وسـيله انـدوفيت   مقدار تاكسول توليد ش
درنتيجه عـلاوه بـر جسـتجو بـه دنبـال      . سرخدار نسبتا كم است
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هـاي كليـدي مسـير     كرد بيشتر، دسـتكاري ژن  هاي با عمل ايزوله
هـاي انـدوفيت جداسـازي     بيوسنتزي تاكسول در سرخدار و قارچ

هـاي مناسـب جهـت افـزايش      عنـوان يكـي از روش   شده از آن به
مســير ). 15و  14(توليــد تاكســول معرفــي شــده اســت ميــزان 

. ها، برخلاف گياهان، ناشـناخته اسـت   بيوسنتزي تاكسول در قارچ
هـاي كليـدي در مسـير بيوسـنتزي تاكسـول در       با شناسـايي ژن 

توان نقاط مبهم اين مسير را روشن ساخت  هاي اندوفيت مي قارچ
 ـ  ها به و از آن) 16( هـاي   ال قـارچ عنوان نشانگر مولكولي بـراي غرب

چنين بـا شناسـايي    هم). 13(اندوفيت مولد تاكسول استفاده كرد 
تـر و   هـاي سـاده  هـا را در ميكروارگانيسـم   تـوان آن  ها مي اين ژن

ــده ــناخته شـ ــاكتري  شـ ــد بـ ــر ماننـ ــر  E. coliتـ ــا مخمـ يـ
Saccharomyces cerevisiae   كلون كرد كه هم مطالعه مسـير

راه را بـراي كارهـاي    بيوسنتزي تاكسـول را آسـان نمـوده و هـم    
كـرد   ها جهت افـزايش عمـل   بيوتكنولوژيك بيشتر بر روي اين ژن

  ).14و  13(كند  اين متابوليت باارزش هموارتر مي

سـرخدار   DBATدر اين پژوهش، يك ناحيه حفاظت شده از ژن 
بـه   جداسـازي شـده از آن  ) T9(و قارچ انـدوفيت مولـد تاكسـول    

. كثير شده و توالي يابي گرديـد اي پليمراز ت وسيله واكنش زنجيره
دست آمده از سرخدار و قارچ انـدوفيت بـا يكـديگر و بـا      هتوالي ب

در سـطح نوكلئوتيـد و    GenBankهـاي موجـود در    ساير تـوالي 
  .اسيدآمينه مقايسه گرديده است

  

  ها و روشمواد 
نمونه برداري از درختان سرخدار  :هاي گياهي آوري نمونهجمع
ها از نواحي سالم  نمونه. هاي استان مازندران صورت گرفت جنگل

هاي جـانبي  هاي بيماري از پوست تنه اصلي و شاخهو فاقد نشانه
هاي كاغـذي سربسـته بـه آزمايشـگاه     درختان انتخاب و در پاكت

  .منتقل گرديد

اسـتفاده از تيـغ   با  ها نمونهپوست رويي  :هاجداسازي اندوفيت
 70اسكالپل حذف شـده و پوسـت زيـرين بـا اسـتفاده از اتـانول       

بـه  (درصـد   5/1و هيپوكلريت سديم ) دقيقه 5/1به مدت (درصد 
فيـت و  هـاي اپـي   بـين بـردن قـارچ    ، جهـت از )دقيقـه  10مدت 

مرتبـه بـا آب مقطـر     3ها  نمونه). 17(ساپروفيت، استريل گرديد 
قطعات فوق . تر تقسيم شدند كاستريل شستشو و به قطعات كوچ

ــت    ــيط كش ــرروي مح ، )PDA )Potato Dextrose Agarب
)Merck(هاي اندوفيت  ، قرار داده شدند تا امكان رشد براي قارچ

هاي رشد كرده بـرروي محـيط، بـا اسـتفاده از      قارچ. فراهم گردد

جديد منتقـل و خـالص سـازي     PDAروش نوك هيف به محيط 
ها از نظر خلوص چـك   كدام از قارچ در اين مدت هر). 18(شدند 

