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  چکیده

 و قاطقره هایریزنمونه رشد و استقرار بر مختلف گیاهی رشد هایکنندهتنظیم و پایه کشت محیط نوعتأثیر  بررسی منظوربه تحقیق این

 انتهایی هایجوانه و ایگره تک های ریزنمونه منظور، این برای گردید. انجام ایشیشهدرون کشت شرایط در ثانویه های متابولیت میزان

 محلول نهایت در و %13 اتانول ،%H2O2 (5) محلول بنومیل، g/l3 محلول با تیمار طریق از و تهیه اردبیل استان جنگلی مناطق از قاطقره

 WPM و MS، AN هایکشت محیط روی هاریزنمونه شدند. ضدعفونیترتیب به دقیقه12 مدتبه =13pH با %5/2 سدیمهیپوکلریت

 رشد های ریزنمونه درصد که داد نشان نتایج شدند. کشت TDZ وزآتین  ،BAP مختلف سطوح و IBA یا mg/l1/3 NAA  حاوی

 بین متقابل اثر و کشت محیط هورمونی ترکیب پایه، کشت محیط نوعتأثیر  تحت داری معنی طور به ریزنمونه هر در برگ تعداد و کرده

پایه  هایکشت محیط از بیشتر داری معنی طور به MS کشت محیط  در ها ریزنمونه رشد و ریزنمونه هر در برگ تعداد گرفت. قرارآنها 

AN  وWPM های رشد کرده و تعداد برگ در هر ریزنمونه در محیط کشت پایه  بود. بیشترین درصد ریزنمونهMS ( حاویmg/l 1/3 )IBA 

های های ثانویه بین تیمار همچنین از نظر میزان متابولیت دست آمد.به BAPگرم بر لیتر  میلی 5/3گرم بر لیتر زآتین یا  میلی 1و  5/3همراه به

لیتر گرم برمیلی 2حاوی  MSترتیب در محیط کشت بیشترین میزان ترکیبات آنتوسیانینی و فلاونوئید به داری وجود داشت.اختلاف معنیمختلف 

BAP  لیتر گرم برمیلی 1/3وIBA  وMS  گرم بر لیتر میلی 2حاویTDZ  گرم بر لیتر میلی 1/3وNAA دست آمد.به  

 

 .MS، گیاه دارویی، محیط کشت پایه قاطقره فلاونوئید، ای،شیشهدرون ریزازدیادی های کلیدی:واژه
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ABSTRACT 
The current study was conducted to evaluate the effect of basal culture media and plant growth regulators on 

establishment and growth of Whortleberry explants and production of secondary metabolites in in vitro conditions. 

Accordingly, single node explants and apical buds of Whortleberry were collected from forestry areas (Soha, Ardabil, 

Iran), surface sterilized by benomyl (3 g/l), H2O2 (5%), Ethanol (70%) and sodium hypochlorite (2.5%, pH=10) for 

12 min, respectively. The explants were cultured on MS, AN, and WPM media supplemented with 0.1 mg/l NAA or 

IBA, and different levels of BAP, Zeatin and TDZ. Results showed that growth of explants (%) and number of leaves 

per explant were affected significantly by type of basal culture medium, plant growth regulators combination and 

their interaction. Number of leaves per explant and explant’s growth in MS medium was significantly higher than in 

AN, and WPM media. The highest shoots (%) and number of leaves were obtained in MS basal medium 

supplemented with 0.1 mg/l IBA plus 0.5 and 1 mg/l Zeatin or 0.5 mg/l BAP. Moreover, there were significant 

differences among the treatments for secondary metabolite contents. The highest amount of anthocyanin and 

flavonoid were obtained in MS medium supplemented with 2 mg/l BAP+ 0.1 mg/l IBA and MS medium plus 2 mg/l 

TDZ and 0.1 mg/l NAA. 
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  مقدمه

 Vaccinium ( با نام علمی 8قفقازی قاط )بلوبری گیاه قره

arctostaphylos L. باشد. این می 2اریکاسه یخانواده از

متر بوده که میوه و  0/8ای به ارتفاع گیاه درختچه

های آن دارای خواص دارویی است. از جمله خواص  برگ

سرطانی توان به کاهش قند خون و اثر ضددارویی آن می

. میوه و برگ این گیاه طور مخصوص اشاره کردآن به

دلیل دارا بودن ترکیبات ضدسرطان و ضدمیکروبی از  به

 ,Akhondzadehبالایی برخوردار است ) ارزش تجاری

 405در حال حاضر حدود  Vaccinium(. جنس 2000

 های مختلف گسترش اقلیمگیرد که در میگونه را در بر 

(. از جمله Debnath & McRae, 2002یافته است )

 arctostaphylos .V  توان بههای مهم این جنس می گونه
قفقاز  صغیر، آسیای جنگلی نواحی اکثر اشاره کرد که در

 خاستگاه اصلی  .شودمی یافت هایی از اروپاو بخشی

 V. arctostaphylos های مربوط به راشستان جنگل

 های این جنس گونهباشد. از دیگر شمال ایران می

V. corymbosum باشد که بومی اروپا و آمریکای می

دلیل اهمیت تجاری و ارزش دارویی بالا شمالی است و به

در اکثر نواحی مستعد مورد کشت و کار قرار گرفته است 

(Sabeti, 1994 با توجه به افزایش تقاضا، مطالعات .)

محصول  نژادی، افزایش کمی و کیفیوسیعی در زمینه به

های کاشت این گیاه آغاز شده و نیاز به یک و سیستم

روش سریع و کارآمد برای تکثیر این گیاه دارویی 

 ,Debnathشود )ارزشمند، بیش از پیش احساس می

 هایی که برای تکثیر گیاهان(. از جمله روش2002
گیرد، ریزازدیادی  تواند مورد استفاده قرار می

که روش کارآمد و مؤثری برای باشد، می 9ای شیشه درون

ویژه تولید گیاهان عاری از عوامل ازدیاد سریع گیاهان به

کند. زای قارچی، باکتریایی و ویروسی را فراهم میبیماری

های سنتی تکثیر، از ریزازدیادی در مقایسه با سایر روش

همچنین، به  .کارآیی و نرخ تکثیر بالایی برخوردار است

ای، شیشهدر شرایط درون بافت کمک روش کشت

پلاسم گیاهی اقدام نمود توان برای حفاظت ژرم می

(Debnath & McRae, 2002 .) 

                                                                               
1. Caucasian whortleberry   
2. Ericaceae 

3. In vitro micropropagation  

عوامل متعددی در پاسخ کشت بافت گیاهان و 

ای گیاهان مؤثر شیشهموفقیت در کشت و تکثیر درون

 توان به نوع محیطترین آنها میاست که از جمله مهم

های ای رشد گیاهی، ویژگیهکننده، تنظیمکشت پایه

ژنتیکی ریزنمونه و شرایط رشدی گیاه مادری اشاره اپی

 Nourafcan & Ansari, 2017; Kazeroonian et) کرد

al., 2017)مختلفی برای کشت بافت  های کشت . محیط

منظور استقرار، به Vacciniumگیاهان مختلف جنس 

است که از زایی پیشنهاد شده زایی، پرآوری و ریشه اندام

( ANتوان به محیط کشت اندرسون )جمله آنها می

(Anderson, 1984 محیط کشت موراشیچ و اسکوگ ،)

(MS( )Murashige & Skoog, 1977 محیط کشت ،)

( Lloyd & McCown, 1980) (WPM) 4گیاهان چوبی

های رشد گیاهی از عوامل مهم کنندهتنظیم اشاره نمود.

