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 چکیده
منظور کاهش قند خون و تنظيم فشار خون از دیرباز در ایران کاربرد یکي از گياهان دارویي مهم در طب سنتي است که به قاطقره     
های و ساليسيليك اسيد بر استقرار و رشد ریزنمونه سينپوتر در این تحقيق تأثير اکسين، اسيد جيبرليك، کازئين هيدرولایسيت، دارد.

قاط از های انتهایي قرهجوانهگرهي و های تك. ریزنمونهشدتام بررسي و ميزان ترکيبات ثانویه آنتوسيانين، فلاونوئيدی و فنل قاطقره
و سطوح BAP  گرم بر ليتريميل 7حاوی  MSهای طبيعي تهيه شده و پس از ضدعفوني سطحي روی محيط کشت پایه رویشگاه
گرم بر ليتر ميلي 1/0و  BAP گرم بر ليترميلي 7 حاوی MSگرم بر ليتر( و محيط کشت ميلي 1تا 01/ 0) NAAیا  IBAمختلف 

NAA  یاIBA گرم بر ميلي 180گرم بر ليتر(، کازئين هيدرولایسيت )صفر تا ميلي 8/0تا  0سطوح مختلف اسيد جيبرليك ) به همراه
ها ماني ریزنمونهدهي و زندهدرصد برگ نتایج نشان دادتر( کشت شدند. يگرم بر لميلي 10تا  0تر(، پوترسين و ساليسيليك اسيد )لي
در  NAAتيمار هورموني ها در هریزنمونماني دهي و زندهدرصد برگ. فتگرنوع و غلظت اکسين قرار ثير أتداری تحت طور معنيهب

به ترکيب محيط  GA3 اضافه کردن .بود IBA کليه سطوحو  NAAهای بالاتر غلظتداری بيشتر از طور معنيهبتر های پایينغلظت
این برها نداشت. علاوهدهي ریزنمونهماني و درصد برگدر زندهتأثيری ولي شد؛ تعداد برگ در ریزنمونه  دارکشت باعث افزایش معني

ها گردید ولي این افزایش در ماني ریزنمونهباعث افزایش تعداد برگ و درصد زندهيسيليك کازئين هيدرولایسيت، پوترسين و اسيد سال
 داری وجود داشت.های مختلف اختلاف معنيهای ثانویه بين تيماراز نظر ميزان متابوليتدار نبود. تيمارها از نظر آماری معني برخي از

فلاونوئيد و فنل کل نيز در  بيشترین ميزان و MS+2mg/l BAP+ 0.1mg/l NAAبيشترین ميزان ترکيبات آنتوسيانيني در محيط کشت 
شده در این تحقيق ه ئارابنابراین، از نتایج و دستورالعمل  .اسيد بدست آمدگرم بر ليتر ساليسيليكميلي 18 همان محيط کشت حاوی

 .ای این گياه استفاده نمودشيشهتوان در کشت و تکثير درونمي

 
 L. Vaccinium arctostaphylos ،بافت، گياهان دارویيپوترسين، کشت دی:کلی هایواژه
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 مقدمه
 عضوی (.Vaccinium arctostaphylos Lقاط )قره گياه    
این گياه های ميوه و برگ باشد.مي Ericaceae خانواده از

 و کروی ،دارای خواص دارویي است. ميوه به صورت سته
بودن ترکيبات آنتوسيانيني، دليل دارا بهو  بوده پربذر

 فلاونوئيدی، ضدسرطان و ضدميکروبي از ارزش تجاری
این، ميوه این گياه سرشار از برعلاوهبالایي برخوردار است. 

اسيد کافئيك،  ،اسيد کافيئليونيك اسيدهای فنوليك ازجمله
اسيد کوماریك، مشتقات اسيد هيدروکسي بنزوئيك و 

ترکيبات آلي غيرفنولي  و مشتقات هيدروکسي سيناميك
همانند ایریدوئيدها و اسيدهای گياهي و مقادیر بسيار کمي 

 Ayazباشد )های هوایي ميميریتن در بخشاز ميریتن و اپي

et al., 2001.)  نام انگليسي این گونهWhortleberry مي-

 معروف است. بلوبری قفقازی نيز  که به باشد
ی در مباني ای از علوم کاربردریزازدیادی شاخه

های مختلف تحقيقاتي بيوتکنولوژی گياهي است که سازمان
های توليدی گياهان بافتي و شرکتهای کشتازجمله شرکت

های تحقيقاتي و پایه در سطوح مختلف و بر اساس برنامه
در برخي از  کنند.برداری ميدرآمدزایي خود از آن بهره

زایي نينای ازجمله جشيشههای ریزازدیادی درونروش
زایي با توجه به گونه گياهي، ریزنمونه و سوماتيکي و اندام

بافتي این احتمال که افراد حاصل نسبت به گياه  شرایط کشت
ولي مطالعات  .مادری متفاوت باشند، همواره وجود دارد

متعدد نشان داده که چنين تنوعي در کشت اندام از قبيل گره 
وجود ندارد و یا اینکه بسيار های جانبي و انتهایي یا و جوانه

اکسين و  ویژههای رشد گياهي، بهتنظيم کننده کم است.
ها هم در گياه کامل ها، در کنترل رشد و نمو سلولسيتوکينين

ای شيشههای کشت شده در شرایط درونو هم در ریزنمونه
 ,.Mirzaie-Nodoushan et al نقش بسيار مهمي دارند

2016) ;.(Iliev et al., 2010  

را برای تکثير ثری ؤمکشت بافت و اندام گياهي رهيافت 
فراهم کرده و با قاط قرههای مختلف گياهي ازجمله گونه
و  یرشدامکان تکثير سریع و مستقل از فصل به  توجه

 ، این تکنيكهایي عاری از بيماریهمچنين امکان توليد نهال

سال  90ر . به این دليل داز اهميت بالایي برخوردار است
ازدیادی برای تکثير های ریزگذشته استفاده از سيستم

فراواني یافته  توسعه Vacciniumهای مختلف جنس گونه
 .  (Fan et al. 2017; Mirjani et al., 2017)است