شده و درصـورت مشـاهده ناخالصـي بـه محـيط جديـد منتقـل        
  . گرديدند

ژنومي ابتـدا دو   DNAجهت استخراج  :ژنومي DNAاستخراج 
ي از كشت جامـد قـارچ جـدا    مربع متر سانتي 1×  1قطعه حدودا 

ليتـر محـيط    ميلـي  50ليتري حاوي  ميلي 100 گرديده و در ارلن
قرار داده ) PDB )Potato dextrose broth( ،)Scharlauكشت 

كشت شده به مدت يك هفته برروي شيكر انكوباتور بـا   ارلن. شد
. داري گرديـد  نگـه  rpm  120گـراد و دور  درجه سانتي 28دماي 

 4پس از گذشت اين مدت، محيط مايع با استفاده از كاغذ صافي 
ه دو بـار بـا آب   دسـت آمـد   هلايه فيلتر شده و ميسيليوم قارچي ب

گـرم از ميسـيليوم بـا     1تـا   5/0. مقطر استريل شستشو داده شد
جهـت اسـتخراج   . پـودر گرديـد   استفاده از نيتروژن مـايع كـاملا  

DNA  گرم از برگ تـازه بـا اسـتفاده از     1تا  5/0ژنومي سرخدار
ژنومي قـارچ  و گيـاه    DNAاستخراج . نيتروژن مايع پودر گرديد

  . يافته انجام گرفتيرتغي) CTAB )19به روش 

PCR ــورز ــور ژن   :و الكتروف ــي حض ــت بررس در  DBATجه
واكـنش  ). 13(هاي اختصاصي اسـتفاده گرديـد   ها از پرايمر نمونه

در حجـم  ) Bio Rad(اي پليمراز در دستگاه ترموسـايكلر   زنجيره
) ExPrime )Genet Bioواحـد آنـزيم    1با ميكروليتر  25نهايي 

درجـه   94دقيقه در دماي  6به مدت  PCRمخلوط . انجام گرفت
به مـدت   گراد سانتي درجه 94سيكل در  35گراد و سپس سانتي

به مدت ) شيب دمايي( گراد سانتي درجه 52و  50، 48ثانيه،  60
ثانيـه و در نهايـت    60به مـدت   گراد سانتيدرجه  72ثانيه و  50
در  PCRآناليز محصولات . دقيقه انكوبه شد 5درجه به مدت  72

صـورت  ) Bio Rad(درصد و دسـتگاه الكتروفـورز    5/1ژل آگارز 
 Bioneerتوسـط شـركت    PCRتـوالي يـابي محصـولات    . گرفت

  . انجام گرفت )كره جنوبي(

 ـ  تـوالي  :هـا مقايسه تـوالي   DBATدسـت آمـده از ژن    ههـاي ب
از  MegAlignبــا اســتفاده از نــرم افــزار  T9 ســرخدار و ايزولــه

هـاي مـذكور بـا     تـوالي . شدمقايسه  DNASTAR V.7مجموعه 
براي ايـن  . نيز مقايسه گرديد GenBankهاي ثبت شده در  توالي

با استفاده از  T9سرخدار و ايزوله  DBATمنظور توالي مربوط به 
BLASTN از بـين  . رديـف گرديدنـد   هاي ثبت شده هـم  با توالي

هـاي مختلـف    هاي مربوط به گونه رديفي، برخي از توالي نتايج هم
ها  اين توالي. هاي اندوفيت، انتخاب و ذخيره شدند سرخدار و قارچ
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رديفي چندگانه قـرار   مورد هم MegAlignبا استفاده از نرم افزار 
در سرخدار و ايزوله  DBATبا داشتن توالي نوكلئوتيدي . گرفتند

T9افـزار  فاده از نرماسيدي با است، توالي آمينوBLASTX   مـورد
هـاي پروتئينـي    رديفي، تـوالي  از بين نتايج هم. بررسي قرار گرفت

ــه ــده در    برخــي گون ــت ش ــدوفيت ثب ــارچ ان ــرخدار و ق ــاي س ه
GenBank وسـيله نـرم    هاي بيشتر به انتخاب شده و براي بررسي

