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  هكيدچ
) Betula(توس  جنس. رنداد هاي گوناگوندر زمينه ياهميت جهاني و كاربرد وسيع ،هاي ثانويهعلت داشتن متابوليت به گياهان

 و ، هپاتيتHIVگي بيماريكنند كننده سرطان پوست و درمان گيريكه خاصيت پيشاست ها ويژه ترپنهاي ثانويه بهمتابوليت حاوي
در معرض  و هاا توجه به محدود بودن تعداد پايهب ييداروبا گياهان  يمصنوع يهايافتن جايگزين مناسب براي دارو .مالاريا را دارد

 توليد گياهانتكثير و با مدنظر قراردادن مشكلات مربوط به  .امري ضروريست هاي گياهي مورد نظر گونهخطر انقراض قرار گرفتن 
دست آوردن اين  به برايهاي توليدي، با اعمال محركاي هاي درون شيشههاي ديگري نظير كشتنگلي، از روشزراعي و ج ،ييدارو

ثره ؤتيمار نور و تاريكي بر ميزان توليد ماده م تأثيرهدف از انجام پژوهش حاضر، ارزيابي  .كردتوان استفاده گياهي مي مؤثرهمواد 
. بوداي شيشهدر شرايط درون  B. litwinowii گونههاي برگ پس از كشت ريزنمونهماهه  چهارالقا شده هاي كالوسدر  بتولين

در فصل تابستان فريم سنگده  رويشگاهاز ساله  پنجهاي نهال و )الس 25بالاي ( بالغ هاي مادريهاي جوان پايهاز برگ هاريزنمونه
- غير مستقل t آزمونزايي از تجزيه و تحليل كالوس منظور به. شدند در شرايط نور و تاريكي كشت داده WPMتهيه و در محيط كشت 

 HPLCميزان بتولين، از منحني كاليبراسيون حاصل از تزريق محلول استاندارد با استفاده از دستگاه  تجزيه برايو تكرار  پنجبا جفتي 
 برايلوكس  1500 تا 1000ت شد با نور سفيد و ساعت تاريكي 8ساعت روشنايي و  16 شرايط نورينتايج نشان داد . شداستفاده 
 سه(بتولين القاء شده بيشتري ميزان  ،شدتر تهيه پايه مادري مسنها بسيار ضروري بوده و زماني كه ريزنمونه از دهي ريزنمونهكالوس
  . حاصل شد) برابر

  
  WPM. محيط كشت، هاي ثانويهمتابوليت ،كشت بافت ،شرايط نوريتوس، : كليدي هاي واژه

  
  مقدمه

 هاي ثانويهدليل داشتن متابوليت به گياهان از استفاده
صورت سنتي  به دور هاياز گذشته هابراي درمان بيماري

سوء  اثرات و عوارض گسترش با امروزه و بوده مرسوم

 درمان براي طبيعي مواد اين از استفاده شيميايي داروهاي
 ,Omidbaigi(است  هكرد پيدا بيشتري كاربرد هابيماري

- توجه به اهميت جهاني و كاربرد وسيع متابوليت با ).2005
هاي گوناگون و با مدنظر قراردادن هاي ثانويه در زمينه
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استفاده مشكلات مربوط به توليد گياهان زراعي و جنگلي، 
هاي با اعمال محرك سلولو  بافتنظير كشت  يهايروش از

بيش از گياهي  مؤثرهآوردن اين مواد  دستبه برايتوليدي، 
 .)Tripathi & Tripathi, 2003( اندپيش اهميت يافته

گردند و ثانويه طي تمايزيابي سلول ايجاد مي هايمتابوليت
ها و آلكالوئيدها ها، فنولدر سه گروه مجزا شامل ترپن

ترين ها بزرگترپن .گيرند قرار مي) دارتركيبات نيتروژن(
 پنجليپيد هستند، كه از  هاي ثانويه و اساساوه متابوليتگر

ترپن و پلي ترپنصورت منوترپن، دي به واحد كربن تشكيل و
، در جوامع جنگلي .)(Alizadeh, 2012شوند بندي ميتقسيم
 مؤثرهمواد حاوي درختان  هاي رويشي و زايشياندام

 ،از بيمارهاي خطرناككه در درمان بسياري ، هستندمختلفي 
 كه در در ايران،نادر يكي از اين درختان جنگلي  .نقش دارند