بافتي(، کشتدر مقایسه با تکثير معمولي )تکثير غير
-ميوهای شيشهازدیادی درونقاط حاصل از ریزگياهان قره

 در . (ElShiekh et al., 1996)کنندهای بيشتری توليد مي
 )قاط های قرهنمونهای ریزشيشهروی کشت درون يتحقيق

(V. arctostaphylos Meiners  نشان  (2007)و همکاران
 MSها در محيط کشت دادند که بهترین عملکرد ریزنمونه

 داشتن دليل به ،ثانویه متابوليتآید. بدست مي NAAحاوی 

 ... و اضطرابضد افسردگي،التهاب، ضدضد درد،ضد خواص

-)متابوليت مؤثره مواد .دارد کاربرد فراوان دارویي صنایع در

 با بودن همراه دليل به دارویي گياهان در ثانویه( موجود های

 در روازاین برخوردارند، زیستي حالت از دیگر پيوسته مواد

-ينم جای به خود از جانبي یهااثر و شوندينمانباشته  بدن
 داروهای به نسبت آنها برتری سبب این امر و گذارند

به  با توجه (.Castilho et al, 2006است ) شده شيميایي
های تمایز های ثانویه بيشتر در بافتتوليد متابوليت اینکه

است تا  انجام شدههای زیادی شود، تلاشیافته انجام مي
سيار مهم را از طریق کشت ریشه و بتوان ترکيبات دارویي ب

هایي از نظر دست آورد. کشت چنين اندامگياه به ساقه
 است. ترپایداردر مقایسه با کشت سلولي توليد نيز ژنتيکي و 

ازجمله شابيزک، پروانش کبير، گل  متعددی گياهاندر 
های منظور توليد متابوليتانگشتانه و درمنه کشت ساقه به

 & Ramachandraاند )عه قرار گرفتهثانویه مورد مطال

Ravishankar, 2002.) از استفاده راه سر بر مشکلاتي اما 

 که دارد وجود هابيماری درمان منظوربه يیدارو گياهان

 در دارویي پایين ترکيبات غلظت توان بهآنها مي ازجمله

-متابوليت توليد سرعت پایين منابع طبيعي، محدودیت گياه،

 هایگونه نابودی و مراتع روزافزون تخریب ثانویه، های

 و نمودن و اهلي اصلاح با مرتبط مشکلات گياهي، متنوع
 روازاین .اشاره کردگياهان زراعي  گسترده و زراعي کشت

 و شود هااین محدودیت کاهش سبب بتواند که هایيروش
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 در را ثانویه افزایش ترکيبات و توليد شناسایي، همچنين

 باشد.مي حال گسترش در ،دگرد موجب دارویي گياهان

 از استفاده ژنتيك، بافت، مهندسي و سلول کشت راهکارهای

 توليد در مؤثر بررسي مسيرهای مولکولي، نشانگرهای

 را گياهان کارآیي قادر است ژن بيان افزایش و هامتابوليت

 ) دهد افزایش دارو توليد برای تجدیدپذیر منابع عنوانبه

Sato et al., 2001 ؛ Kumar & Gupta, 2008).  بنابراین
ها و محرکتأثير انواع هورمون به بررسي ابتدا این آزمایش

در شرایط  قاطهای قرهبر رشد ریزنمونههای رشدی مختلف 
به بررسي تأثير این ترکيبات بر  بعدای پرداخته و شيشهدرون

کرده اقدام تام سطوح مختلف آنتوسيانين، فلاونوئيد و فنل
 .تاس

 
  هامواد و روش

 تهیه و کشت ریزنمونه
های سالم )از لحاظ های یکساله و حاوی جوانهسرشاخه   

از مناطق جنگلي روستای  پایيزقاط در فصل فنوتيپي( قره
متر( از  1120و  15/55 :شرق و 78/95: شمالسوها )

بندی مناسب به توابع شهرستان اردبيل تهيه و در بسته
-های تك یا دو گرهي قرهریزنمونه شدند.آزمایشگاه منتقل 

دقيقه شستشو  90شویي به مدت قاط ابتدا با محلول ظرف
داده شده و زیر آب جاری به مدت یك ساعت آبکشي 

گرم بر ليتر بنوميل به  9ها در محلول شدند. سپس، ریزنمونه
 8( 2O2Hهيدروژن )پراکسيد محلول بعدساعت و  7مدت 

ور شده و با آب استریل به قه غوطهدقي 10به مدت درصد 
ها با در نهایت ریزنمونه .ندگردیددقيقه آبکشي  8مدت 
 8/7سدیم ثانيه و هيپوکلریت 80به مدت درصد  20اتانول 
به مدت  درصد Tween20 1/0و حاوی  =10pHبا درصد 

مقطر دقيقه تيمار شده و پس از سه بار آبکشي با آب 17
 های پایهروی محيط کشتاستریل و حذف آب اضافي، 

به همراه  BAPگرم بر ليتر ميلي 7 حاوی MS مختلف
های رشدی ازجمله های مختلف اکسين و محرکغلظت

 )جدول اسيد و پوترسيناسيد، کازئين و ساليسيليكجيبرليك
، 75+1 ها در اتاقك رشد با دمای( کشت شدند. کشت1

وکس ل 9000-9800ساعت و شدت نور  11دوره روشنایي 
 ي از قبيلصفات ،هفته پس از کشت 5نگهداری شدند. حدود 

برگ  تعدادها و دهي ریزنمونهدرصد برگ و مانيزندهدرصد 
عنوان معياری از دهي بهدرصد برگ .ریزنمونه ثبت گردید در

های رشد کرده است، ولي تعداد برگ در درصد ریزنمونه
شد کرده در هر دهنده ميانگين تعداد برگ رنشان هاریزنمونه

ها از طریق اتوکلاو کشتدر همه موارد محيط ریزنمونه است.
و فشار یك اتمسفر به  سانتيگراد درجه 171و در دمای 

پایدار در دماهای ترکيبات نا. شددقيقه ضدعفوني  18مدت 
و پوترسين از  اسيدساليسيليكجيبرليك، اسيدبالا از قبيل 

