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 04/05/1393، تاريخ پذيرش: 30/08/1392تاريخ دريافت: 

 چكيده
وجـه زيـادي را بـه    ت، ي مزمنها برابر بيماريدر  انسان در محافظتها  بدليل توانايي آن ها آنتوسيانين

واجـه  ممتعـددي   هـاي  محدوديت تازه با گياهي مواد از طبيعي هاي آنتوسيانين توليد اند. اختهخود معطوف س
شـده مـورد    ذكر هاي محدوديتبدون آنتوسيانين  يدجهت تول ياهيگ يوتكنولوژياستفاده از ببنابراين،  .است

مختلف  يها اندام در را آنتوسيانين توانند مي زينتي هاي سيباز  يرخباز طرف ديگر، توجه قرار گرفته است. 
 هـاي  غلظـت بررسـي اثـر    منظـور  بـه  تحقيـق،  اين در كنند. يدتولاي  از جمله بافت كالوس درون شيشهخود 

 يـك ژنوتيـپ   كـالوس از آنتوسيانين اي شيشه درون يدتول بر روي منبع نيتروژن محيط كشتو منيزيم مختلف 
كالوس استفاده  يدجهت تول اي يشهدرون ش هاي هياهچبرگ گ هاي يزنمونهابتدا از ر ،زينتي گوشت قرمز سيب
 يدر قالب طرح كاملا تصـادف  ي مورد نظريمارهات ياز،و پس از بدست آوردن كالوس به مقدار مورد ن هيدگرد

ميـزان توليـد    بـه محـيط كشـت    افـزودن منيـزيم   .يـد با چهار تكرار و چهار نمونه در هر تكـرار اعمـال گرد  
) مـولار  ميلي 40منيزيم ( زان آنتوسيانين در بالاترين غلظتبيشترين مي زايش داد وبرابر اف سهرا تا آنتوسيانين 

منبـع نيتـروژن نيـز بـر توليـد      تغييـر  . ها كاهش يافـت  البته در اين غلظت ميزان رشد كالوس .مشاهده گرديد
 بعـلاوه مـولار   يميل ـ 10آمونيوم تركيب  ،هترين منبع نيتروژن براي توليد آنتوسيانينآنتوسيانين اثر گذاشت و ب

  .بودمولار  ميلي 25 بعلاوه نيتراتمولار  ميلي 5مونيوم آ مولار و ميلي 8/18 نيترات 
 .آمونيوم، آنتوسيانين، كالوس، منيزيم، نيتراتكلمات كليدي: 
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 مقدمه

 اسـت  فلاونوئيدهايي جمله از آنتوسيانين
 انسـان  غـذايي  رژيـم  در بسـزايي  ارزش داراي كه

اكسـيداني ايـن رنگدانــه    يآنت ـ خـواص  .باشـد  مـي 
3Fتميـز كـردن   گياهي جهـت 

هـاي آزاد و   راديكـال  1
 اثبـات گرديـده  بـه خـوبي   هاي فعال اكسيژن  گونه

 هــا آنتوســيانين .)Chun et al., 2003( اســت

م تـرمي  و بدن ايمني كاركرد افزايش اعثب همچنين
 خصوصـيات  و گردنـد  مـي  بينايي هاي ناهنجاري

 ـ نيـز  التهـابي  ضـد   .(Shin et al., 2006) ددارن

 عروق گرفتگي هاي بيماري كاهش با ها آنتوسيانين

 ناميـده  French paradox حاصـطلا  بـه  كـه  قلب

 روي زيـادي  تحقيقـات  .هسـتند  طمرتب، وندش مي

 سـرطان  شروع و رشد كاهش با آنتوسيانين ارتباط

. et al., 2000) (Smith اســت گرديــده انجــام
 دار ينآنتوسـيان ) Malus pumila( زينتي هاي سيب

منشـا   Niedzwetzkyana واريتـه  از آنهـا  اكثـر  كه
 ييكـه توانـا   هسـتند  ياهـاني از جملـه گ  اند، رفتهگ

از  خـود  مختلـف  يهـا  در انـدام  يانينآنتوس يدتول
 بـر اسـاس پـژوهش    را دارنـد.  و ميـوه   برگ قبيل

نشان داده شد كـه  ، )2007و همكاران (مولاباگال 
  ســــيب  آنتوســــيانيندرصــــد  99بــــيش از 