های رشد و نموی سلول هایدرگیر در کنترل فرایند

ای  شیشه گیاهی بوده و نقش بسیار مهمی در پاسخ درون

 .Meiners et alهای گیاهی دارند. ها و اندامها، بافتسلول

 و V. corymbosumهای با تحقیق روی گونه( 2007)
Vaccinium idaea با غلظت  0گزارش کردند که زآتین

mg/L 5/2 استیک اسید  -9-در ترکیب با ایندول(IAA) 

طور به WPMدر محیط کشت  mg/L 8/5در غلظت 

 ,.Meiners et alها را افزایش داد )داری تکثیر نهالمعنی

ژنتیک گیاهان در طی این، تغییرات اپی (. علاوه بر2007

فصول مختلف سال ناشی از شرایط محیطی، یکی دیگر از 

کشت ها بر گذار در پاسخ ریزنمونهعوامل تأثیر

ویژه در گیاهان جنگلی که ای است. این امر بهشیشه درون

گردد از اهمیت ها از رویشگاه طبیعی تهیه میریزنمونه

(؛ بنابراین، تهیه Farsi, 2006بسیار بالایی برخوردار است )

ها باید در فصل رشدی مناسب و از گیاهان ریزنمونه

ناسب )درختان( با شرایط مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی م

 و عاری از بیماری انجام گیرد. 

فعالان صنایع  زمینه شیمی، در هابا وجود پیشرفت

 منابع عنوانمطلوب به گیاهان نیازمند هنوز دارویی

 از ثانویه هایمتابولیت از تعدادی تولید بیولوژیک برای

. (Daryani et al., 2016) دارویی هستند مواد جمله

ها و ثانویه همانند فنل هایمتابولیت از بسیاری

                                                                               
4. Woody plant medium  

5. Zeatin 
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بیوسنتز  نیز ایشیشهدرون هایکشت در ،فلاونوئیدها

 با ترکیبات تهیه برای مهمی منبع عنوانبه و شده

 گیرندمی قرار استفاده مورد ارزش اقتصادی

(Alfermann & Petersen, 1995; Ramirez-Estrada 

et al., 2016 .)خواص داشتن دلیلبه گیاهان دارویی 

 غیره و اضطرابضد افسردگی،التهاب، ضدضد درد،ضد

 مؤثره دارند. مواد یکاربرد فراوان دارویی صنایع در

مواد  با بودنهمراه دلیلموجود در گیاهان دارویی به

جانبی  اثرات و شوندانباشته نمی بدن دیگر در زیستی

 سبب این امر گذارند. می جای به خود از کمتری

است  شده شیمیایی داروهای به نسبت این مواد برتری

(Castilho et al., 2006،با این حال .) سر بر مشکلاتی 

 درمان منظوربه دارویی گیاهان از استفاده راه

توان به جمله آنها می از دارد که وجود ها بیماری

 محدودیت گیاه، در دارویی پایین ترکیبات غلظت

 ثانویه، های متابولیت سنتز سرعت پایین منابع طبیعی،

 متنوع هایگونه و نابودی مراتع روزافزون تخریب

و  نمودنو اهلی اصلاح با مرتبط مشکلات گیاهی،

گیاهان دارویی اشاره  گستردگی و این گیاهان کشت

این  کاهش سبب بتواند که هایی رو، روشاین نمود؛ از

 و تولید شناسایی، همچنین و شوند هامحدودیت

 موجب دارویی گیاهان در را ثانویه افزایش ترکیبات

 سلول کشت از اهمیت بالایی برخوردار هستند. گردند،

بررسی راهکارهای موثری را برای بافت گیاهی  و

های متابولیت تولید در مؤثر بیوسنتزی مسیرهای

 هایمسیراین های درگیر در ژن بیان افزایش و ثانویه

 گیاهان کارآیی بتوان تا ی را فراهم نمودهبیوسنتز

 افزایش را دارو تولیدبرای  تجدیدپذیر منابع عنوان‌به

 ,Kumar & Gupta, 2008; Mulabagal & Tsayد )اد

2004; Sato et al., 2001). ای شیشهدرون کشت

 در پایدار روش یک عنوانبه گیاهی سلول، بافت و اندام

 در گسترده طوربه گیاهی هایبررسی متابولیت زمینه

 استفاده مورد گیاهان اکثر در با ارزش مؤثره مواد تولید

 سرعت با تولید آن، از با استفاده که است گرفته قرار

 از مستقل و شدهمحیطی کنترل در کم و هزینه بالا

 & Tripathi) پذیر استامکان هوایی و آب تغییرات

Tripathi, 2003; Siddiqui et al., 2013; Hazrati. 

Jahan et al., 2017).  بنابراین، در این تحقیق پاسخ

شده از ‌قاط تهیه ای قره های گره رشدی ریزنمونه

های کشت پایه های طبیعی به انواع محیط رویشگاه

های رشدی  کننده و تنظیم WPMو  MS، ANشامل 

مختلف شامل اکسین و سیتوکینین مورد ارزیابی قرار 

بر این، تأثیر نوع محیط کشت پایه و  گرفت. علاوه 

های رشد گیاهی مختلف بر تولید و تجمع  کننده یمتنظ

های رشدیافته در شرایط  های ثانویه در برگمتابولیت

 ای نیز بررسی گردید.شیشه درون

 

 هاروش و مواد
 ریزنمونه کشت و تهیه

های سالم )از لحاظ ساله و حاوی جوانههای یکسرشاخه

تابستان از قاط در اواخر فصل بهار و در طول فنوتیپی( قره

N 20/91مناطق جنگلی روستای سوها )
0
E 44/41و  :

0
: 

متر( از توابع شهرستان اردبیل تهیه و به 8445و 

ای های تک یا دو گرهآزمایشگاه منتقل شدند. ریزنمونه

دقیقه  95مدت  شویی بهقاط ابتدا با محلول مایع ظرفقره

مدت یک ساعت شستشو داده شده و زیر آب جاری به

گرم بر  9ها در محلول شدند. سپس، ریزنمونه آبکشی

% H2O2 0 ساعت و سپس، محلول  2مدت لیتر بنومیل به

 0مدت ور شده و با آب استریل بهدقیقه غوطه 85مدت به

% 45ها با اتانول دقیقه آبکشی شدند. در نهایت ریزنمونه

و   =85pH% با 0/2سدیم  ثانیه و هیپوکلریت 05مدت به

دقیقه تیمار شده و  82مدت % بهTween20 8/5حاوی 

مقطر استریل و حذف آب پس از سه بار آبکشی با آب

و  MS، ANهای پایه مختلف )اضافی، روی محیط کشت

WPMهای رشدی مختلف کننده( حاوی تنظیم

 ها در اتاقک رشد با دمای( کشت شدند. کشت8)جدول

°C8±24 ساعت و شدت نور  84، دوره روشنایی 

هفته پس  4لوکس نگهداری شدند. حدود  9055-9555

ها، درصد مانی ریزنمونهاز کشت، صفات درصد زنده

ها و مقدار برگ در هر ریزنمونه ثبت دهی ریزنمونه برگ

از صفر  ای صورت مشاهدهگردید. میزان رشد ساقه نیز به

های حاوی ریزنمونه 9)صفر عدم رشد ریزنمونه و  9تا 

رشد با بیشترین تعداد ساقه با بیشترین بیشترین مقدار 

ها از کشت بندی گردید. در همه موارد، محیططول( رتبه

°طریق اتوکلاو در دمای 
C

و فشار یک اتمسفر  828 

 دقیقه ضدعفونی گردید.  80مدت ‌به
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 رشد هایهای ثانویه در برگگیری متابولیتاندازه