استریل شده  ميکرومتر 7/0با منافذ  سرسرنگي طریق فيلتر
تر و و پس از اتوکلاو شدن محيط کشت و در دماهای پایين

 . شدزیر هود به آن اضافه 
 

های رشد کرده در گیری متابولیت ثانویه در برگاندازه
 ایشیشهشرایط درون

قاط رشد های مهم گياه قرهمتابوليت گيریمنظور اندازهبه   
و همچنين بررسي تأثير  ایشيشهکرده در شرایط درون

های ثانویه، های رشدی بر ميزان این متابوليتکنندهتنظيم
 هایقاط روی محيط کشتهای تك یا دو گرهي قرهریزنمونه

و همچنين  1)*( در جدول شماره  با علامتمشخص شده 
 + mg/l SA18 mg/l NAA + 1/0 mg/l BAP محيط کشت

7MS+  های شت، برگروز پس از ک 58حدود  .ندشدکشت
ای برداشت شده و ميزان شيشهرشد کرده در شرایط درون
گيری شد. از در آنها اندازه تامفلاونوئيد، آنتوسيانين و فنل

عنوان شاهد طبيعي نيز بههای تهيه شده از رویشگاه برگ
های ثانویه، حدود منظور استخراج متابوليتد. بهشاستفاده 

 8 با چيني هاون ه تازه( درونگياهي )نمون نمونه از گرم 1/0
 کلریدریك و اسيد خالص متانول(اسيدی  متانول ليترميلي

و عصاره  سائيده کاملا (33:1به نسبت حجمي  خالص
 78دمای  و در در تاریکي ساعت 27به مدت  آمدهدستبه

 در دقيقه 10 مدتبه سپس داری شد.نگه سانتيگراد درجه

تام ده و مقدار فلاونوئيد، فنلسانتریفوژ شدور در دقيقه  5000
 گيری شد.و آنتوسيانين محلول رویي آن اندازه
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 قاطهای گرهی قرهای ریزنمونهشیشهانواع تیمار هورمونی و ترکیبات سیگنالی مورد استفاده برای کشت درون -1 جدول

  BAPگرم بر لیتر میلی 2حاوی  MSدر محیط کشت  

 NAA آزمایش
(mg/l) 

IBA 

(mg/l) 

 سيد جيبرليكا

(mg/l) 

 هيدرولایسيتکازئين

(mg/l) 

 پوتریسين

(mg/l) 

 اسيد ساليسيليك

(mg/l) 

 - - - - - 01/0 آزمایش اول

 1/0 - - - - - 

 8/0 - - - - - 

 1 - - - - - 

 - 01/0 - - - - 

 - 1/0 - - - - 

 - 8/0 - - - - 

 - 1 - - - - 

       

 - - - - - )شاهد( 1/0 آزمایش دوم

 1/0 * - 1/0 - - - 

 1/0 * - 8/0 - - - 

 - - - - )شاهد(1/0 - 

 - 1/0 1/0 - - - 

 - 1/0 8/0 - - - 

       

 - - - - - )شاهد( * 1/0 آزمایش سوم

 1/0 * - - 80 - - 

 1/0 * - - 100 - - 

 1/0 - - 180 - - 

 1/0 - - - 8 - 

 1/0 - - - 10 - 

 1/0 * - - - - 8 

 1/0 - - - - 10 

 قاطای قرهشيشههای دروندر کشت های ثانویههای مورد استفاده برای ارزیابي متابوليتکشتمحيط *:

 
 گیری فلاونوئیداندازه

کوئرستين با  استاندارد منحني براساس هانمونه کل فلاونوئيد     
برای این شد.  سنجيده (Chang et al., 2002)استفاده از روش 

 نانومتر 535 موج طول در جذب نوری عصاره گياهي ورمنظ
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عنوان های مختلف کوئرستين بهاز غلظت گردید. قرائت
. سپس گردید و منحني استاندارد رسم شد استفاده داستاندار

بر حسب  T=(C × V)/Mمقدار فلاونوئيد با استفاده از فرمول 
رمول گرم در یك گرم برگ تازه محاسبه گردید. در این فميلي

T گرم  در کوئرستين گرمميلي حسب برفلاونوئيد  ميزان با برابر
-غلظت فلاونوئيد بر حسب ميلي مقدار با است برابر Cبرگ تر، 

عصاره )برحسب  حجم نهایي با است برابر Vليتر،ميلي در گرم
)برحسب گرم نمونه  نمونه گياهي برابر وزن Mليتر( و ميلي

 . تازه( است
 
 تامنلگیری فاندازه

تام فولين سيوکالتيو استفاده از مقدار فنل گيریاندازهبرای     
. ر استفاده شدي( با کمي تغيAl-Farsi et al., 2005روش )

 گيریاندازه 278 موج طول در جذب نوری عصاره گياهي

استاندارد  سازی مقدار فنل کل از منحنيمنظور کميبه گردید.
قدار فنل کل نيز با استفاده از . سپس مشدگاليك اسيد استفاده 

اسيد در یك گرم گاليكبر حسب ميلي T=(C × V)/Mفرمول 
  گرم برگ تر محاسبه گردید.

 
 گیری آنتوسیانیناندازه
 ,Wagner) گيری مقدار آنتوسيانين از روشاندازهبرای      

 جذب نوری عصاره گياهي این منظور برای استفاده شد. (1979
 استفاده با غلظت محاسبه. انومتر قرائت شدن 880 موج طول در

 cm1-M-1خاموشي ضریب و  A=εbcفرمول از
انجام   99000 

 در آمدهبدست عدد و شد
 حسب بر نتایج تا گردید ضرب 110

برابر  Aگردد. در فرمول فوق  ارائه تر وزن بر گرم ميکرومول
برابر ضریب  εبرابر عرض کووت،  bمقدار عدد جذبي، 

 برابر غلظت آنتوسيانين است. cخاموشي و 
 

 هاطرح آزمایشی و تجزیه داده
-ها بر پایه طرح کاملا تصادفي با سه تکرار و همه آزمایش    

مقایسه  .شدلوله آزمایشي در هر تکرار انجام  10حداقل 
ای دانکن آزمون چند دامنهبا استفاده از ها ميانگين داده

(DMRT و در سطح احتمال )گردیدانجام درصد  8. 