Niedzwetzkyana  از نــــــــوعcyanidin-3-O-

glucosyl rutinoside ؛ در حاليكـه در سـاير   است
 هــاي ديگــري نيــز ماننــد ســيب هــا آنتوســيانين

cyanidin-3-O-glucoside  ،cyanidin-3-O-

galactoside  ،cyanidin-3-O-arabinoside  ،

                                                
1 Scavenging 

cyanidin-3-O-xyloside  وcyanidin-7-O- 

arabinoside   وجـود دارد (Mulabagal et al., 

در  هـا  سـيب انـد كـه    نشان داده تحقيقات .(2007
 يـز نكشـت كـالوس    ماننـد  اي يشـه ش درون شرايط

 ,Akbari( باشد توليد آنتوسيانين مي توانايي يدارا

 گيـاهي  منابع از ثانويه متابوليت اين تامين. )2011
 خاص شرايط و فصلي هاي محدوديت به توجه با

 امـروزه . است مواجه ييها محدوديت با گياه رشد
 هاي متابوليت توليد جهت بيوتكنولوژي از استفاده

ذكر شده مورد توجـه   هاي يتبدون محدود يهثانو
 يطدر شـرا  يانينآنتوس ـ يـد قرار گرفته اسـت و تول 

از  يـاهي مختلـف گ  يهـا  در گونـه  اي يشهدرون ش
)، انگـور  Sato et al., 1996فرنگـي (  جمله تـوت 

(Sinilal et al., 2011)  گـل سـرخ محمـدي و    و
گزارش   (Abdirad et al., 2011)گل سرخ مينياتور 

توليــد آنتوســيانين از طريــق كشــت اســت.  هشــد
 در مقيـاس  Aralia cordataسوسپانسيون سـلولي  

 Kobayashi)ليتري) انجام شده است 500بزرگ (

et al., 1993)  .درون توليد بر مختلفي هاي فاكتور 
 توليـد  جهت و گذارند يم اثر آنتوسيانين اي شيشه

 هـر  سازي بهينه آنتوسيانين، اي شيشه درون حداكثر
اثر نـوع ريـز نمونـه و     .باشد مي الزامي آنها از يك

و  )Akbari, 2011(هاي رشد گيـاهي   تنظيم كننده
 Sugaya et)غلظت فسفر، كلسيم و نيتـروژن   اثر

al., 2001)     و همچنين تاثير غلظـت و نـوع منبـع
بــر  (Zahedzadeh et al., 2014)كربوهيـدرات  

توليد آنتوسيانين از كشـت كـالوس سـيب مـورد     
  بررسي قرار گرفته است.
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 بـه  گيتبس ـ ها آنتوسيانين رنگ و پايداري
تجمع مشـترك   ،pH قبيل از واكوئل خارج شرايط

 بـا  كمـپلكس  تشـكيل  و رنـگ  بي فلاونوئيدهاي با
 .(Tanaka et al., 2008)د دار فلـزي  هـاي  يـون 
 روي و مس منگنز، منيزيم، قبيل از لزيف هاي يون

 بــا يابنــد مــي تجمــع هــا واكوئــل در كــه هنگــامي
 موجب كه دهند مي كمپلكس تشكيل ها آنتوسيانين

 گردنـد  مـي  آنهـا  رنـگ  تغييـر  و پايـداري  افزايش
(Sinilal et al., 2011) .  منبــع نيتـروژن يكــي از

در است كه بر توليد آنتوسيانين  يفاكتورهاي مهم
گذارد و نسبت آمونيوم  ل گياهي اثر ميكشت سلو

ــد     ــر تولي ــوجهي ب ــل ت ــر قاب ــز اث ــرات ني ــه نيت ب
 ,.Simoes et al) هاي ثانويه گياهي دارد متابوليت

2009). 
 يـد تول توانـايي در مـورد   كمـي  تحقيقات

 و اي يشـه ش درون يطشـرا  در يبس ـ در يانينآنتوس
 تحقيـق  ايـن  در. لذا دارد وجودعوامل موثر بر آن 

 بر ع نيتروژن محيط كشت و غلظت منيزيم منب اثر
 ينتـي ز يبس ـ يـپ ژنوت يـك  در يانينآنتوس ـ توليد
 .است گرفته قرار بررسي مورددار  يانينآنتوس

 
 ها مواد و روش
 هـاي  يزنمونـه ر يـه ته جهـت : گياهي ماده

ي ژنـوتيپ  اي يشهدرون ش هاي ياهچهكالوس، ابتدا گ
ه دار موجـود در ايسـتگا   سيب زينتي آنتوسيانين از

ــاورزي    ــكده كش ــان، دانش ــت پوش ــاني خلع باغب
بـه    . ايـن سـيب  يدنـد گرد پـرآوري دانشگاه تبريز 