 ایشیشهدرون شرایط در کرده
ای و تأثیر شیشهشرایط درونمنظور ارزیابی به

های ثانویه، های رشدی بر میزان متابولیتکننده تنظیم
 قاط روی محیطای قرههای تک یا دو گرهریزنمونه

های کننده حاوی تنظیم WPMو  MSهای پایه  کشت
روز  40( کشت گردید. حدود 2رشدی مختلف )جدول 

های رشدکرده در شرایط پس از کشت، برگ
ای برداشت شده و میزان فلاونوئید، ‌شیشه درون

گیری شد. از آنتوسیانین و فنل تام در آنها اندازه
عنوان  شده از رویشگاه طبیعی نیز بههای تهیه برگ

 شاهد استفاده گردید.
 8/5 حدود ثانویه، هایمتابولیت استخراج منظوربه

 0 با ینیچهاون درون تازه( )نمونهی اهیگ نمونه از گرم
 دیاس و خالص متانول(ی دیاس متانول تریلیلیم

 کاملاً (33:8 حجمی نسبت به خالص کیدریکلر
 شیآزما یهالوله درون آمده دستبه عصاره و دهیسائ
 یکیتار در ساعت  42 مدتبه و شده منتقل دارچیپسر

°ی دما در و
C20 شدند دارینگه (Chang et al., 

 g 4555 در قهیدق 85 مدتبه ،سپس .(2002
 آنتوسیانین و تامفنل فلاونوئید، مقدار و شده فوژیسانتر

   شد. گیریاندازه آن رویی محلول
 

 فلاونوئید گیریاندازه

 استاندارد منحنی براساس هانمونه کل فلاونوئید
 Chang et al. (2002)و با استفاده از روش  8کوئرسیتین

عصاره  لیتر میلی شد. به این صورت که به یک سنجیده
 85 آلومینیوم کلرید محلول از میکرولیتر 205 گیاهی،
 اضافه مولار یک 2استات میکرولیتر پتاسیم 205 و درصد،
 قرائت نانومتر 431 موج طول در هانمونه جذب و گردید

( Sigma-Aldrichهای مختلف کوئرستین )از غلظت .شد
عنوان به گرم بر لیتر متانول(میلی 855و  05، 20)صفر، 

از استاندارد استفاده گردید و منحنی استاندارد رسم شد. 
منحنی استاندارد کوئرستین و معادله رگرسیون حاصل از 

ها استفاده سازی مقدار فلاونوئید نمونهآن برای کمی
مقدار فلاونوئید با استفاده از فرمول گردید. سپس 

T=(C×V)/M گرم در یک گرم برگ تازه برحسب میلی
فلاونوئید  میزان با برابر Tه گردید. در این فرمول؛ محاسب

                                                                               
1. Quercetin 

2. Potassium acetate 

 برابر Cگرم برگ تر،  در کوئرستین گرممیلی حسب بر
 در گرممقدار غلظت فلاونوئید بر حسب میلی با است
عصاره )برحسب  حجم نهایی با است برابر Vلیتر، میلی
)برحسب گرم  نمونه گیاهی برابر وزن Mلیتر( و میلی

  .است نمونه تازه(
 

 تامفنل گیریاندازه

 9تام از معرف فولین سیوکالتیومقدار فنلگیری  اندازهبرای 
با کمی تغییر  Al-Farsi et al. (2005)روش طبق 

لیتر معرف فولین میلی 9. به این صورت که استفاده شد
 میکرولیتر 455( به 85:8 نسبت بهشده )سیوکالتیو رقیق

دقیقه در حمام  0مدت  و به عصاره گیاهی اضافه گردید از
° ماری( با دمای آب )بن

C22 به سپس .نگهداری گردید 
افزوده  درصد( 4سدیم )کربناتبی محلول لیترمیلی 9 آن

° دمای  با ماریبن در مجدداً  و شد 
C

 35 مدتبه 22 
 جذب نوری دقیقه 35 از پس شد. داده قرار دقیقه
 4بلانک مقابل در نانومتر 420 موج طول در ها‌نمونه

های برابر فولین سیوکالتو همراه نسبت)متانول اسیدی به
منظور  به .شد گیریاندازه %(4سدیم کربنات و بی
 استاندارد سازی مقدار فنل کل، از منحنی کمی

 2/8و  34/5، 41/5، 59/5های )در غلظت 0اسید‌گالیک
گرم بر لیتر متانول( و منحنی رگرسیون حاصل از میلی

آن استفاده گردید. سپس مقدار فنل کل نیز با استفاده از 
اسید در  گرم گالیکبرحسب میلی T=(C×V)/Mفرمول 

   یک گرم برگ تر محاسبه گردید.

 

 آنتوسیانین گیریاندازه

 Wagnerگیری مقدار آنتوسیانین از روش جهت اندازه
جذب نوری عصاره  استفاده شد. برای این منظور، (1979)
 محاسبه .نانومتر قرائت شد 005 موج طول در گیاهی 
M خاموشی ضریب و A=εbc فرمول از استفاده با غلظت

-

1
cm

 854 در آمده‌دست‌به عدد و انجام شد 99555 1-
 تر وزن بر گرم میکرومول حسب بر نتایج تا گردید ضرب
 bبرابر مقدار عدد جذبی،  Aدر فرمول فوق گردد.  ارائه

برابر  cبرابر ضریب خاموشی و  ε، 4برابر عرض کووت
 غلظت آنتوسیانین است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                               
3. Folin-Ciocalteu 

4. Blank  

5. Gallic acid 

6. Cuvette 
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گره های ای ریزنمونهشیشههای رشدی مورد استفاده برای استقرار و تکثیر درونکنندهانواع محیط کشت پایه و تنظیم .8جدول 

 قاطقره

Table 1. Different culture media and plant growth regulators used for in vitro propagation of Whortleberry nodal explants 
 Cytokinin  Auxin  Cytokinin  Auxin Culture 

TDZ (mg/L) BAP    (mg/L) Zeatin (mg/L)  0.1 (mg/L) TDZ (mg/L) BAP    (mg/L) Zeatin (mg/L)  0.1 (mg/L) media 