ها در سه مرحله های مورد استفاده در این آزمایشریزنمونه
مختلف از رویشگاه طبيعي تهيه شده و به این دليل  رشدی
شده ها در قالب سه آزمایش مجزا انجام وتحليل دادهتجزیه
نرمال بودن آزمون ها، وتحليل دادهقبل از انجام تجزیه است.
. شدای کولوگروف انجام نمونهها با استفاده از آزمون تك داده

انجام  SPSS16افزار ها با استفاده از نرموتحليل دادهتجزیه
 .گردید

 

  نتایج

های رشد ریزنمونه بر NAAو  IBAی مختلف هاتأثیر غلظت
       ایشیشهقاط در شرایط درونقره
بر  IBAو  NAAهای مختلف منظور بررسي تأثير غلظتبه   

، 1/0، 01/0های گرهي، تأثير ای ریزنمونهشيشهرشد درون
 7در ترکيب با  IBAیا  NAAگرم بر ليتر از و یك ميلي 8/0

مورد بررسي قرار  MSدر محيط کشت  BAPگرم بر ليتر ميلي
( نشان داد که 7 نتایج حاصل از تجزیه واریانس )جدول گرفت.

های دهي ریزنمونههای مختلف از نظر درصد برگبين تيمار
 وجود دارد. درصد  1داری در سطح قاط اختلاف معنيقره

اما از نظر ميانگين تعداد برگ در هر ریزنمونه برگ داده و 
داری وجود نداشت. ها اختلاف معنيماني ریزنمونهدرصد زنده

ترتيب درصد( به 50/13و 19/11دهي )بيشترین درصد برگ
 بر گرمميلي 01/0و  1/0حاوی  MSمربوط به محيط کشت 

طور بود که به BAPليتر بر گرم ميلي 7به همراه  NAAليتر 
ها در محيط دهي ریزنمونهداری بيشتر از درصد برگمعني
و  a ،b ،c، 1بود )شکل  IBAهای حاوی سطوح مختلف کشت

d  گرم ميلي 1/0و  01/0های . اضافه نمودن غلظت(9و جدول
قاط را نسبت به های قرههماني ریزنموندرصد زنده NAAبر ليتر 

دار بقيه تيمارها بيشتر کرد ولي این اختلاف از نظر آماری معني
 (.9بدست نيامد )جدول 

 
های ی مختلف اسید جیبرلیک بر رشد ریزنمونههاتأثیر غلظت

 ایشیشهقاط در شرایط درونقره
هتای  تأثير غلظتت نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس به     

هتای مختلتف   نشان داد که بتين غلظتت  يد جيبرليك مختلف اس



 تأثير اکسين و برخي ترکيبات ...  80

 

 جيبرليك از نظر ميانگين تعداد بترگ در ریزنمونته بترگ   اسيد 
دهي و داری وجود داشت. ولي از نظر درصد برگاختلاف معني

قاط کشتت شتده در شترایط    های قرهماني ریزنمونهدرصد زنده
 (.5مشاهده نشد )جدول  داریای اختلاف معنيشيشهدرون

 
 ایشیشهقاط در شرایط درونقره های گرهیرشد ریزنمونهبر  IBAو  NAAهای مختلف تجزیه واریانس تأثیر غلظت -2 جدول

 منبع تغيير درجه آزادی  ميانگين مربعات 

   ميانگين تعداد برگ دهيدرصد برگ مانيدرصد زنده

115/531 ns 1080/571 
** 0/829 ns 2 تيمار هورموني 

595/721  115/175  319/0  خطا 11 

51/95  08/51  21/98    رات )درصد(يضریب تغي - 
ns: درصد 1 احتمال دار در سطح: معني** دار،غيرمعني    

 

 قاط های گره قرهبر خصوصیات رشدی ریزنمونه IBAو  NAA هایهای مختلف اکسینغلظتتأثیر  -3جدول 

  BAPگرم بر لیتر میلی 2حاوی  MSدرون محیط کشت 

 NAAغلظت 

 (گرم بر ليترميلي)

 IBAغلظت 

 (گرم بر ليترميلي)

 ميانگين

 تعداد برگ

 درصد

 دهيبرگ

 هاماني ریزنمونهزنده

 )درصد(

01/0 - 9 ±0/705 *
 a 13/50 ±7/50 a 13/50 ± 7/50 a 

1/0 -  7/31 ±0/22a 11/19 ±3/11 a 27/70 ±15/20 a 

8/0 - 7/99 ±0/99 a  53/31 ±3/11ab 53/31 ± 3/11 ab 

1 - 7/11±0/0 7 a 57/29 ±2/78 bc 89/59 ±5/597 ab 

- 01/0 7/11 ±0/822 a 78/21 ±9/21 cd 73/89 ±9/22 b 

- 1/0 7/11 ±0/55 a 15/11 ±9/21 d 99/10 ±7/12 b 

- 8/0 7/72 ±0/15 a  58/30 ±2/25bc 87/81 ±15/05 ab 

- 1 9/11 ±0/37 a 91/70 ±7/30 bc 81/59 ±10/30 ab 

  .است( DMRTای دانکن )آزمون چند دامنهدرصد  8دار در سطح احتمال دهنده اختلاف آماری معنيون نشانحروف متفاوت در هر ست
 دهنده خطای استاندارد تيمارهاست.نشان :*

 

 ایشیشهقاط در شرایط درونهای گرهی قرهرشد ریزنمونهجیبرلیک بر  تجزیه واریانس تأثیر اسید -4 جدول

 درجه آزادی ع تغييرمنب
  ميانگين مربعات 

 مانيدرصد زنده دهيدرصد برگ ميانگين تعداد برگ
 ns580/275 ns817/1051 101/0* 8 تيمار هورموني