زينتـي گوشـت قرمـز شـناخته       عنوان يك سـيب 
و  Malus pumilaشـود و هيبريـدي از گونـه     مي

 Niedzwetzkyanaظــاهرا غيــر مــرتبط بــا ســيب 
كشـت   يطاز مح ها، ياهچهگ ير. جهت تكثباشد مي

MS ينـو آم يـل بنز يتـر در ل مگـر  يلـي م 5/1 يحاو 
 و سكوسترون آهـن  يتردر ل گرم يليم 100 ين،پور
 pH. شـد  اسـتفاده  سـاكارز  ليتـر  در گـرم  ميلي 30

 اسـيد  و سـديم  هيدروكسـيد  توسـط  كشت محيط
 يمتنظ ـ 7/5 ±05/0 حـدود  نرمـال  يك كلريدريك

بـه   يتـر گـرم در ل  8 يـزان . سپس آگار بـه م يدگرد
 يندر ا بيس هاي ياهچهكشت اضافه شد. گ يطمح
در  هـا  ياهچـه كشـت شـدند و بازكشـت گ    يط،مح
به فواصل سـه هفتـه از آغـاز     يدجد كشت يطمح

 .(Zahedzadeh et al., 2014) يدكشت انجام گرد
 يمبه اندازه ن يبرگ قطعات: كالوس كشت

قـرار داده   يـي زا كـالوس  يطمربع در مح ـ متر يسانت
 محـيط  ازآن  يالقا كالوس و پـرآور  جهتشدند. 
 ،NAA يتـر در ل گـرم  يلـي م 5/1 حاوي MSكشت 

 ليتر در گرم ميلي نيم ،D-2,4 يترل در گرم ميلي يك
 اسـتفاده  سـاكارز  ليتـر  در گـرم  ميلـي  30 و كينتين

قـرار   يكيتـار  دراز كشت  بعد ها ريزنمونه. يدگرد
با فواصل سه هفته، جهـت بـه دسـت     و شدهداده 

كشت مـذكور   يطدر مح ياز،ن موردآوردن كالوس 
 .  يدندگردبازكشت 

ــيط ــت محـ ــد كشـ ــيانين توليـ : آنتوسـ
 حاوي هاي ديش پتري در آمده بدست يها كالوس

كشـت   يـي زا كشـت كـالوس   يطمح ـ يترل يليم 25
 24±1 يكــالوس در دمــا يهــا . كشــتيدنــدگرد

 نـور (شـدت   16/8 توپريـود ف و سـانتيگراد  درجه
 داده قـرار ) ثانيـه  در مربع متر در مول ميكرو 100

منبـع نيتـروژن محـيط     جهـت بررسـي اثـر   . شدند
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كشت (آمونيوم يا نيترات) بـر توليـد آنتوسـيانين،    
كه نيتروژن آن تغيير يافته بـود،    MSمحيط كشت 

به روش زير تهيه گرديد: كلريد آمونيوم و نيترات 
جـدول   (مطـابق بـا   هاي مختلف پتاسيم در غلظت

ط يو بـه مح ـ  هبا يكـديگر تركيـب شـد    )2شماره 
در همـه   .فه گرديدندفاقد نيتروژن اضاMS كشت 

ميلـي مـولار    30اين تركيبات غلظت نيتروژن كل 
 40، 30، 20، 10( هاي مختلف منيزيم بود. غلظت

فاقـد منيـزيم    MS) بـه محـيط كشـت    رمـولا  ميلي
اضافه گرديد تا غلظت بهينه منيزيم جهـت توليـد   

  آنتوسيانين مشخص گردد.
هفتـه   سـه : هـا  كـالوس  رشد گيري اندازه

 قطـر  آنتوسـيانين  القـاي  يمارهـاي پس از انجـام ت 
 پايـان  در همچنـين . گرديد گيري اندازه ها كالوس
 فرمـول  اسـاس  بـر  كالوس رشد شاخص آزمايش

 : گرديد محاسبه زير
GI = ((W2 – W1) / W1) * 100 

GI :رشد شاخص 
W2 :آزمايش پايان در كالوس وزن 
W1 :آزمايش آغاز در كالوس وزن 

كل در  سيانينآنتو: آنتوسيانين گيري اندازه
شده با اسـتفاده   يمارت يها از كالوس يشآزما يانپا

 و متانول 99٪با نسبت حجمي ( يدياز متانول اس
چهــار درجــه  ي) و در دمــايــدريككلر اســيد ٪1