. . . . . . . . MS 

. . 0.5 NAA . . 0.5 IBA MS 

. . 1 NAA . . 1 IBA MS 

. . 2 NAA . . 2 IBA MS 

. 0.5 . NAA . 0.5 . IBA MS 

. 1 . NAA . 1 . IBA MS 

. 2 . NAA . 2 . IBA MS 

0.5 . . NAA 0.5 . . IBA MS 

1 . . NAA 1 . . IBA MS 
2 . . NAA 2 . . IBA MS 

. . . . . . . . AN 

. . 0.5 NAA . . 0.5 IBA AN 

. . 1 NAA . . 1 IBA AN 

. . 2 NAA . . 2 IBA AN 

. 0.5 . NAA . 0.5 . IBA AN 

. 1 . NAA . 1 . IBA AN 

. 2 . NAA . 2 . IBA AN 

0.5 . . NAA 0.5 . . IBA AN 
1 . . NAA 1 . . IBA AN 

2 . . NAA 2 . . IBA AN 

. . . . . . . . WPM 

. . 0.5 NAA . . 0.5 IBA WPM 

. . 1 NAA . . 1 IBA WPM 

. . 2 NAA . . 2 IBA WPM 

. 0.5 . NAA . 0.5 . IBA WPM 

. 1 . NAA . 1 . IBA WPM 

. 2 . NAA . 2 . IBA WPM 
0.5 . . NAA 0.5 . . IBA WPM 

1 . . NAA 1 . . IBA WPM 

2 . . NAA 2 . . IBA WPM 

 

 آماری تجزیه و آزمایشی طرح

آزمایش مربوط به بررسی تأثیر محیط کشت پایه و 

ایی  شیشه های رشدی مختلف بر رشد درون کنندهتنظیم

صورت فاکتوریل بر پایه طرح قاط به های قره ریزنمونه

ریزنمونه در هر  85تصادفی با سه تکرار و حداقل  کاملاً

تکرار انجام گرفت. در این آزمایش نوع محیط کشت پایه 

عنوان عامل اول و ( بهWPMو  MS ،ANبا سه سطح )

 8/5های رشدی )شامل ترکیب  کننده ترکیب تنظیم

 2و  8های صفر،  با غلظت NAAیا  IBAگرم بر لیتر  میلی

عنوان عامل ( بهBAPیا  TDZن، گرم بر لیتر زآتی میلی

آزمایش بررسی تأثیر عوامل مختلف  دوم نظر گرفته شد.

تصادفی  کاملاًهای ثانویه در قالب طرح  بر تولید متابولیت

لوله آزمایشی در هر تکرار انجام  85حداقل با سه تکرار و 

ها، تست وتحلیل دادهگرفت. قبل از انجام تجزیه

ای نمونهستفاده از آزمون تکها با ابودن داده‌نرمال

ها ‌وتحلیل دادهاسمیرنوف انجام گرفت. تجزیه -کولوگروف

و رسم نمودارها با استفاده  SPSS16افزار با استفاده از نرم

 انجام گرفت. EXCELافزار از نرم

های رشدی کنندهانواع محیط کشت پایه و تنظیم .2جدول 

های ثانویه در مورد استفاده برای ارزیابی متابولیت

 ایی قره قاط شیشه های درون کشت
Table 2. Culture media and plant growth regulators 

used for evaluation of secondary metabolites of 

Whortleberry in in vitro cultures 
Culture 
media 

NAA  
(mg/L) 

IBA  
(mg/L) 

TDZ  
(mg/L) 

BAP 
(mg/L) 

MS . . . . 

MS . 0.1 . 1 

MS . 0.1 . 2 
MS . 0.1 1 . 

MS . 0.1 2 . 

MS 0.1 . 1 . 
MS 0.1 . 2 . 

WPM . . . . 

WPM . 0.1 . 1 

WPM . 0.1 . 2 

WPM 0.1 . . 2 

WPM . 0.1 1 . 
WPM . 0.1 2 . 

WPM 0.1 . 2 . 

 

 بحث و نتایج
 رشدی هایکنندهتنظیم و پایه کشت محیط نوعتأثیر 

  قاطقره ایگره هایریزنمونه رشد و استقرار بر مختلف

 داد نشان هاداده واریانس تجزیه جدول از حاصل نتایج
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و  هاریزنمونه مانیزنده درصد، دهیبرگ درصد که