رديفـي چندگانـه    در نهايت هم. ، ذخيره گرديدMegAlignافزار 
 MegAlignهاي آمينواسيدي با استفاده از نـرم افـزار    بين توالي
  .انجام شد

   نتايج

هاي انـدوفيت مولـد تاكسـول، جهـت بررسـي      ، از قارچT9ايزوله 
ژنومي  DNA ).20( مورد استفاده قرار گرفت DBATحضور ژن 

هـاي   بـا اسـتفاده از روش   T9استخراج شده از سرخدار و ايزولـه  
درصد مورد بررسي  1در ژل آگارز اسپكتروفتومتري و الكتروفورز 

  ). 1جدول (گرفت قرار

  تغيير يافته CTABبه روش  T9ژنومي استخراج شده از برگ سرخدار و ايزوله  DNAنتايج اسپكتروفتومتري : 1جدول 
  كميت(ng/µl) 230/260 280/260  نمونه

  870  96/1  04/2  برگ سرخدار
  T9 84/1  67/1  2740ميسيليوم ايزوله قارچ اندوفيت 

    
  

  

  
و  2،1چاهـك  . ، ماركرMچاهك ). ب( T9و ايزوله اندوفيت مولد تاكسول ) الف(در ژنوم درخت سرخدار  DBATبررسي حضور ژن  PCRنتايج  :2شكل 

  .براي دماي اتصال گراد سانتيدرجه  52و  50، 48به ترتيب شيب دمايي  3
  

بــا اســتفاده از  T9ســرخدار و ايزولــه  DBATيــك ناحيــه از ژن 
نتايج الكتروفورز حضور تك باند . پرايمرهاي اختصاصي تكثير شد

سـرخدار و   DNAهـاي   نمونه PCRرا در نتايج  bp 150حدودا 
وضوح باندها و عدم وجود اسـمير  ). 2شكل (نشان داد  T9ايزوله 

  .و چندباندي نشان دهنده شرايط تكثير مناسب بود

 T9هاي سرخدار و ايزوله  نمونه PCRپس از توالي يابي محصول 
 125اي به طـول   و حذف چند نوكلئوتيد ابتدايي و انتهايي، قطعه

تـوالي   نتـايج همرديفـي  . نوكلئوتيد براي هردو نمونه بدست آمـد 
در دو  64نشان داد كه  نوكلئوتيد  T9مربوط به سرخدار و ايزوله 

با انجام همرديفي چندگانه مشخص شد كـه  . توالي متفاوت است
  T. baccata ،T. cuspidata،T. wallichianaتوالي مربوط به 

سـرخدار داراي شـباهت    DBATبـا تـوالي ژن    T. brevifoliaو 
درصدي  99شباهت  T9به ايزوله درصدي و با توالي مربوط  100

            ، T. media ،T. chinensisهـــاي  همچنـــين گونـــه. اســـت
T. Canadensis ،T. sumatrana  وT. globosa ،99  درصد با
در . شباهت داشتند T9درصد با توالي ايزوله  98توالي سرخدار و 

هــاي  مربــوط بــه قــارچ DBATدو تــوالي ژن  GenBankپايگــاه 
 Cladosporiumاندوفيت نيز يافت شد، توالي مربوط بـه قـارچ   

cladosporioides  ــوالي  99كــه داراي شــباهت ــا ت درصــدي ب
و نيز توالي مربـوط   T9درصدي با ايزوله  98مربوط به سرخدار و 

درصـد بـا     98كـه داراي شـباهت    Aspergillus candidusبـه  
  ).3شكل ) (E Value > 10-55( هردو توالي مورد بررسي بود

نشان داد كه توالي پروتئيني كدشده به وسيله  BLASTXنتايج 
در اسـيدآمينه   T9بدست آمده از سرخدار و ايزولـه   DNAتوالي 