و  يـد گرد شـب، اسـتخراج    يك يدر ط يگرادسانت
چهـار درجـه    يكـردن در دمـا   يفيوژپس از سانتر

بـه مـدت    يقـه دور در دق 12000و دور  يگرادسانت
و در طـول مـوج    يـد جدا گرد يعفاز ما يقه،دق 10

 ميـزان  اسـپكتروفتومتر  دستگاه نانومتر توسط 530
 ,.Mizukami et al( شــد گيــري انــدازه جــذب

 گـرم  ميلـي  اسـاس  بر يانينآنتوس محتواي). 1989
ــدگلوكوزا-3-ســيانيندين ــوگرمدر ك ي ــر  يل وزن ت

 و 29600 خاموشـي  ضـريب  از استفاده با لوسكا
 ,Wrolstad( گرديــد بيــان 2/449 ملكــولي وزن

1976 .( 
 قالب در  آزمايش: آماري تحليل و تجزيه

 در و شـد  انجام تكرار چهار با تصادفي كاملا طرح
بررسي نرمـال  قرار داده شد.  ريزنمونه 4 تكرار هر

اسميرنوف بـا  -بودن داده ها با روش كولموگروف
 با ميانگين مقايسهتصحيح ليليفورس انجام گرديد. 

 .شـد  انجام دانكن چند دامنه اي آزمون از استفاده
آمـاري   افـزار  نـرم  كمك به ها ادهد تحليل وتجزيه 

IBM SPSS ver. 21 (IBM corp. 2012) در 

 .گرفت صورت% 1 داري معني سطح
 
 

 نتايج
منبــع  يمــاراثـر ت  يــانسوار يــهتجزنتـايج  

قطـر كـالوس و    يانين،آنتوس ـ يبر محتـوا  يتروژنن
و  1يب در جدول شماره وس سشاخص رشد كال

نشـان   2در جـدول شـماره    ميانگين هاي مربوطه
ميـزان آنتوسـيانين در تيمارهـاي    داده شده اسـت.  

گرم در كيلـوگرم   (ميلي 9/10الي  01/6مختلف از 
وزن تازه كالوس) متفاوت بود. در محـيط كشـت   

ميلـي  8/18عـلاوه   مول آمونيوم بـه  ميلي 10حاوي 
زان آنتوسـيانين مشـاهده   مول نيترات بيشترين مي ـ

گـرم آنتوسـيانين در كيلـوگرم     ميلـي  9/10گرديد (
داري بـا سـاير    وزن تر كالوس) كه اختلاف معنـي 

تيمارها از نظر ميزان آنتوسيانين داشت و كمتـرين  
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 25هـاي حـاوي    ميزان آنتوسيانين در محيط كشت
مـول نيتـرات    علاوه پنج ميلـي  مول آمونيوم به ميلي

نتوسـيانين در كيلـوگرم وزن تـر    گرم آ ميلي 40/6(

ميلـي مـول    30كالوس) و در محيط كشت حاوي 
گـرم آنتوسـيانين در كيلـوگرم     ميلي 02/6آمونيوم (

 وزن تر كالوس) ثبت گرديد.
 

 توسيانين، قطر كالوس، و شاخص رشدمحتواي آن نيتروژن بر منبع اثر تيمار واريانس تجزيه -1جدول 

 .سيبكالوس 
Table 1- Analysis of Variance effect of treatment nitrogen source on total anthocyanin, 
callus diameter, growth index of apple callus. 

 منابع تغييرات
Sources of 
variations 

 درجه آزادي
Degree of 
freedom 

 ميانگين مربعات 
Mean of Squares 

 

 محتواي آنتوسيانين
م گرم در كيلوگر (ميلي

 وزن تر)
Anthocyanin 

content 
(mgkg-1FW) 

 قطر كالوس
 متر) (ميلي

Callus Diameter 
(mm) 

 شاخص رشد
 (درصد)

Callus Growth 
Index 
(%) 

 منبع نيتروژن

(Nitrogen Source) 
8 358.111** 949.296** 9236.132** 

 اشتباه آزمايشي
)Standard Error( 

36 6.666 2.758 3512.768 

** p ≤ 0.1 
 

شاخص رشد كالوس، ميزان آنتوسيانين و 
داري تحـت تـاثير    ها به صورت معنـي  قطر كالوس

مقادير مختلف منابع نيتروژن در محيط كشت قرار 
شاخص رشـد كـالوس در محـيط كشـت     . گرفت

مـول   ميلـي  25مـول آمونيـوم و    حاوي پـنج ميلـي  
داري بيشــتر از ســاير  نيتــرات بــه صــورت معنــي