تأثیر  تحت داریمعنی طوربه قاطقرههای تعداد برگ

 و هورمونی ترکیب. گرفتند قرار پایه کشت محیط نوع

 نیز هورمونی ترکیب و پایه کشت محیط متقابل اثر

 هایریزنمونه مانیزنده و دهیبرگ درصد صفات برای

 در برگ تعداد صفت برای ولی بود، دارمعنی قاطقره

 (.9 )جدول نبود دارمعنی آماری نظر از ریزنمونه هر

 برگ تعداد که داد نشان هاداده میانگین مقایسه

 طوربه MS پایه کشت محیط در ریزنمونه هر در

 ،بود پایه هایکشت محیط سایر از بیشتر داریمعنی

 از WPM و  AN پایه کشت محیط دو بین حالیکهدر

 )شکل نداشت وجود داریمعنی اختلاف صفت این نظر

A-8.) در هاریزنمونه دهیبرگ درصد این، بر علاوه 

 داریمعنی طوربه AN و MS پایه هایکشت محیط

 درصد حال، این با؛ بود WPM محیط از بیشتر

 کشت محیط در قاطقرهگره  هایریزنمونه مانی‌زنده

WPM کشت محیط از بیشتر AN و MS شکل بود( 

B-8.) پاسخ برای گیاهی های بافت و ها سلول نیاز 

 به بسته شیشه درون شرایط در بهینه رشدی

 بر است. متفاوت ریزنمونه نوع همچنین و گیاهی گونه

 نوع اساس بر متعددی های فرمولاسیون اساس، همین

 مورد آلی مواد همچنین و معدنی مواد غلظت و

 است شده ارایه کشت   محیط ترکیب در استفاده

(George et al., 2008.) پاسخ نیز حاضر تحقیق در 

 محیط در قاط قره یاگره های ریزنمونه رشدی

 و بوده متفاوت WPM و MS، AN های کشت 

 در ها ریزنمونه رشد و استقرار برای شرایط ترین‌مناسب

 به توجه با (.8 )شکل آمد دستهب MS کشت محیط

 از برخی ترکیب یا غلظت نظر از ها محیط این کهاین

 است ممکن نتایج این هستند متفاوت هم با ها نمک

نیترات آمونیوم  ویژههب ها نمک بالای غلظت خاطربه

(NH4NO3 )کشت محیط ترکیب در MS .باشد 

 اسیدآمینه، بیوسنتز برای اصلی عنصر یک نیتروژن

 در مهمی بسیار نقش و است نوکلئیک اسید و پروتئین

 که دارد سلولی تمایز و رشد متابولیسمی، مسیرهای

 در گیاهی نمو و رشد کاهش باعث سرعتبه آن کمبود

 (.Taiz & Zeiger, 2002شود )ای میشیشهکشت درون

 معدنی ترکیب مهمترین( NH4NO3) مونیترات آمونی

 آن نقش که است نیتروژن منبع عنوان به استفاده مورد

 کالوس، تولید ها،سلول مانیزنده سلولی، تقسیم در

 تقویت در همچنین و هابرگ و هامریستم تشکیل

 های متابولیت تولید و ها سلول اکسیدانی نتیآ فعالیت

اثبات های سلولی در گیاهان مختلف به  کشت در ثانویه

که کمبود آن باعث ایجاد یک سری یطوررسیده است؛ به

های ‌اختلالات در فرایندهای رشد و نموی ریزنمونه

-Ramage & Williams, 2001; Saeشود )گیاهی می

Lee et al., 2014های  بر این، تعادل یون (. علاوهNH4
و  +

NO3
و سمیت  NO3در محیط کشت برای جذب بهتر  -

 & Leneeها ضروری است )ل بافتدر داخ NH3کمتر 

Chupeau, 1989های  (. اهمیت تعادل بین یون+
NH4 و 

NO3
 & Aloe polyphylla( )Ivanova) آلوئه مارپیچدر  -

Van Staden, 2009های مختلف گلابی ) ( و گونهWada 

et al., 2015.نیز گزارش شده است ) 

 نوع و پایه کشت محیط تیماری ترکیب بررسی

 حاوی MS یپایه کشت محیط که داد نشان اکسین

 تعداد میانگین نظر از NAA لیتر بر گرممیلی 8/5

 درصد و دهیبرگ درصد ریزنمونه، هر در برگ

 و درصد 94/42 عدد، 43/2) ریزنمونه مانی‌زنده

 سایر به نسبت بهتری عملکرد ترتیب( به درصد 42/32

   (.4 )جدولداشته است  تیمارها

 
 ایشیشهقاط در شرایط درونای قره های گرهتجزیه واریانس تأثیر محیط کشت پایه، اکسین و سیتوکینین بر رشد ریزنمونه .9جدول 

Table 3. Variance analysis of the effects of basal culture media, auxin and cytokinin on in vitro growth of 

Whortleberry nodal exaplants 

Source of variation df 
MS 

Number of leaves Leafing percentage Percentage of viability 

Basal medium (a) 2 19.15** 2719.94 ** 2414.86 ** 

Plant growth regulators (b) 19 2.37 ns 1855.86 ** 2961.22 ** 
a × b 38 1.64 ns 2524.85 ** 1023.81** 

Error 120 1.58 288.21 395.00 

C.V (%) - 63.70 71.24 37.53 

ns  :** درصد. 8دار در سطح احتمال دار و وجود اختلاف معنینبود اختلاف معنیترتیب بهو 
ns, **: Non-significant and significant at 1% level of probability, respectively. 
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 بین شودمی مشاهده 4 جدول در کهریطوهمان

 NAAلیتر برگرممیلی 8/5حاوی  MS کشت هایمحیط

 و دهیبرگ درصد نظر از IBA برلیتر‌گرم‌میلی 8/5و 

 وجود داریمعنی آماری اختلاف هاریزنمونه مانی‌زنده

، ریزنمونه هر در برگ تعداد میانگین نظر از اما داشت.

 درصد ،همچنین نشد. مشاهده داری‌معنی اختلاف

 طوربه NAA حاوی MS کشت محیط در دهیبرگ

بود؛  IBA حاوی MS محیط از بیشتر داریمعنی

 ،WPM و AN پایه هایکشت محیط در درحالیکه،

 حاوی کشت محیط در داده برگ های‌ریزنمونه درصد

IBA حاوی محیط از بیشتر داریمعنی طوربه NAA 

تأثیر  و اهمیت دهندهنشان امر این (.4 )جدول است

 در پایه کشت محیط و اکسین نوع بین متقابل اثر

؛ است قاطقره ایگره هایریزنمونه بافتی کشت پاسخ

 استقرار در مناسب نتیجه آوردندستهب برای بنابراین،

 باید قاط قره ایگره های ریزنمونه ایی شیشه درون رشد و

 استفاده اکسین و پایه کشت محیط مناسب ترکیب از

 اکسین از استفاده که داده نشان متعدد مطالعات نمود.

، گره های ریزنمونه کشت محیط در پایین غلظت در

 اثر کاهش باعث ها، سلول رشد تحریک بر علاوه

 شود می ساقه طولی رشد در ها سیتوکینین بازدارندگی

(Machakova et al., 2008).  

 WPM و MS، AN پایه هایکشت محیط بین

 سیتوکینین غلظت و نوع به بسته NAA و IBA حاوی

 اختلاف دهیبرگ درصد نظر از مورداستفاده

 بیشترین کهطوری به؛ گردید مشاهده داری‌معنی

 کشت محیط به مربوط دهیبرگ  درصد( 855) درصد

WPM 8/5 وزآتین  لیتر بر گرممیلی 0/5 حاوی 

 در طورکههمان براین، علاوه بود. IBA برلیتر گرم میلی

 پایه کشت محیط در شودمی مشاهده A -2 شکل

MS، هایمحیط در داده برگ هایریزنمونه درصد 

  هایمحیط از بیشتر mg/l NAA 8/5 حاوی

 هایکشت محیط در ولی بوده mg/l IBA 8/5 حاوی

AN و WPM، در داده برگ هایریزنمونه درصد 

 حاوی هایمحیط از بیشتر IBA حاوی هایمحیط

NAA .بین دارمعنی متقابل اثر بیانگر که بود  

 استفاده مورد هورمونی ترکیبات و پایه کشت محیط

 است.
 

    
 

 قاط.های قرهمانی ریزنمونهدهی و درصد زندهدرصد برگ (B)میانگین تعداد برگ و  (A)کشت پایه بر  تأثیر نوع محیط .8 شکل

 % است.0دار در سطح احتمال دهنده اختلاف معنیها نشانحروف متفاوت در ستون
Figure 1. Effect of basal medium on (A) leaf number; (B) leafing and viability percentages of Whortleberry explants. 

Different letters indicate a significant difference at the 5% probability level. 

 

قاط در های قرهمانی ریزنمونهدهی و درصد زنده، درصد برگبر تعداد برگ تأثیر انواع محیط کشت پایه و نوع اکسین. 4 جدول

 ایشیشهکشت درون

Table 4. The effect of different basal medium and auxin type on number of leaves per explant, leafing percentages and 

viability of Whortleberry explants at in vitro cultures 
Basal Medium IBA  (mg/L) NAA 

(mg/L) 
Number of 

leaves/explant 
Percentage of leaf 
producing explants 

Percentage of viability 

MS 0.1 . 2.86 a 26.80 c 48.04 c 

AN 0.1 . 1.71 b 59.39 ab 76.24 b 

WPM 0.1 . 2.17 ab 50.46 b 81 ab 

MS . 0.1 2.69 a 72.34 a 92.62 a 

AN . 0.1 1.63 b 29.47 c 75.82 b 

WPM . 0.1 1.81 b 22.47 c 84.99 ab 
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 ،IBA حاوی تیمارهای از حاصل نتایج اساس بر