 105/935 895/955 185/0 17 خطا
 35/98 95/95 90 - رات )درصد(يضریب تغي

ns :درصد 8احتمال دار در سطح معني: *، دارمعنيغير 
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اسيد ثير أتهای ج حاصل از مقایسه ميانگين دادهنتای
( 8 جيبرليك بر ميانگين تعداد برگ در هر ریزنمونه )جدول

جيبرليك بر ميانگين  نشان داد که با افزایش ميزان اسيد
که بيشترین نحویبه ،تعداد برگ در هر ریزنمونه افزوده شد

ليتر  گرم برميلي 8/0با  تعداد برگ در ریزنمونه تيمار شده
داری در مقایسه اسيد جيبرليك مشاهده شد که تفاوت معني

اما از نظر  با محيط بدون اسيد جيبرليك )شاهد( داشت.
-ها و غلظتقاط بين محيط کشتهای قرهدهي ریزنمونهبرگ

داری وجود های مختلف و تيمار شاهد اختلاف معني

ماني . این در حاليست که از نظر درصد زندهشتندا
های مختلف و تيمار ها با غلظتها بين محيط کشتونهریزنم
حاوی  MSهمچنين محيط پایه  )فاقد اسيد جيبرليك( شاهد

-اختلاف معني و اسيد جيبرليك IBAگرم بر ليتر ميلي 1/0

(. بدین گونه fو  e، 1 و شکل 8 داری وجود داشت )جدول
و اسيد  IBAگرم بر ليتر ميلي 1/0که در تيمار هورموني 

درصد(  95ماني ریزنمونه )رليك کمترین درصد زندهجيب
 (.g، 1 دست آمد )شکلبه

  

 MSدرون محیط کشت  ایشیشهقاط در شرایط درونقره گرهی هایجیبرلیک بر خصوصیات رشدی ریزنمونه تأثیر اسید -5جدول 

 BAPگرم بر لیتر میلی 2حاوی 

 هاریزنمونه مانيدرصد زنده دهيبرگدرصد  تعداد برگ گرم بر ليتر(تيمار هورموني )ميلي

1/0  NAA 1/50 ±0/10*b 13/31±17/11 a 25/18 ±17/38 a 

1/0  + NAA 1/0  GA 1/35  ±0/80ab 11/11 ±11/55 ab 25/11 ±15/59 a 

1/0  + NAA 8/0  GA 7/05 ±0/59 ab 28/59 ±2/83 a 59/99 ±5/99 a 

1/0  IBA 
 1/8 ±0/78 b 11/50 ±17/11 ab 50/00 ±7/55 a 

1/0  + IBA 1/0  GA 1/59 ±0/55 b 90/11 ± 8/70 b 95/00± 1/00 b 

1/0  + IBA 8/0  GA 7/15 ±0/13 a  81/39 ±17/98ab 81/39 ±17/98 ab 

   .است( DMRTای دانکن )آزمون چند دامنهدرصد  8دار در سطح احتمال دهنده اختلاف آماری معنيحروف متفاوت در هر ستون نشان
 دهنده خطای استاندارد تيمارهاست.نشان :*

 

اسید و پوتریسین تأثیر کازئین هیدرولایسیت، سالسیلیک
 استقرار قاط در مرحلههای قرهبر روی رشد ریزنمونه

ها دست آمده از مقایسه ميانگين دادهطبق نتایج به
 ليتر گرم برميلي 7حاوی  MS( محيط کشت 1 )جدول
BAP ليتر  گرم برميلي 1/0 به همراهNAA های بين محيط

کشت حاوی کازئين یا سالسيليك اسيد و یا پوتریسين و 
تيمار شاهد )فاقد محرک رشدی( از نظر ميانگين تعداد برگ 

داری وجود نداشت. اما استفاده از ساليسيليك اختلاف معني
اسيد و پوتریسين، نسبت به محيط حاوی کازئين 

ي بر تعداد برگ در هر ریزنمونه هيدرولایسيت تأثير مثبت

 دهيبرگ. از نظر درصد (nو  h ،i ،m، 1)شکل داشته است
ليتر تأثير  گرم برميلي 10در غلظت  پوتریسيناستفاده از 

 ،درصد( 77/17ها داشت )ریزنمونه دهيدرصد برگمنفي بر 
که حتي نسبت به محيط فاقد محرک رشدی )تيمار طوریبه

تری از خود نشان يفععملکرد ض درصد( 31/13شاهد( )
استفاده ها نيز ماني ریزنمونههمچنين از نظر درصد زنده .داد

-عملکرد ضعيفاز محيط فاقد محرک رشدی )تيمار شاهد( 

های این در حاليست که محيط ،داشتدرصد(  18/25)تری 
 1/0 به همراه BAP ليتر گرم برميلي 7حاوی  MSکشت 

گرم بر ليتر ميلي 10ه همراه ب NAAليتر  گرم برميلي
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گرم بر ليتر ميلي 10درصد( و  100اسيد )ساليسيليك
گرم بر ليتر ميلي 80درصد( و همچنين 100پوترسين )

از تيمار  یبيشتر عملکرددرصد( 100کازئين هيدرولایسيت )
 (.1 )جدول ندداشت شاهد

 

دهی و یسین بر میانگین تعداد برگ در هر ریزنمونه برگ داده، درصد برگاسید و پوترلایسیت، سالسیلیکتأثیر کازئین هیدرو -6جدول 

  BAPگرم بر لیتر میلی 2حاوی  MSمحیط کشت  درقاط های قرهمانی ریزنمونهدرصد زنده

 ماني ریزنمونهدرصد زنده دهيدرصد برگ ميانگين تعداد برگ ) گرم بر ليتر)ميلي تيمار هورموني