و  همچنين كمترين ميـزان   )%4/153تيمارها بود (
ــاوي      ــت ح ــيط كش ــد در مح ــاخص رش  30ش

مول آمونيوم بـدون نيتـرات مشـاهده گرديـد      ميلي
هايي كه  به صورت كلي در محيط كشت .)1/76%(

غلظت نيتروژن نيتراتي بيشتر از نيتروژن آمونيومي 

شاخص رشد زياد بود البتـه هنگـامي كـه در     ،بود
جــود محــيط كشــت اصــلا نيتــروژن آمونيــومي و

ــي 30(محــيط كشــت حــاوي   نداشــت ــول  ميل م
داري  نيتـرات) شــاخص رشــد بــه صــورت معنــي 

بيشـترين   ).1(شـكل   )%52/99(كاهش يافته بـود  
 10ميزان قطر كـالوس در محـيط كشـت حـاوي     

ــوم و  ميلــي ــول آموني ــرات  ميلــي 8/18م ــول نيت م
متــر). در ايــن محــيط  ميلــي 22مشــاهده گرديــد (

داري بيشـتر از   كشت قطر كالوس به صورت معني
ســاير تركيبــات نيتــروژن محــيط كشــت بــود. بــا 
افزايش غلظت آمونيـوم در محـيط كشـت، ميـزان     
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كـه در محـيط    قطر كالوس كاهش يافت به طوري
ميلي مول آمونيوم كمترين ميزان  30كشت حاوي 

 متر). ميلي 18قطر كالوس ثبت گرديد (
 داري يبه صـورت معن ـ  منيزيممختلف  هاي غلظت

ــوا  ــر محتـ ــ يبـ ــت يانينآنتوسـ ــا در كشـ  يهـ
 گذاشـتند  اثـر  زينتـي  يبكالوس س اي يشهش درون

بـا افـزايش غلظـت منيـزيم در محـيط       ).2(شكل 
ــه     ــت ب ــزايش ياف ــيانين اف ــزان آنتوس ــت، مي كش

كه ميزان آنتوسيانين در محيط كشت غنـي   صورتي
ميلي  41/22مول سولفات منيزيم ( ميلي 40شده با 

) بـه صـورت   گرم در كيلوگرم وزن تـازه كـالوس  
داري بيشتر از سـاير تيمارهـا بـود. كمتـرين      معني

 39/7ميزان آنتوسيانين در محـيط كشـت شـاهد (   
گرم در كيلوگرم وزن تـازه كـالوس) مشـاهده     ميل

 گرديد.

 
اثر تركيب منبع نيتروژن بر محتواي آنتوسـيانين، شـاخص رشـد و قطـر كـالوس در كشـت        -2جدول 

 كالوس سيب.
Table 2- Effect of combination nitrogen source on anthocyanin content, growth index 
and callus diameter in callus culture of apple.  
 

 قطر كالوس
 متر) (ميلي

Callus Diameter 
(mm) 

 شاخص رشد كالوس
 (درصد)

Callus Growth 
Index 
(%) 

 محتواي آنتوسانين
گرم در كيلوگرم  (ميلي

 وزن تر)
Anthocyanin 

content 
(mgkg-1FW) 

 غلظت نيتروژن
Nitrogen concentration 

نيترات پتاسيم 
 مول) (ميلي

KNO3 
(mM) 

 كلريدآمونيوم
 مول) (ميلي

NH4CL 
(mM) 

20.0 69.526 5.45 30.0 0.0 
20.0 115.418 5.8 28.2 1.0 
20.0 118.123 7.47 28.2 2.5 

21.33 153.42 9.68 25.0 5.0 
22.0 112.5 10.9 18.8                     10.0 
19.5 109.47 7.45 15.0 15.0 

21.33 108.98 6.54 9.4 20.0 
18.5 101.909 4.07 5.0 25.0 
18.0 56.198 3.02 0.0 30.0 
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) 2مـول آمونيـوم، (   ميلـي  30) تيمار 1آمونيوم: ( در تيمارهاي مختلف نيترات وكالوس سيب   -1شكل 

 .مول نيترات ميلي 8/18مول آمونيوم و  ليمي 10تيمار 
 Figure 1- Apple callus from different treatments of nitrate and ammonium: (1) 
treatment of 30mM ammonium, (2) treatment of 10 mM ammonium and 18.8 mM 
nitrate .  