 نظر از WPM و MS، AN پایه هایکشت محیط بین

 اختلاف قاطقره هایریزنمونه مانیزنده درصد

 کشت محیط در براین، علاوه داشت. وجود داری‌معنی

MS نظر از استفاده مورد سیتوکینین سطوح تمام در 

 بین داری معنی اختلاف ها ریزنمونه مانی زنده درصد

 داشت وجود NAA و IBA حاوی های کشت محیط

 MS های کشت محیط در که،طوریبه (،-2B )شکل

 حاویمحیط  از بیشتر مانی زنده درصد NAA حاوی

IBA .مانی زنده درصد بیشترین مثال برای بود 

 گرم میلی 8/5 حاوی MS کشت محیط در ها ریزنمونه

 دستبه TDZ لیتر بر گرم میلی 0/5 و NAA لیتر بر

 8/5 حاوی MS کشت محیط در که درحالی آمد،

 TDZ لیتر بر گرم میلی 0/5 و IBA لیتر بر گرم میلی

 )کمترین %25 حدود به ها ریزنمونه مانی زنده درصد

مقدار در بین تیمارها( کاهش یافت ولی در محیط 

حاوی سطوح مختلف  WPMو  ANهای  کشت

گرم  میلی 2حاوی  ANکشت  سیتوکنین به غیر از محیط

های حاوی  داری بین محیط ، اختلاف معنیBAPبر لیتر 

NAA  وIBA  شکل( وجود نداشتB-2.)  

ویژه ‌ها برای تقسیم سلولی، به ها و سیتوکینین اکسین

 Mبه  G2و  Sبه  G1در مراحل انتقال سلول گیاهی از 

ها در القای  براین، اکسین نقش بسیار مهمی دارند. علاوه

های مرتبط با رشد  کننده پروتئینهای کدرونویسی ژن

سلولی کردن دیوارهسلولی نقش داشته و از طریق اسیدی

پذیری آن، منجر به رشد  و در نتیجه افزایش توسعه

از طریق تنظیم سنتز  نیز ها شوند. سیتوکینین سلولی می

های میتوزی،  گیری دوک های درگیر در شکل پروتئین

دهند  تأثیر قرار میطور مستقیم چرخه سلولی را تحت ‌به

(Stals & Inze, 2001) حاضر، تحقیق . در

برای  TDZو زآتین در مقایسه با  BAPهای  سیتوکینین

قاط  های قره ایی ریزنمونه شیشه استقرار و رشد درون

ها در  ن پاسخ رشدی ریزنمونهتر بودند. همچنیمناسب

تر این  های پایین های حاوی غلظت محیط کشت

های نسبتاً بالای آنها بود.  شتر از غلظتها بی سیتوکینین

های  بیشترین تعداد برگ در هر ریزنمونه در ریزنمونه

 گرممیلی 0/5 حاوی MSشده روی محیط کشت کشت

 IBAلیتر بر  گرم میلی 8/5همراه یا زآتین به BAPلیتر  بر

لیتر  بر گرممیلیحاوی یک  MSو پس از آن در محیط 

دست آمد ‌به NAAلیتر  بر گرم میلی 8/5همراه زآتین به

ها بود. با این  داری بیشتر از بقیه تیمار طور معنیکه به

های  با ارزیابی کشت جوانه Cuce et al. (2013)حال، 

های  کشت در محیط V. arctostaphylosانتهایی گونه 

ترین ترکیب محیط مناسب MSو  WPM ،DKWپایه 

لیتر  گرم بر  حاوی یک میلی MSکشت برای این گیاه را 

گزارش نمودند. البته  IBAگرم بر لیتر  میلی 8/5زآتین و 

اند، با نتایج  که آنان از زآتین استفاده کردهبا توجه به این

های مختلف در سطوح  تحقیق حاضر که از سیتوکینین

مختلف استفاده شده است قابل مقایسه و بحث نخواهد 

 Vacciniumریزازدیادی گونه عه دیگر، بود. در یک مطال

vitis-idaea  های اندرسون  محیط کشتدر(AN) ،

WPM  1/2وMS 0/5های مختلف ) در ترکیب با غلظت ،

گرم بر لیتر( زآتین مورد بررسی قرار گرفت  میلی 2و  8

در بالاترین غلظت زآتین،  WPMکه محیط کشت 

ای این گونه را های گره ترین سطح رشد ریزنمونهمناسب

براین، در  . علاوه(Paprstein & Sedlak, 2015)راهم کرد ف

 Vacciniumهای  ای در مورد ریزازدیادی گونه مطالعه

vitis-idaea  وVaccinium corymbosum  نیز گزارش

های  شده که سیتوکینین زآتین از نظر تحریک شاخه

 ,.Meiners et al) توبولین بود-و متا TDZنابجا برتر از 

-Vaccinium vitisالعه دیگری، ریزازدیادی . در مط(2007

idaea های مختلفی از  تحت تأثیر غلظتTDZ  و زآتین

در  TDZکه  هشدگزارش و  همورد ارزیابی قرار گرفت

ها را  میکرومولار( تکثیر شاخه 8تا  8/5های پایین ) غلظت

کند  میها ممانعت  ولی از رشد طولی ساقه هفراهم نمود

(Debnath, 2005) .Ostroluka et al. (2004)  با کشت

و  Vaccinium vitis-idaeaای دو گونه شیشه درون

Vaccinium corymbosum،  گزارش کردند محیط حاوی

ترین محیط برای  گرم بر لیتر زآتین، مناسب میلی 2

است. در این گونه ای و ریزازدیادی  شیشه کشت درون

گره  ی حاصل از کشت ها تحقیق حاضر، رشد طولی ساقه

دهی مورد   صورت رتبه به (V. arctostaphylos)قاط قره

ها در  (. رشد طولی ساقه0ارزیابی قرار گرفت )جدول 

 ANو  WPMهای  بیشتر از محیط MSمحیط کشت پایه 

گرم بر  میلی 0/5حاوی  MS    بود و نیز در محیط کشت

 MSو  NAAگرم بر لیتر میلی 8/5همراه لیتر زآتین به
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 8/5همراه ‌گرم برلیتر زآتین به میلی 2 یا 8حاوی 

حاوی  MSو همچنین  NAAیا  IBAگرم بر لیتر  میلی

گرم بر لیتر  میلی 8/5همراه ‌به BAPگرم بر لیتر  میلی 0/5

IBA ها بود )جدول  رشد طولی ساقه بیشتر از بقیه تیمار

بودن و همچنین پایداری (. بنابراین با توجه به ارزان0

در  BAPدر مقایسه با زآتین، استفاده از  BAPبالاتر 

 شود.  ریزازدیادی این گیاه دارویی توصیه می

 عوامل که شده اثبات متعددی مطالعات در

 ترکیب مادری، گیاه ژنوتیپ و گونه مانند متعددی

 ×کشت محیط ترکیب گیاهی، رشد  کننده تنظیم

 کنار در ها ریزنمونه فیزیولوژیک شرایط و گیاه ژنوتیپ

مؤثر  و مهم بسیار عوامل از، پایه کشت محیط ترکیب

 باشد می گیاه ای شیشهدرون مناسب رشدی پاسخ در

(Machakova et al., 2008; Paprstein & Sedlak, 

2015; Daryani et al., 2016.) امکان بنابراین  

 از وسیعی دامنه برای کشتی محیط ترکیب یک توصیه

  وجود فیزیولوژیک شرایط و ها ژنوتیپ ها، گونه

 قرار سازی بهینه مورد تجربی طوربه باید و نداشته

 گیرد.