- مي، درخت توس دارد اندام رويشي خود ماده ضد سرطاني
پايه و  درختي يك )Betula( توس .)Barzekar, 2005( باشد

  گياهان چوبي نيمكره و از Betulaceae  نورپسند از تيره
 .Bهاي علمي گونه از آن با نامدر ايران سه . استشمالي 

pendula )Sabeti, 2005؛Kordalivand et al., 2012( ،B. 

litwinowii، )Zare et al., 2010 ؛Kordalivand et al., 

) Kordalivand et al., 2012(،  B. pubescensو )  2012
در برخي  نيز  B. albaمانندهايي  و به گونه اندشناسايي شده
بيشتر  .)Sabeti, 2005(شده است  هايي همنابع اشار

هاي صورت درختچهبههايي صورت درختي و در بخش به
باشد حال انقراض مي در هاي و جزو گونهكوتاه بوده 

)Barzekar, 2005 ( . منبع توس  هاي مختلفگونهپوست
استخراج نوعي متابوليت ثانويه از  برايمهمي و طبيعي خام 
مقدار قابل  به باشد كهنام بتولين مي به هاترپن گروه

درصد  20گاهي تا و درصد  14تا  12اي در حدود  ملاحظه
ازجمله انواع  مزمنهاي درمان بيماريدر تواند ميبوده و 
 هايهاي پوست، رحم، سينه و همچنين بيماريسرطان
 ,.Prince et al ؛Dzubak et al., 2006 (ما و اگز مالاريا

) Li, 2002( درمان روماتيسم و التهاب طورو همين )2010
  .شوداستفاده 

هاي در گونهخواص دارويي اين متابوليت ثانويه كه 
هاي اخير داراي بيشترين مقدار است، در سالمختلف توس 
با  طور مستقيم هباستخراج اين ترپن . است كشف شده

قطع شده درختان توس پس از  گيري از پوست جداعصاره
ولي در چند  )Zhao et al., 2007( گيرديكسره انجام مي

هاي گيري از روشبهره برايهايي سال اخير تلاش
بيوتكنولوژي، كشت بافت و سوسپانسيون سلولي در اين 

سوسپانسيون سلولي  در زمينهخصوص آغاز شده است كه 
 و در زمينه) 2013و  2010(و همكاران   Fanبه توانمي

) 2012(و همكاران  Payam Noorبه  توانكشت بافت مي
حيات در  توجه به محدوديت فراوان تجديد با .اشاره كرد
- انقراض بودن اين گونه به هاي توس در ايران و رورويشگاه

حل مناسبي راهتواند ميهاي كشت بافت روشها، استفاده از 
 شدي دارويي اين درخت باهااستفاده از قابليت براي

)Payam Noor et al., 2012( . در كشورهاي مختلف جهان
هاي مختلف زايي گونهزمينه كالوس درتحقيقات زيادي 

  و B. papyrifera Varenازجمله دو گونه  توس
B. platyphylla VerDale )Magnusson et al., 2009(، 

 B. pendula var. Carelica و B. pubescensهاي گونه
)(Kontseva, 2009،  گونهB. microphylla var. 

paludosa (Qun, 2012)  گونه وB. luminifera 
)Xiaomin et al., 2012( در ايران كشت . انجام شده است

براي ) B. litwinowii( هاي توس يكي از گونهروي بافت 
 آنها؛ شدانجام ) 2012(و همكاران  Nazariط اولين بار توس

يك غلظت ( D-2,4هاي و هورمونWPM  محيط كشت پايه
 )گرم بر ليترميلي يكغلظت ( BAPو ) گرم بر ليترميلي دهم
 برايو تركيب هورموني  بهترين محيط كشت عنوان به را

با ها القاي بتولين در كالوس. ندكردمعرفي  زاييكالوس
و  Payam Noorط توس WPMاستفاده از محيط كشت 

بتولين با از آنجا كه القاي . شد انجام) 2012(همكاران 
همين تحقيق  به محدود ،ها در جهاناستفاده از كشت كالوس

نور و تاريكي بر  تأثيراست، تحقيقي در خصوص نحوه 
  . است نشده انجامميزان بتولين القايي 
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ها در شرايط نوري و برخي در دهي برخي گونهكالوس
 نور و ميزان آنكه از آنجايي .است شده انجامشرايط تاريكي 