1/0  NAA 1/50 ±* 0/10b 13/31 ± 11/17a 25/18 ± 17/38 b 

1/0  NAA + 8 SA 7/11 ±0/55 ab  28±15/59 a 31/11 ± 5/99 ab 

1/0  NAA + 10 SA 7/59 ±0/27 a  100±0/00 a 100 ±0/00 a 

1/0  NAA + 80 CA 7/00 ±0/00 ab  100± 0/00 a 100 ±0/00 a 

1/0  NAA + 100 CA 1/11 ±0/80 ab  59/99±11/11 a 31/11 ± 5/99 ab 

1/0  NAA + 180 CA  1/27±0/15 ab 15/55 ±7/70 a 39/99 ± 1/11 ab 

1/0  NAA + 8 PU 7/55 ±0/73 ab  22/22±15/13 a  38± 8/00 ab 

1/0  NAA + 10 PU 7/19 ±0/71 ab  17/77±1/15 a 100 ± 0/00 a 

CAهيدرولایسيت، : کازئينSAاسيد و : ساليسيليكPUپوتریسين : 
 .است( DMRTای دانکن )آزمون چند دامنهدرصد  8دار در سطح احتمال دهنده اختلاف آماری معنيحروف متفاوت در هر ستون نشان

 دهنده خطای استاندارد تيمارهاست.نشان :*

 
قاط های گرهی قرهجیبرلیک، کازئین هیدرولایسیت، سالیسیلیک اسید و پوتریسین بر رشد ریزنمونه سیدو همچنین ا IBAو  NAAتأثیر سطوح مختلف  -1 شکل

و  d )01/0و  cترتيب(؛ )به NAAگرم بر ليتر ميلي 1/0و  b )01/0و  aبه همراه  BAPگرم بر ليتر ميلي 7حاوی  MSدرون محيط کشت ای شیشهدر شرایط درون
گرم بر ليتر ميلي g )1/0ترتيب(؛ گرم بر ليتر اسيد جيبرليك )بهميلي 1/0و  8/0همراه به NAAگرم بر ليتر ميلي f )1/0و  eترتيب(؛ )به AIBگرم بر ليتر ميلي 1/0

IBA گرم بر ليتر اسيد جيبرليك؛ ميلي 1/0همراه بهh،i  ،m  وn )1/0 گرم بر ليتر ميليNAA گرم بر ليتر ميلي 10اسيد،گرم بر ليتر ساليسيليك ميلي 10همراه به
 گرم بر ليتر کازئين هيدرولایسيتميلي 180گرم بر ليتر کازئين هيدرولایسيت و ميلي 80پوتریسين، 
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 عوامل مختلفتأثیر ای تحت شیشهقاط در شرایط درونتجزیه واریانس مقدار آنتوسیانین، فلاونوئید و فنل کل برگ قره -7جدول 

  ن مربعاتميانگي  درجه منبع تغيير

 ميزان آنتوسيانين ميزان فلاونوئيد ميزان فنل کل آزادی 

 597/51** 372/18** 857/1028** 2 تيمار هورموني

 327/5 512/5 771/915 11 خطا

 88/78 98/75 73/71  رات )درصد(يضریب تغي

 درصد 1 احتمال دار در سطحمعني: **

  

م و فلاونوئیدی تابررسی میزان ترکیبات آنتوسیانینی، فنلی
 ایشیشهکشت درون قاط درهای قرهریزنمونه

آمده از جدول تجزیه واریانس بين دستطبق نتایج به    
آوری های هورموني و همچنين شاهد )نمونه جمعتيمار

شده از طبيعت( از نظر ميزان آنتوسيانين، فلاونوئيد و 
درصد  1داری در سطح احتمال تام اختلاف معنيفنل
 (.2اهده شد )جدول مش

نشان داده شده  5در جدول شماره  کهطوریهمان 
 MSهای مقدار آنتوسيانين برگ در محيط کشت است،

 گرم بر ليترميلي 1/0و  BAP گرم بر ليترميلي 7حاوی 
NAA  وMS  گرم بر ليترميلي 7حاوی BAP 1/0 و 
 گرم بر ليترميلي 18و  NAAگرم بر ليتر ميلي

داری بيشتر از سایر تيمارها طور معنييد بهاسساليسيليك
های برگ تهيه شده از رویشگاه طبيعي و همچنين نمونه

های برگ تهيه شده از رویشگاه طبيعي بود. ولي بين نمونه
 7حاوی  محيط )به غير از ایشيشهو بقيه تيمارهای درون

و  NAA گرم بر ليترميلي 1/0و  BAP گرم بر ليترميلي
MS  گرم بر ليتر ميلي 7حاویBAP گرم بر ميلي 1/0 و

 اسيد(گرم بر ليتر ساليسيليكميلي 18و  NAAليتر 
بيشترین مقدار فنل کل  داری مشاهده نشد.اختلاف معني

 NAA mg/l 1/0 و BAP mg/l 7در محيط کشت حاوی 
دست آمد که اختلاف اسيد بهساليسيليك mg/l 18و 

 NAA و BAP mg/l 7حاوی  MSآماری با تيمارهای 

mg/l 1/0  وmg/l10 اسيد و همچنين محيطساليسيليك-

 3GA mg/l 1/0+mg/l NAA 1/0+BAP های کشت
mg/l7 +MS و CA mg/l180 +NAA mg/l 

1/0+BAP mg/l7 +MS  داشته ولي با سایر تيمارها و
های تهيه شده از طبيعت اختلاف همچنين نمونه برگ

فلاونوئيد نيز مربوط به . بيشترین مقدار نداشتزیادی 
 SA mg/l 18NAA+ mg/l 1/0+BAP محيط کشت

mg/l7+ MSداری با بود که از نظر آماری اختلاف معني
- های برگ تهيه شده از رویشگاه طبيعي و تيمارنمونه

NAA mg/l 1/0+BAP mg/l7+ MS و همچنين محيط
 CA mg/l 180+NAA mg/l 1/0+BAPهای کشت
mg/l7 +MS داری بيشتر از سایر طور معنيولي به نداشته

 (.5تيمارها بود )جدول 
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 عوامل مختلف تأثیر ای تحت شیشهقاط در شرایط درونمقدار آنتوسیانین، فلاونوئید و فنل کل برگ قره -8 جدول