 

 هایتیمار از برخی و پایه هایکشت محیط در

 AN و MS هایکشت محیط خصوصبه هورمونی

 و هابرگ رشد ،IBA همراهبه BAP وزآتین  حاوی

 (.9 )شکل باشدمی مشاهدهقابل وضوحبه هاساقه

 و MS هایکشت محیط آمده دستبه نتایج براساس

AN توجهیقابلزآتین تأثیر  ترپایین هایغلظت حاوی 

 داشت. کرده رشد هایساقه در گل هایغنچه تولید بر

 کنترل یبرا روشی، ایشیشه درون شرایط دری گلده

 همچنین و یگلده ندیفرآ یهاسمیمکان ییشناسا و

 که است یشیزا یهااندام نیتکو گل، لیتشک مراحل

 ها،نینیتوکیس قبیل از متعددی عواملتأثیر  تحت

 ها ریزنمونه زیرکشت زمان و نوری دوره ساکارز، مقدار

 MS کشت محیط (.Wang et al., 2002) گیرد می قرار

 بالایی هایویتامین و آهن میکرو، ماکرو، عناصر حاوی

 گل هایغنچه رشد برای را مغذی محیط یک که است

 براین، علاوه (.May & Cellier, 1973) کندمی فراهم

، کشت محیط در نیتروژن کاهش که شده گزارش

 شده‌کشت هایریزنمونه در گل هایغنچه کاهش باعث

 (.Okamoto et al., 2000) شودمی
 

 

 

 

 
 

 
ای های گره مانی ریزنمونهدرصد زنده (B)دهی و درصد برگ (A)های رشد مختلف بر  کنندهتأثیر محیط کشت و تنظیم .2شکل 

 ایی شیشه قاط در شرایط درونقره
Figure 2. Effect of different culture media and plant growth regulators on (A) percentage of leaf producing explants 

and (B) percentage of explant viability of Whortleberry at in vitro cultures 
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( تشکیل غنچه گل در ساقه Bو  Aقاط در محیط کشت و ترکیبات هورمونی مختلف؛ )های گره قرهایی ریزنمونه شیشه . رشد درون9شکل 

های رشد کرده روی  ریزنمونه (C) ؛IBAلیتر برگرممیلی 8/5همراه لیتر زآتین بهبرگرممیلی 8و  0/5حاوی  MSرشد کرده روی  محیط 
 BAPلیتر برگرممیلی 0/5حاوی  AN محیط (D)؛ IBAلیتر برگرممیلی 8/5مراه هلیتر زآتین بهبرگرممیلی 0/5حاوی  MSمحیط کشت 

 محیط (F)؛ NAAلیتر بر‌گرم‌میلی 8/5همراه لیتر زآتین بهبرگرممیلی 0/5حاوی  MS محیط (E) ؛IBAلیتر برگرممیلی 8/5همراه به
WPM  لیتر برگرممیلی 2حاویBAP لیتر برگرممیلی 8/5همراه بهNAA  ؛(G)  )و محیط کشت بدون هورمون )شاهد (H) داری نگه

 لوکس. 9555-9055ها در اتاقک رشد با شدت نوری ‌نمونه
Figure 3. In vitro growth of Whortleberry nodal explants on different culture media and plant growth regulators; (A 
and B) formation of flower buds on MS medium containing 0.5 and 1 mg/l zeatin with 0.5 mg/l IBA; (C) explant 

growth on MS medium containing 0.5 mg /l of zatin with 0.1 mg/ l IBA; (D) AN medium containing 0.5 mg/l BAP 
with 0.1 mg/l IBA; (E) MS medium containing 0.5 mg/l of zeatin with 0.1 mg/l of NAA; (F) WPM medium 

containing 2 mg/l BAP with 0.1 mg/l of NAA; (G) medium without plant growth regulator, and (H) In vitro cultures 
of Whortleberry nodal explants in a growth chamber with a light intensity of 3000-3500 lux 

 

 و تامفنلی آنتوسیانینی، ترکیبات میزان بررسی

 کشت در قاطقره هایریزنمونه فلاونوئیدی

 ایشیشه‌درون

تیمارهای هورمونی مختلف و نمونه شاهد بین 

آوری شده از طبیعت( از نظر میزان آنتوسیانین، ‌)جمع

داری وجود داشت. فلاونوئید و فنل تام اختلاف معنی

( نشان داد که از نظر 4ها )جدول مقایسه میانگین داده

های تیمار شاهد نمونه برگ ،مقدار آنتوسیانین کل

تیمارهای هورمونی آوری شده از طبیعت( و )جمع

جز محیط )به ایشیشهمورد استفاده در شرایط درون

 8/5و  BAPلیتر گرم برمیلی 2حاوی  MSکشت 

داری وجود ‌اختلاف معنی (IBAلیتر  بر گرممیلی

نداشت. این در حالی است که بیشترین میزان 

 MSترکیبات آنتوسیانینی مربوط به محیط کشت 

لیتر  بر گرممیلی 8/5و  BAPلیتر گرم برمیلی 2حاوی 

IBA که بین تیمار هورمونی مذکور و طوریبود. به

فاقد ترکیب  MSنمونه برگ شاهد و محیط کشت 

داری وجود داشت. همچنین از هورمونی اختلاف معنی

های ‌بین نمونه برگفلاونوئیدی نیز  اتنظر ترکیب

در شرایط شده های کشتآمده از ریزنمونهدست‌به

داری ‌و نمونه برگ شاهد اختلاف معنی ایی شیشه درون

گرم میلی 2حاوی  MSمشاهده نشد. اما محیط کشت 

بیشترین  NAAگرم بر لیتر میلی 8/5و  TDZلیتر بر

گرم میلی 83/84) ترکیبات فلاونوئیدی مقدار

که طوری، بهنشان دادکوئرستین بر گرم نمونه تازه( را 

استفاده از ترکیب هورمونی مذکور تأثیر مناسبی بر 

. داشت تیمارهای دیگرسطح فلاونوئید کل نسبت به 

ها از نظر آمده از میانگین دادهدستبررسی نتایج به

داری تام نشان داد که هیچ اختلاف معنیمقدار فنل

شده از های تهیهآمده از نمونهدست‌مابین نتایج به

شده از طبیعت های تهیهای و برگ‌شیشه‌کشت درون

گرم میلی 2حاوی  MSوجود نداشت. اما محیط کشت 

 WPMو  IBAگرم بر لیتر میلی 8/5و  BAPلیتر بر

لیتر گرم برمیلی 8/5و  BAPگرم بر لیتر میلی 2حاوی 

NAA میکرو گرم  88/888و  82/888ترتیب )‌به

 رابهتری اسید بر گرم نمونه تازه( عملکرد گالیک

 داشتند.