ــت  ــتند  22موقعي ــاوت هس ــم متف ــا ه ). E Value > 10-18( ب
اي مربوط به سـرخدار   همچنين مشخص شد كه توالي اسيدآمينه
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 .T. baccata ،T. cuspidata،Tهـــاي  بـــا تـــوالي گونـــه

wallichiana ،T. Canadensis ،T. sumatrana وT 

brevifolia  و نيز با توالي پروتئيني قارچC. cladosporioides 

و  T. globosaهاي  اما با توالي مربوط به گونه. كاملا مشابه است
T. media  و نيز توالي قارچA. candidus يد آمينـه  در يك اس ـ

  ).4شكل (اختلاف دارد 
  

 
يـابي   شـماره دسـت  . بانـك ژن هاي ثبـت شـده در    با توالي T9سرخدار و ايزوله مولد تاكسول  DBATرديفي چندگانه توالي نوكلئوتيدي ژن  هم: 3شكل 
 JQ611238 (Taxus baccata ،)EU107143 (Taxus brevifolia ،)EU107134 (Taxus: (بــه صــورت زيــر اســت رديــف شــده هــمهــاي  تــوالي

canadensis ،)AY544993 (Taxus chinensis ،)JQ611268 (Taxus cuspidata ،)EU107145 (Taxus globosa ،)EU107144 (Taxus 

sumatrana ،)EU107142 (Taxus wallichiana ،)AY452666 (Taxus x media ،)EU375527 (Cladosporium cladosporioides ،
)EU883596.3 (Aspergillus candidus  

  

  
يـابي   شـماره دسـت  . بانـك ژن هاي ثبت شـده در   با توالي T9سرخدار و ايزوله مولد تاكسول  DBATاي ژن  رديفي چندگانه توالي اسيدآمينه هم :4شكل 
 AAL57617 (Taxus baccata ،)ABW84244 (Taxus brevifolia ،)ABW84235 (Taxus: (بـه صـورت زيـر اسـت     رديـف شـده   هـم هـاي   تـوالي 

canadensis ،)AFJ04857 (Taxus cuspidata ،)ABW84246 (Taxus globosa ،)ABW84245 (Taxus sumatrana ،)ABW84243 (Taxus 

wallichiana ،)ABK41194 (Taxus x media ،)ACA48517 (Cladosporium cladosporioides ،)ACI47063 (Aspergillus candidus  
  

 بحث

با توجه به نتايج الكتروفورز و اسپكتروفتومتري، مشخص شد كـه  
هاي سرخدار و ميسـيليوم ايزولـه    ژنومي از برگ DNAاستخراج 

كمتر بودن ميزان . قارچي از كميت و كيفيت بالايي برخوردار بود
DNA تـوان بـه وجـود     هاي سرخدار را مي استخراج شده از برگ

هاي ثانويه و مواد موسيلاژي زياد در بافت برگ و ايجـاد  متابوليت
نتـايج  ). 3و 2(مرتبط دانسـت   DNAاختلال در فرايند استخراج 

بهترين دما جهـت   گراد سانتيدرجه  50الكتروفورز نشان داد كه 
نيز در پـژوهش خـود    )13( همكارانانگ و ز. اتصال پرايمرها بود

  ال پرايمرها معرفيـاي اتصـوان دمـعن را به رادـگ سانتيدرجه  50

  .كردند

هاي مهم و كليدي در مسـير   ، كد كننده يكي از آنزيمDBATژن 
، آخرين واسـطه  III-بيوسنتزي تاكسول است كه تشكيل باكاتين

). 5(د كن ـ ترپن در مسير بيوسنتزي سـرخدار، را كاتـاليز مـي   دي
توالي ژنومي كامل اين ژن تاكنون تنها براي يك گونـه از جـنس   

ــرخدار  ــده اســت  ) T. media(س ــابي ش ــوالي ي ــايي و ت . شناس
پرايمرهاي طراحي شده بر اساس ايـن ژن يـك ناحيـه حفاظـت     

بنــابراين از ايــن . كنــد را تكثيــر مــي شــده از نــواحي ابتــدايي آن
انجـام شـده بـه     PCR. پرايمرها در اين تحقيق نيز استفاده شـد 