 گرم بر ليتر(تيمار )ميلي
 آنتوسيانين

 مول بر گرم وزن نمونه تازه()ميکرو

 فلاونوئيد

 گرم نمونه تازه(گرم بر )ميلي

 فنل کل

 گرم بر گرم نمونه تازه()ميکرو

 cd 17/57±0/380 ab 57/53  ±19/01abc *11/79 1/23± آوری شده از رویشگاه طبيعي(شاهد )جمع

7 BAP + 1/0  NAA 75/77 ±7/75 a 17/53±7/79  ab 117/10± 1/78 ab 

7 BAP + 0/1 NAA + 0/1 GA 19/71±1/99 d 2/25±0/80 c 28/37±17/70 bc 

7 BAP + 0/1 NAA + 0/8 GA 12/09 ±0/37 bcd 10/15±0/13 bc 111/51±15/51 ab 

7 BAP + 1/0  NAA + 100 CA 15/85 ±1/27 cd 11/82±1/97 bc 55/80±10/58 abc 

7 BAP + 1/0  NAA + 180 CA 13/97±7/15 abc 11/31±1/97  ab 22/57 ± 2/83 bc 

7 BAP + 1/0  NAA + 10 SA 15/21±1/97 cd 10/17±0/18 bc 21/77±10/52 c 

7 BAP + 1/0  NAA + 18 SA 77/55±1/59 ab 18/22±1/80 a 115/08±17/52 a 

GAاسيد، : جيبرليكCAهيدرولایسيت و : کازئينSAاسيد: ساليسيليك 
 .است( DMRTای دانکن )آزمون چند دامنهدرصد  8دار در سطح احتمال معنيماری آختلاف دهنده احروف متفاوت در هر ستون نشان

 دهنده خطای استاندارد تيمارهاست.نشان :* 

 

 بحث
 در NAAحاوی  MSتحقيق محيط کشت این در      

شرایط رشدی مساعدتری را  IBAحاوی  مقایسه با محيط
ي قره قاط های انتهایهای گرهي و جوانهبرای ریزنمونه

 NAA (01/0 ترهای پایينغلظت این دربرعلاوه .کردفراهم 
ماني دهي و درصد زندهدرصد برگ گرم بر ليتر(ميلي 1/0و 

ای شيشهقاط کشت شده در شرایط درونهای قرهریزنمونه
- بود )جدول گرم بر ليتر(ميلي 1بالاتر ) هایبيشتر از غلظت

9) .Meiners et al. (2007)  ای بررسي کشت درون شيشهبا
V.corymbosum اند که استفاده از گزارش نمودهNAA  به

-ها نتایج بهتراستقرار و رشد ریزنمونه در مرحله IBAجای 

 V. arctostaphylosهای تحقيق ما روی که با یافتهی دارد 
با بررسي  Tetsumura et al. (2008) همچنين. مطابقت دارد

 یهای پاسخ رشدی ریزنمونهرو IBAهای مختلف غلظت
V. vitisideae که با افزایش غلظت  نشان دادندIBA  به  1از

 .Vهای ليتر از رشد و تکثير ریزنمونهبر گرم ميلي 8

vitisideae ها ازجمله ها و سيتوکينيناکسين .شودکاسته مي
های رشدی هستند که بيشترین تأثير را روی رشد کنندهتنظيم

های گياهي دارند و در اغلب مطالعات و بافت هاو نمو سلول
ای به تنهایي یا در ترکيب با شيشهمنظور ریزازدیادی درونبه

همدیگر مورد تأکيد قرار گرفته است. ولي نوع اکسين و 
به گونه گياهي و نوع ریزنمونه  با توجهغلظت مناسب آن 

-سازی قرار ميطور تجربي مورد بهينهمتفاوت بوده و یا به

 ;Machakova et al, 2008; Daryani et al. 2016)يرد گ

Taimori et al., 2017) ها در القای رونویسي . اکسين
های مرتبط با رشد سلولي نقش ژنهای کد کننده پروتئين

داشته و از طریق اسيدی کردن دیواره سلولي و در نتيجه 
 شوندپذیری آن منجر به رشد سلولي ميافزایش توسعه

(Stals & Inze, 2001).    

باعث ، یرشد کنندهعنوان یك تنظيمجيبرليك به اسيد
جيبرليك  اسيد شود.رشد طولي آنها مي ویژهرشد سلول به
-رس گياه شده و پيری را با خنثي کردن اثر مانع پيری زود

اندازد. ازجمله مهمترین آبسزیك و اتيلن به تعویق مياسيد 
باشد که این مي هاميانگره هویژگي این هورمون افزایش فاصل

ها در این مناطق و تحریك توليد سيتوکينين کار نيز به وسيله
 تقسيم سلولي و همچنين افزایش اندازه در نتيجه افزایش
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قاط در های قرهدر این آزمایش ریزنمونه باشد.سلول مي
آوری شدند و چون این زمان مصادف با اواسط پایيز جمع

جيبرليك در د گياه است غلظت اسيدمراحل پایاني رش
باشد که با استفاده از آوری شده کمتر ميهای جمعریزنمونه

 (.8 دست آمد )جدولبهتری بهغلظت بالاتر نتایج رشدی 
 جيبرليك اثر ممانعت کنندهاسيدرسد مي به نظربنابراین 
که باعث فرو رفتن گياه به را اسيد آبسزیك ویژهرشدی به

ها در و باعث رشد ریزنمونهبرده د از بين شوخواب مي
  .(Sharma et al, 2000) شودمحيط کشت مي

بدست کازئين هيدرولایسيت از هيدروليز پروتئين کازئين 
عنوان های آمينه بوده و بهیك مخلوطي از اسيد آید کهمي

منبع آلي نيتروژن در کشت سلول و بافت گياهي مورد 
در این  دست آمدهتوجه به نتایج بهبا گيرد. استفاده قرار مي

 و پوترسين در کازئين هيدرولایسيت تحقيق اضافه کردن
ثير مثبت و أمحيط کشت ت به ترکيب های مختلفلظتغ

-قرهگرهي های ریزنمونه یرشد هایداری در شاخصمعني

با این  (.1 نداشت )جدولای شيشهقاط در کشت درون
فاده از پوتریسين در با است Hossain et al. (2008)حال

ليتر در محيط  بر گرمميلي 78و  70، 10،18، 8های غلظت
 گرمميلي 1/0و  BAPليتر  بر گرمميلي 7حاوی  MSکشت 

بهترین  Sativa rebuudianaهای ریزنمونه IAAليتر  بر
های با بيشترین درصد رشد و تعداد شاخهرا پاسخ رشدی 

ليتر  بر گرمميلي 10ظت توليدی مربوط به تيمار با غل
باشد که آميني ميپوتریسين جزو مواد پلي .اندگزارش کرده

 و زایي، تمایزجنين مانندهای سلولي در بسياری از فرایند
افزودن  آزمایشاین در  رشد و نمو سلولي دخالت دارد.