 
 

 

c

b
b

b

a

0

5

10

15

20

25

co 10 20 30 40

ن 
ياني

وس
 آنت

زان
مي

)
س

الو
ترك

ن 
وز

م 
گر

يلو
ر ك

م د
گر

لي 
مي

(

)ميلي مول( غلظت منيزيم
 

(حـروف غيـر مشـابه در هـر      كل در سيب بر ميزان آنتوسيانين منيزيملف مختهاي  غلظتاثر  -2شكل 

 درصد است). 1دار در سطح  ستون بيانگر اختلاف معني
Figure 2- Effect of different concentrations of magnesium on total anthocyanin content 
in apple. Different letters above each column indicate significant differences (p<0.01). 
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(حروف غير مشابه در هر ستون بيانگر اخـتلاف  قطر كالوس   بر منيزيممختلف هاي  غلظتاثر  -3 شكل

 درصد است). 1دار در سطح  معني
Figure 3- Effect of different concentrations of magnesium on callus diameter. Different 
letters above each column indicate significant differences (p<0.01). 
 
 

 تـاثير  تحـت  داري معنـي  صورت به ها كالوس قطر
قـرار   كشـت  محـيط  منيزيم در مختلف هاي غلظت
در محـيط   قطر كالوس يشترين. ب)3د (شكل گرفتن

ميلـي مـول سـولفات     20كشت تكميـل شـده بـا    
ميلي متر) و در محيط كشت تكميل  7/20منيزيم (
ميلـي مـول سـولفات منيـزيم كمتـرين       40شده با 

 ميلي متر مشاهده گرديد. 6/19ميزان قطر كالوس (
مـول   ميلي 40و  20قطر كالوس تنها در تيمارهاي 

 دار با يكديگر داشتند. منيزيم، اختلاف معني

%) 76/160( كالوس رشد شاخص ميزان بيشترين 
ميلـي مـول    20ميـل شـده بـا    تككشت  يطدر مح

كشـت   يطمح ـ يـن بدست آمد و ا سولفات منيزيم
كشـت از   هـاي  يطمح ـ يربا سا داري ياختلاف معن

افزايش غلظت سولفات نظر شاخص رشد داشت. 
ميلـي مـول موجـب كـاهش      20منيزيم به بيش از 

كـه   هـا گرديـد بـه صـورتي     شاخص رشد كالوس 
%) 05/108كمترين ميزان شاخص رشـد كـالوس (  

ميلي مول منيـزيم افـزوده    40محيطي كه به آن  در
  ).4شده بود مشاهده گرديد (شكل 
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(حروف غير مشابه در هر سـتون   سيب شاخص رشد كالوسبر  منيزيممختلف هاي  غلظتاثر   -4 شكل

 درصد است). 1دار در سطح  بيانگر اختلاف معني
Figure 4: Effect of different concentrations of magnesium on callus growth index of 
apple. Different letters above each column indicate significant differences (p<0.01). 
 

 
 

 
 بحث

غلظت منيزيم اگر چه اثر منبع نيتروژن و 
 توليـد آنتوسـيانين از   هـاي  دسـتورالعمل  در ايجاد

خيلي مورد توجه قـرار   اي هاي درون شيشه كشت
ــد     ــر تولي ــل ب ــن دو عام ــي اي ــت ول ــه اس نگرفت

ــه  آنتوســيانين از كشــت كــالوس ســيب زينتــي  ب
وسـيله  ب صورت قابـل تـوجهي اثـر گـذار بودنـد.     

سازي غلظت نيتروژن و نسـبت آمونيـوم بـه     بهينه
تـوان شـرايط مناسـب     نيترات در محيط كشت مي

 ها را مشخص انين و رشد سلولبراي توليد آنتوسي
 . (Sakamoto et al., 1993)نمود

ــر اســاس نتــايج بدســت آمــده از   ــن ب اي
توليـد  در نسبت بـه نيتـرات    آمونيوم تاثير،آزمايش

ي كه تنها منبع در محيط كشت. بود كمترآنتوسيانين 
 ،)مول آمونيـوم  ميلي 30 آمونيوم بود (نيتروژن آن 

با افزايش  و كمترين ميزان آنتوسيانين توليد گرديد
ترات در محيط كشـت بـر ميـزان توليـد     نيغلظت 

در محـيط كشـت    وشد  افزوده  بتدريجآنتوسيانين 
بـه   يآمونيـوم  نيتـروژن  ميلي مول 10حاوي هاي 

 ـ نيتروژن ميلي مول 8/18علاوه  ميلـي   5و  ينيترات
ميلــي مــول  25ي بعــلاوه آمونيــومنيتــروژن مــول 