د ندار بسزاييثانويه نقش  هايدر توليد متابوليت
)Omidbaigi, 2005( اين امكان وجود دارد كه بتولين نيز ،
شرايط نوري قرار  تأثيرت متابوليت ثانويه تحيك عنوان به

تيمار نور  تأثيربنابراين تحقيق حاضر با هدف ارزيابي  .گيرد
 چهارهاي كالوسبتولين  مؤثرهتوليد ماده  بر ميزانو تاريكي 
اي انجام در شرايط درون شيشه B. litwinowii ماهه گونه

  .شد
  

  هامواد و روش
تحقيق حاضر در آزمايشگاه كشت بافت دانشكده علوم 

انجام  دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان جنگل
واقع در منطقه  B. litwinowiiي هااز برگ بردارينمونه. شد

ترين بخش از شهرستان سنگده استان مازندران، در جنوبي
 53ْ 27َتا  53ْ 10َساري و در محدوده مختصات جغرافيايي 

 در تابستانعرض شمالي و  36ْ 3َتا  35ْ 10َطول شرقي و 
 25بالاي درختان بالغ جنگلي ) 1: شدانجام دو صورت   به

. نهالستان شركت فريمساله  پنج-چهارهاي از نهال) 2سال 
قطره چند حاوي آب معمولي با ها ريزنمونه اوليه شستشوي

 هانمونه .شدانجام دقيقه چهار تا  سهمدت مايع ظرفشويي به
در محلول  بعد ودقيقه آبكشي  10مدت با آب معمولي به

 45مدت ليتر به در چهار گرمغلظت  كش بنوميل بهقارچ
با  سه بار آبكشيها پس از ريزنمونه .شدند داده دقيقه قرار

درصد  يك دهمكلريد جيوه  با استفاده از آب مقطر سترون
سه بار با  بعدو  هشد ضدعفوني سطحيدقيقه  هفتمدت به

متري سانتي 1برگ از  هانمونهريز .آب مقطر آبكشي شدند
 WPMكشت  طمحيدر  بوده و بخش حاوي رگبرگ

)(Woody Plant Medium ز ساكاردر ليتر گرم  30 همراهبه
هاي ترتيب در غلظت به BAP و D-2,4 يهاو هورمون

 در) Nazari et al., 2012( گرم بر ليترميلي يكو  دهم يك
 )ساعت تاريكي 8ساعت روشنايي و  16(ي دو تيمار نور

 )انكوباتور( اريكيو تلوكس  1500تا  1000نور با شدت 
هركدام براي مربايي حاوي هفت ريزنمونه شيشه 15تعداد  به

لول در محدوده مح pH همچنين .ندشدكشت از تيمارها 
 هشت از اي شدن محيطژله برايتنظيم شد و  8/5-7/5

ماه پس  دودهي شروع كالوس .شد استفادهآگار  در ليتر گرم
 چهارگيري عصاره برايها از كشت و زمان برداشت كالوس

، هاگيري از كالوسعصاره منظور به. بود ماه پس از كشت
ليتر متانول ميلي 10با  در هاون چيني خشكگرم وزن نيم

 HPLC )High Performance  Liquidمخصوص 

Coromatography  (سپس لوله وبيده شد، مخلوط و ك
 )ايجاد تاريكي براي(ه فويل پيچيده شددر داخل فالكن 

سپس  .داده شددقيقه در دستگاه التراسوند قرار  6مدت  به
 24مدت  به ها روي شيكر مغناطيسي بدون حرارتنمونه

دور در  3500دقيقه با  پنجمدت  به ساعت قرار گرفتند و
در داخل ) سوپرناتانت(رويي  محلول. يوژ شدندسانتريفدقيقه 

 هاكردن در داخل لولهشد و پس از فيلتر ظروف تيره ريخته
تزريق به  برايدر يخچال قرار گرفت تا ) ميكروتيوپ(

ارزيابي  براي .، در مراحل بعدي استفاده شودHPLC دستگاه
تهيه  ابتدا محلول پايه استاندارد خالص بتولينكمي بتولين، 