را تكثير كردند كه  bp 150وسيله اين پرايمرها يك قطعه حدودا 
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بـه  (پس از توالي يابي و حذف چند نوكلئوتيد ابتدايي و انتهـايي  
) دليل وجود خطا در ابتدا و انتهاي قطعه در فراينـد تـوالي يـابي   

هـاي مـورد    نوكلئوتيد از هركدام از نمونه 125يك قطعه به طول 
بـا اسـتفاده از ايـن    ) 13( انـگ و همكـاران  ز. بدست آمـد بررسي 

) بدون مشخص كردن توالي(را  DBATپرايمرها يك قطعه از ژن 
اولين بار ) 21(والكر و كروتائو . هاي اندوفيت تكثير كردند در قارچ
ــوالي  ــازي و  T. cuspidataرا از  DBATژن  mRNAت جداس

  . توالي آن را مشخص كردند

رديفــي مشــخص كــرد كــه ايــن قطعــه  هــمهــاي  نتــايج بررســي
شـود و نيـز    را شامل مـي  DBATژن  440تا  316نوكلئوتيدهاي 

مشخص شد كه آخرين نوكلئوتيد از اين قطعه، اولـين نوكلئوتيـد   
شباهت بين توالي ). 663تا  440(است  DBATتنها اينترون ژن 

 ـ هب دسـت آمـده از ايزولـه مولـد      هدست آمده از سرخدار با توالي ب
) 16(انـگ و همكـاران   ز. بـود ) درصد 99(بسيار بالا  T9ول تاكس

دست آمـده از قـارچ انـدوفيت     هب DBATشباهت بالاي توالي ژن 
بـا  . را با ميزبان آن گزارش كردنـد ) A. candidus(مولد تاكسول 

رديفـي چندگانـه مشـخص گرديـد كـه شـباهت تـوالي         انجام هم
ر نيـز بسـيار بـالا    هاي ديگ ـ دست آمده از سرخدار با توالي گونه هب

بـا   T9شباهت توالي سرخدار و ايزوله ). درصد 100تا  99(است 
  . دو قارچ اندوفيت بررسي شده نيز بسيار بالا بود

انجـام گرفـت كـه ايـن      BLASTXهاي بيشتر به وسيله  بررسي
كنـد كـه بـا اسـتفاده از تـوالي نوكلئوتيـدي،        امكان را فراهم مـي 

با اين كار تـاثير يـا   . جستجو گردداي مشابه  هاي اسيدآمينه توالي
عـدم تـاثير اختلافـات موجــود در تـوالي نوكلئوتيـدي بـر تــوالي       

 41نتايج نشـان داد كـه ايـن قطعـه     . گردد پروتئيني مشخص مي
ــوانش    ــارچوب خ ــيدآمينه در چه ــا  106، از +1اس ــد 146ت ، ك

 T9شباهت بين توالي آمينواسـيدي سـرخدار بـا ايزولـه     . كند مي
 22هـا در آمينواسـيد موقعيـت     ده و تنها اختلاف آنبسيار بالا بو

 Cبـه جـاي    Aمشاهده شد، كه در اثر جايگزيني يك نوكلئوتيد 
به ) CTT )Lتوالي نوكلئوتيدي و تغيير كدون از  64در موقعيت 

ATT )I (   البتـه تبـديل شـدن آمينواسـيد     . به وجـود آمـده بـود
يات دليـل شـباهت سـاختاري و خصوص ـ    لوسين به ايزولوسين بـه 

اي  تواند تغيير عمـده بيوشيميايي اين دو اسيدآمينه، احتمالا نمي
همچنين مشخص . در ساختار و عمل پروتئين حاصله بوجود آورد

          هــاي موجــود در تــوالي نوكلئوتيــدي گونــه اختلافــاتشــد كــه 
T. Canadensis ،T. sumatrana  وC. cladosporioides   

ها تاثيري نداشته است كه دليل اين امر،  اسيدي آنبر توالي آمينو

كد شدن يك اسيدآمينه بـه وسـيله چنـد كـد ژنتيكـي متفـاوت       
  . است

 80تـا   65(شـباهت بـالايي    DBATها نشان داد كـه ژن   بررسي
هم در سطح نوكلئوتيدي و هم در سطح آمينواسـيدي بـا   ) درصد