بيشترين ميزان آنتوسيانين مشاهده نيتروژن نيتراني 
هـاي   افزايش ميزان آنتوسـيانين در كشـت   .گرديد
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-Konczak)زمينــي شــيرين اي ســيب درون شيشــه

Islam et al., 2001)   وAralia cordata 
(Sakamoto et al., 1993) ــايين  در ــت پ غلظ

نيتـرات   نسبت بالايهمچنين  و نيتروژن آمونيومي
ه گرديـد نيـز گـزارش   به آمونيوم در محيط كشت 

 .است
ژن آمونيومي به نسبت هاي مختلف نيترو

اي  كشـت هـاي درون شيشـه   نيتروژن نيتراتـي در  
حـداكثر  توليـد  هاي مختلف گيـاهي جهـت    گونه

 هـاي  آزمايش نسـبت  اين . درآنتوسيانين نياز است
پـنج  بـه  يك  و دوبه  يكآمونيوم به نيترات مولي 

 و فرم نيتـروژن دي مولي اين ها بهتر ازساير نسبت
نگي بيشترين فر در كشت سوسپانسيون توتبودند.

ميزان عملكرد آنتوسيانين در محيط كشت حـاوي  
مـول   ميلـي  25مول كلريد آمونيـوم بعـلاوه    ميلي 5

 ,.Sato et alنيترات پتاسيم مشاهده شده اسـت ( 

1996.( 
در كشت سوسپانسيون انگور هنگامي كه 
محيط كشت حاوي نيترات به آمونيوم بـه نسـبت   

ــك ــه  ي ــك ب ــت   ي ــع ياف ــيانين تجم ــود آنتوس ب
)Yamakawa et al., 1983همچنين در كشت  ) و

ــالوس   2/1در محــيط كشــت  Cleome roseaك
هاي مختلف آمونيوم بـه   حاوي نسبت MSغلظت 

نيترات، بيشترين ميزان آنتوسيانين در محيط كشت 
حاوي يك قسمت آمونيوم و چهار قسمت نيترات 

بهتـرين  . Simoes et al., 2009)( مشـاهده شـد  
ترات براي توليد آنتوسيانين در نسبت آمونيوم به ني

شرايط تـاريكي در كشـت سوسپانسـيون سـلولي     
Aralia cordata    ــار ــه چه ــك ب ــبت ي ــود نس ب

(Sakamoto et al., 1993).   اثـر مثبــت كــاهش
غلظت نيتروژن آمونيومي بـر بيوسـنتز آنتوسـيانين    

هـا   در ارتباط با تغييـر در متابوليسـم اوليـه سـلول    
 ). Sato et al., 1996باشد ( مي

 (قطر در مورد فاكتورهاي رشدي كالوس
توان اظهار داشت  نيز مي  شاخص رشد كالوس) و

هاي حاوي مقادير بيشـتر نيتـرات بـه     كه در محيط
نيوم، رشد كـالوس بيشـتر بـوده اسـت امـا در      آمو

و  محيط فاقد نيتـروژن آمونيـومي شـاخص رشـد    
در  .ه اســتكــاهش زيــادي داشــت قطــر كــالوس 

 Roselle (Hibiscusهـــاي كـــالوس  كشـــت

sabdariffa) كـه نيتـرات بـه     ها وقتـي  رشد سلول
عنوان تنها منبـع نيتـروژن اسـتفاده شـد، بـالاترين      

كاهش  رشد مقدار بود و با افزايش غلظت آمونيوم
يافت. محيط كشت حاوي آمونيوم به نيتـرات بـه   
نسبت مولي يك به چهار براي توليد آنتوسيانين از 

 ,.Mizukami et al( مـوثر بـود   Roselleكـالوس  

1991(. 
 زينتـي  گيـاه  چندين روي بر منيزيم تيمار

 كه شده داده نشان آبياري يا كردن اسپري طريق از
 و هـا  گـل  در آنتوسـيانين  تجمـع  افـزايش  موجب

 ,.Nissim-Levi et al) گـردد  مـي  آنهـا  شاخساره

تشــكيل كمــپلكس  باعــثتيمــار منيــزيم  .(2007
در نهايـت   و گردد ميفلز پايدار -پايدار آنتوسيانين

 جلــوگيري مــي نمايــد   توســيانيناز تجزيــه آن
)Shaked-Sachray et al., 2002(. ــن در  ايـ

آزمايش افزودن منيزيم به محـيط كشـت موجـب    
ــزايش ــا  2 اف ــر در 3ت ــيانين در  براب ــدار آنتوس مق
 هـاي  مطـابق بـا يافتـه   اين نتايج  .ها گرديد كالوس
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Sinilal et al. )2011( ــت. آن ــا  اس ــزاه رش گ
افـزودن   ،در كشت سوسپانسيون انگور نمودند كه