های گیاهی یک منبع مناسب و مهم کشت سلول

A B C D E 

F G H 
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های ثانویه با ارزش در اکثر برای تولید متابولیت

(. Alferman & Petersen, 1995گیاهان است )

پتانسی، هر سلول گیاهی تمام  براساس فرضیه توتی

تواند دامنه  اطلاعات ژنتیکی گیاه والد را داراست و می

که در گیاه کامل یافت  وسیعی از مواد بیوشیمیایی

 & Ramachandraشود را تولید نماید )می

Ravishankar, 2002 نوع و مقدار اکسین یا .)

سیتوکنین، یا نسبت اکسین به سیتوکنین، تشکیل و 

های گیاهی های ثانویه را در سلولتجمع متابولیت

(. Bohn & Rink, 1988دهد )شده تغییر میکشت

و زآتین تأثیر مناسبی بر سطح  BAP ،2ipاستفاده از 

داشته  هاهای ثانویه در بسیاری از آزمایشمتابولیت

اسید است. همچنین مشخص شده است که جیبرلیک

اسید، تولید آنتوسیانین را در برخی از و آبسیزیک

 & Seitzسازند )ای متوقف میشیشههای درونکشت

Hinderer, 1988 در بسیاری از موارد، مشاهده .)

مانع تولید  D-2,4کننده رشد گیاهی ردیده که تنظیمگ

 D-2,4شود. برای مثال، حذف های ثانویه میمتابولیت

باعث افزایش تولید  IAAیا  NAAو یا جایگزینی آن با 

، Daucus carotaآنتوسیانین در کشت تعلیقی 

، Nicotiana tabacumنیکوتین در کشت تعلیقی 

 Portulaca grandifloraشیکونین در کشت تعلیقی 
(. با این وجود، Rajendran et al., 1992) شودمی

در بیوسنتز کاروتنوئید در کشت  D-2,4تحریک توسط 

و تولید آنتوسیانین در کشت  Daucus carotaتعلیقی 

 ,.Mok et alگزارش شده است ) Oxalis linearisکالوس 

1976; Meyer & Van Staden, 1995ها (. سیتوکنین

بسته به نوع متابولیت و گونه گیاهی اثرات متفاوتی دارند. 

تولید آنتوسیانین را در کشت  Kinبرای مثال، 

Haplopappus gracilus کند ولی مانع تولید تحریک می

 Mok etشود )می Populusآن در کشت سلول جنس 

al., 1976; Seitz & Hinderer, 1988.) 
 

 قاطقرهگره های های رشدی مختلف بر رشد ساقه در ریزنمونه کنندهتأثیر محیط کشت پایه و تنظیم .0جدول 
Table 5. Effect of different culture media and plant growth regulators on in vitro stem growth of Whortleberry nodal 

explants 

IBA (0.1 mg/l) NAA (0.1 mg/l) Culture media 
** *** MS + 0.5 ZT 

*** *** MS + 1 ZT 

*** *** MS + 2 ZT 

*** * MS + 0.5 BAP 

** * MS + 1 BAP 

** - MS + 2 BAP 

- - MS + 0.5 TDZ 

* - MS + 1 TDZ 

* * MS + 2 TDZ 

- - (Without hormone) MS 

** - AN + 0.5 ZT 

** - AN + 1 ZT 

** - AN + 2 ZT 

* - AN + 0.5 BAP 

- - AN + 1 BAP 

* - AN + 2 BAP 

- - AN + 0.5 TDZ 

** - AN + 1 TDZ 

** - AN + 2 TDZ 

- - (Without hormone) AN 

** - WPM + 0.5 ZT 

* * WPM + 1 ZT 

- - WPM + 2 ZT 

** - WPM + 0.5 BAP 

* - WPM + 1 BAP 

** - WPM + 2 BAP 

* - WPM + 0.5 TDZ 

- - WPM + 1 TDZ 

- - WPM + 2 TDZ 

- - (Without hormone) WPM  

 : بدون رشد ساقه  -، مترسانتی 0/5-8های با طولمتر، *: ساقهسانتی 8-2های با طول ، **: ساقهمترسانتی 2-9های با طول : ساقه***
***: Shoots with length of 3-4 cm, **: Shoots with length of 2-3 cm, *: Shoots with length of 0.5-1 cm, -: Without stem growth 
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Table 6. Amount of anthocyanins, flavonoids and total phenol of Whortleberry leaves grown at in vitro condition 
Total phenol 

(µg Gallic acid/ g fresh sample) 

Flavonoid  

(mg Quercetin/g fresh sample) 

Anthocyanins 

(µmol/ g fresh sample) Treatment 
82.49 ab 12.82 abc 16.23 b Control (In vivo) 
81.61 ab 8.61 bc 16.24 b Free (MS)  
88.30 ab 9.45 abc 13.15 b MS + 1 BAP + 0.1 IBA 

111.12 a 12.89 abc 24.22 a MS + 2 BAP + 0. 1IBA 
87.55 ab 9.24 abc 15.19 b MS + 1 TDZ + 0.1 NAA 

99.07 ab 14.19 a 20.31 ab MS + 2 TDZ + 0.1 NAA 

90.50 ab 7.64 c 14.33 b MS + 1 TDZ + 0.1 IBA 
83.51 ab 10.14 abc 17.76 ab MS + 2 TDZ + 0.1 IBA 

85.01 ab 10.30 abc 17.19 ab Free (WPM)  
111.11 a 13.25 ab 17.49 ab WPM + 2 BAP + 0.1 NAA 
73.67 b 9.55 abc 16.68 ab WPM + 1 BAP + 0.1 IBA 

86.68 ab 12.61 abc 19.96 ab WPM + 2 BAP + 0.1 IBA 

81.29 ab 8.50 bc 16.04 b WPM + 1 TDZ + 0.1 IBA 
89.90 ab 11.87 abc 17.85 ab WPM + 2 TDZ +  0.1 IBA 

98.16 ab 11.84 abc 18.69 ab WPM + 2 TDZ + 0.1 NAA 

 

 کلیی ریگجهینت

ای علاوه بر افزایش شیشهدروناستفاده از روش کشت 

نرخ تکثیر و تولید گیاهانی مشابه پایه مادری، گیاهانی 

فاقد آلودگی داخلی و با نرخ رشد بیشتری را تولید 

 دارویی گیاهان ثانویه ترکیباتهمچنین نماید. ‌می

 لذا اهمیت هستند. دارای درمانی و غذایی اهداف برای

 در تغییر ینکمتر ایجاد ضمن که بتواند عاملی هر

 افزایش را ترکیبات این تولید گیاه، ژنتیکی ساختار

بود. در این تحقیق، سعی بر ارائه  ارزش خواهد با دهد

محیط کشت مناسب در کنار ترکیب هورمونی مطلوب 

بررسی همچنین قاط و ای قرهشیشهبرای کشت درون

ای بر سطوح شیشهتأثیر شرایط کشت درون

های ثانویه بود. با بررسی نتایج محیط کشت ‌متابولیت

MS  گرم برلیتر میلی 8/5حاویIBA همراه به

داری بر تأثیر معنی BAPهای مختلف زآتین و  غلظت

 ها داشتند. رشد ریز نمونه
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