ازهاي درگير و آروئيل ترانسفر هاي مربوط به ساير آسيل توالي ژن
و   و والكر) 21( والكر و كروتائو. در مسير بيوسنتزي تاكسول دارد

وجود شباهت درسطح نوكلئوتيدي و آمينواسيدي ) 22(همكاران 
هاي اسيل و آروئيل ترانسـفراز درگيـر در    هاي كدكننده آنزيم ژن

از ايـن شـباهت بـالا    . مسير بيوسنتزي تاكسول را گزارش كردنـد 
 cDNAي پرايمر و پروب جهت غربال كتابخانه توان در طراح مي

  .در شناسايي آسيل و آروئيل ترانسفرازها استفاده كردند
  

  نتيجه گيري
در قـارچ انـدوفيت توليـد     DBATنتايج اين پژوهش حضـور ژن  

را بـه اثبـات رسـانده و     Taxus baccataو ) T9(كننده تاكسول 
مشخص كرد كه شباهت بسيار بالايي، هم درسطح نوكلئوتيدي و 
هم در سطح آمينواسيدي، بين توالي بدست آمـده از سـرخدار و   

هـاي بيشـتر نشـان داد كـه ايـن       بررسـي . وجـود دارد  T9ايزوله 
هـاي مختلـف    گونـه  DBATهاي مربـوط بـه ژن    ها و توالي توالي

دوفيت توليد كننده تاكسـول كـه در بانـك    هاي ان سرخدار و قارچ
همچنين . اند داراي شباهت بسيار زيادي هستند ژن ثبت گرديده

و ســاير آســيل و آروئيــل    DBATشــباهت بــالايي بــين ژن   
  .ترانسفرازهاي درگير در مسير بيوسنتزي تاكسول ديده شد

  

  

  تشكر و قدرداني
ابع نويسندگان اين مقاله از همكاري متخصصين اداره كل من

طبيعي شهرستان نوشهر بويژه آقاي مهندس خدابخش و نيز از 
كه در نمونه برداري از گياهان سرخدار  يوسفي پور مهندس خانم

 .نمايندبا اين گروه همكاري كردند صميمانه سپاسگزاري مي
شايان ذكر است كه اين مقاله قسمتي از پايان نامه كارشناسي 

رف دانشگاه بوعلي سينا ارشد بوده و بودجه پژوهشي آن از ط
  .تامين شده است
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Abstract 

Aim: The aim of this study was investigation of the presence DBAT gene, a key gene in the 
biosynthetic pathway of taxol, in yew (Taxus baccata) and its taxol producing endophytic fungus and 
also assessment the similarity of these sequences with sequences available in GenBank. 

Material and Methods: In this study, endophytic fungi were isolated from the bark of Taxus baccata 
and purified, using hyphal tip method. Genomic DNA of yew tree and a taxol producing fungus (T9 
isolate) was extracted. Using polymerase chain reaction, presence of DBAT gene was investigated. 
After sequencing, similarity of sequences obtained from yew and T9 isolate with other taxus species 
and endophyticn fungi sequences, available in GenBank, were compared. 

Results: Using specific primers, a 125 bp fragment of DBAT gene from Taxus baccata and T9 isolate 
was amplified. Nucleotide and amino acid sequences alignment showed that theses sequences had a 
high similarity (over 98%) in fungus and host plant. Alignment results of these sequences with other 
species of yew trees and endophytic fungi sequences also showed very high similarity (98-100%). 
Besides, relatively high similarity between the nucleotides and amino acid sequences of DBAT and 
other acyl/aroyltransferases enzymes involved in taxol biosynthesis were observed. 
Conclusion: Based on the results, the presence of DBAT gene in taxol producing endophytic fungus 
and also very high homology of its sequence, in nucleotide and amino acid levels, with host plant 
(Taxus baccata) and other yew species and fungal endophytes were proved. 
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