را ها به ترکيب محيط کشت رشد ریزنمونه اسيدساليسيليك
های ریزنمونه یرشد رایطش بهترینبهبود داد و 

V.arctostaphylos در تيمار ای شيشهدر شرایط درون
 بدست آمداسيد سيليكيسال گرم بر ليترميلي 10حاوی 
اسيد یکي از ترکيبات فنلي و ساليسيليك. (1 )جدول

های مهم گياهي است که در تنظيم و کنترل هورمون
ر برابر فرایندهای رشد و نموی و همچنين مقاومت گياه د

های زیستي و غيرزیستي هم در گياه کامل و هم در تنش

کند ای نقش بسيار مهمي ایفا ميشيشههای درونکشت
(Dempsey and Klessig, 2017). 

نشان داده شده، ميزان  5که در جدول همانطوری
های ثانویه فلاونوئيد، آنتوسيانين و ترکيبات فنل متابوليت

و هم در ده از رویشگاه طبيعي های تهيه شکل هم در برگ
ای توليد شده شيشههای درونهای حاصل از کشتبرگ

وجود محرک در محيط کشت توليد و اینکه ویژه هاست. ب
ي به در شرایط درون سلولرا های ثانویه تجمع متابوليت

در  (.Wang et al, 2008)دهد قرار ميشدت تحت تأثير 
-داری در محيط کشتاین تحقيق نيز اختلاف آماری معني

(. 5اوی تيمارهای مختلف مشاهده گردید )جدول حهای 
های ثانویه که در برخي تيمارها ميزان متابوليتطوریهب

های تهيه شده از رویشگاه طبيعي بود ولي بيشتر از برگ
های ثانویه در شرایط در برخي از تيمارها ميزان متابوليت

مثال در عنوان بهای کاهش پيدا کرده است. شيشهدرون
اسيد ساليسيليك گرم بر ليترميلي 18محيط کشت حاوی 

مقدار فلاونوئيد، آنتوسيانين و ترکيبات فنلي کل بيشتر از 
های تهيه شده از رویشگاه مقدار این ترکيبات در برگ

در کرده های رشد طبيعي بود. ولي در فلاونوئيد در برگ
طور به 3GAگرم بر ليتر ميلي 1/0محيط کشت حاوی 

های تهيه شده از داری کمتر از مقدار آن در برگمعني
یا ترکيبات  هامحرک(. 5 رویشگاه طبيعي بود )جدول

هایي هستند مولکولاز قبيل ساليسيليك اسيد، سيگنالي 
عنوان یك ها بهکه در مسيرهای ترارساني علامتي سلول

ها ژنسازی بيان رسان عمل کرده و در فعالمولکول پيام
های ثانویه ویژه بيوسنتز متابوليتهو مسيرهای بيوسنتزی ب

بنابراین،  .(Dempsey & Klessig, 2017)هستند درگير 
مسيرهای  و تقویت فعاليت باعث تحریك این مواد

عنوان به های ثانویهمتابوليت بيوسنتزی و توليد و تجمع
های ها در کشتبخشي از سيستم دفاعي سلول

در  از این ترکيبات توانميو  شوندمي یاشيشهدرون
 .Zare et al)بهره برد  هااین متابوليتتوليد تقویت جهت 

2014; Ramachandra & Ravishankar, 2002.)  نوع و
نسبت اکسين به  همچنينمقدار اکسين یا سيتوکنين، 
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های ثانویه را در تشکيل و تجمع متابوليت ،سيتوکنين
 دهد. ير ميهای گياهي تغيسلولکشت 
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         Abstract 

    Whortleberry is one of the important medicinal plants in traditional medicine that has been 

used in Iran for decades in reducing blood sugar and blood pressure adjustment. In the present 

study, the effect of auxin, gibberellin (GA3), casein hydrolysate (CA), putrescine (PU), and 

salicylic acid (SA) on in vitro establishment and growth of Whortleberry explants and the 

amount of anthocyanin, flavonoid and total phenolic compounds in in vitro condition were 

evaluated. The apical bud and nodal explants were collected from natural habitat, surface 

sterilized and cultured on the MS medium supplemented with 2 mg/L BAP and different 

concentrations of NAA or IBA (0.01- 1 mg/l) and MS medium supplemented with 2 mg/L BAP 

and 0.1 mg/L NAA or IBA and different concentrations of gibberellin (0- 0.5 mg/l), CA (0- 150 

mg/l), PU and SA (0- 10 mg/l). The results indicated that the percentage of explant viability and 

leaf producing explants were significantly influenced by auxin type and concentration. So, the 

percentage of explant viability and explants leaf production on MS media supplemented with 

low concentration of NAA were significantly higher than those of the higher concentration of 

NAA and all levels of IBA. Addition of GA3 to the culture medium was significantly increased 

the number of leaves per explant. Furthermore, CA, PU and SA led to an increase in the 

percentage of explants leaf production and number of leaves per explant, but this increase was 

not statistically significant in some of these treatments. Moreover, the amount of secondary 

metabolites was significantly affected by medium compositions. So, the highest amount of 

anthocyanin was observed in the MS + 2mg/l BAP+0.1mg/l IBA and the highest amount of 

flavonoids and total phenolic compounds were observed in the same medium 15 mg/l SA. This 

result and protocol will be helpful for in vitro culture and propagation of this plant. 
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