 4تـا   5/2موجب افـزايش   منيزيم به محيط كشت
 اينكـه  بـدون  گـردد  غلظت آنتوسيانين مـي  يبرابر

 آنتوسـيانين  بيوسـنتز  ژنهـاي بيـان   در تغييراساسي
 تجزيه از ،تيمار اينبه نظر مي رسد كه  .كند ايجاد

 تبنس ـ و هدونم  جلوگيري ها سلول در آنتوسيانين
 را سلول رنگكننده  تعيين مختلف هاي آنتوسيانين

بـا   رنگدانـه  هـاي  لكولمو نسبي غلظت افزايش با
 دهنـد  نشان مي نتايج .دهد مي تغيير ي كمتر،پايدار

 از بازدارنـدگي  طريـق  از منيـزيم  يمارت حداقل كه
ــزيم كاتابوليســم ــر مني ــع ب ــيانين تجم ــر آنتوس  اث

موجب درگل مينا همچنين تيمار منيزيم . گذارد مي
زيرا فعاليت فنيـل   نگرديدافزايش سنتز آنتوسيانين 

 آلانين آمونيالاز و چالكون ايزومراز افزايش نيافت
)Shaked-Sachray et al., 2002( .فرآيندي هنوز 

ــزيم تيمــار كــه ــراز طريــق آن  مني  تجمــع روي ب
 مشـخص  خـوبي  بـه  ،گـذارد  مـي  اثـر  آنتوسيانين

هاي  سيب غلظت در كشت كالوس. است نگرديده
هـا دارد و   بالاي منيزيم اثر منفي بـر رشـد سـلول   

منيـزيم بـه محـيط    ميلي مـول   20افزودن بيش از 
هـاي رشـد    موجب كاهش شـاخص سيب، كشت 

ايي كـه بـر    اين نتايج از فرضيه .مي گردد. كالوس 
اساس آن تغييرات محيط كشـت بـه عنـوان يـك     

ه هـاي ثانوي ـ  استراتژي جهت القا توليـد متابوليـت  
 ). Collin, 2001كند ( باشد، حمايت مي مطرح مي

تواننـد در   مـي  ايي هاي درون شيشه كشت
آنتوسـيانين را   ي ازمدت زمان كوتاه، مقادير زيـاد 

رون هاي د توليد آنتوسيانين از كشتتوليد نمايند. 
يـك   بـه عنـوان   توانـد  مـي  زينتي، ايي سيب شيشه
ده آنتوسيانين مـورد اسـتفا  جديد براي توليد روش 

   قرار بگيرد.
 

 سپاسگزاري
هاي ايـن پـژوهش بـراي     قسمتي از هزينه

نامه كارشناسي ارشـد فرشـاد كاكاونـد     انجام پايان
توسط دانشگاه تبريز تامين شده اسـت كـه بـدين    
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Abstract 

Anthocyanins have attracted a great deal of attention due to their capability in 
protecting humans from chronic diseases. Production of natural anthocyanins from fresh plant 
material has many limitations. Therefore, the use of plant biotechnology for the production of 
anthocyanin has been put in focus without such restrictions. From the other hand, some crab 
apples can produce anthocyanins in their various organs including in vitro-grown calli. In this 
study, in order to investigate the effect of different concentrations of magnesium and nitrogen 
source for in vitro production of anthocyanin from callus cultures of a red-fleshed crab apple 
genotype, leaf explants from in vitro grown seedling was exploited to produce callus. After 
obtaining sufficient amount of callus, treatments were exerted in a completely randomized 
design with four replications for each treatment and four explants in each replication. With 
addition of magnesium to the medium, anthocyanin production increased up to 3 fold and the 
highest concentration of anthocyanins was observed in the highest magnesium concentration 
(40 mM). However, at this concentration, the growth rate of calli reduced. Changing the 
nitrogen source also affected the production of anthocyanins. The best nitrogen source for the 
production of anthocyanin was the combination of 10 mM ammonium and 18.8 mM nitrate as 
well as 5 mM ammonium and 25 mM nitrate.    
Keywords: Ammonium, Anthocyanin, Callus, Magnesium, Nitrate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                
∗ Corresponding Author: Mahna N.                Tel: 041 3339 2027                    Email: mahna@tabrizu.ac.ir 



 )1394، تابستان 2، شماره 7مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

۱۳۴ 
 

 
 