 90در متانول ) درصد 99با خلوص ( شده از شركت سيگما
-و از آن محلول پايه غلظت حل HPLCدرصد مخصوص 

 وزهاي مختلف تهيه و به دستگاه تزريق استاندارد در د هاي
دست آمده منحني  به با استفاده از سطوح زير پيك

هاي عصاره سپس .شدكاليبراسيون خطي استاندارد رسم 
به دستگاه تزريق و با استفاده از سطح زير پيك  هاكالوس

ميزان بتولين هر يك از  .شدرسم  مربوطهمنحني كاليبراسيون 
گيري سطح زير پيك مربوطه در زمان مورد ها، با اندازهنمونه

آمده از دستقرار دادن اين سطح در معادله به نظر تعيين و با
. شد ها تخمين زدهبتولين در عصاره وزنمنحني كاليبراسيون، 

ميكروليتر عصاره  بيستبتولين در  ميزان پس از محاسبه
تولين در گرم وزن خشك نمونه به دستگاه، شده ب تزريق
با  زاييي كالوسهاداده تجزيه و تحليل. شدشده، تعيينتهيه

 هفتو  رارتك پنجبا جفتي غير مستقل t آزمون استفاده از
 انجام SPSS افزارنرم ريزنمونه در هر تكرار و با كمك

  .گرديد
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  تايجن
 تأثيرحاصل از بررسي  غيرجفتيمستقل  tآزمون نتايج 

، آلودگي و يزايي نور و تاريكي در ميزان كالوسهاتيمار
در جدول  B. litwinowiiهاي برگ ريزنمونه اي شدنقهوه

مستقل  tآزمون اساس نتايج  بر. ارائه شده است) 1(

تيمارهاي نور و  تأثيرتحت زايي لوسكاميزان ،  غيرجفتي
 ميزان. دار بوددرصد معني پنجخطاي تاريكي در سطح 

سطح در ها نيز در دو تيمار اعمال شده اي شدن كالوسقهوه
لودگي دار بود، ولي درصد آمعنيدرصد  خطاي پنج

  .بوددار نمعنيدرصد  خطاي پنجسطح در ها ريزنمونه
  

  اي شدنو قهوه زايي، آلودگيروي كالوس تيمار نور و تاريكي تأثيرغيرجفتي مستقل  tآزمون  -1 جدول
   B. litwinowiiهاي برگ ريزنمونه 

  داري سطح معني  اختلافاتخطاي معيار  ميانگين اختلافات درجه آزادي  بع تغييرامن
  005/0*  33/5 -66/16 06/23  كالزايي
  n.s165/0  46/5 -78/7 28  آلودگي

  000/0*   50/4 44/24 28  اي شدنقهوه
  دارعدم اختلاف معني :            n.sدرصد 5دار در سطح خطاي اختلاف معني :*           

  
كه مشخص شد  شرايط نوري تأثيرمقايسه ميانگين  از

 .B  ريزنمونه برگاز  زاييكالوس درثري ؤمنور فاكتور 

litwinowii درصد  22/42 كه باعث طوريبه ،باشدمي

دهي در شرايط كالوسدرصد  88/21دهي در مقابل كالوس
   ).الف-1شكل (تاريكي شد 

  

      
  ب                                                  الف                                                

  B. litwinowiiي برگ هاريزنمونه )ب( اي شدنقهوهو ) الف( زايي تيمار نور و تاريكي بر كالوس تأثيرمقايسه ميانگين  -1شكل 
   

ثر ؤمها نيز اي شدن ريزنمونهر ميزان قهوهشرايط نوري ب
اي شدن تيمار تاريكي درصد بالاي قهوهكه  طوريبه ،بود

پس از ماه  چهار .)ب -1شكل(باعث شد را ها ريزنمونه

 داشتند زايي مناسبنور كالوس تأثيرهاي تحت كشت، نمونه
اكثرا  در تاريكي گرفتههاي قرارريزنمونه اما) الف - 2شكل (

  ).ب -2شكل ( زايي مناسبي نداشتندو كالوس اي شدهقهوه
  

a

b

0

10

20

30

40

50

نور ييتاريکی
 زا
س
الو
د ك

رص
د

تيمارها

b

a

0

10

20

30

40

50

60

نور دنتاريکی
ي ش

وه ا
 قه
صد

در

تيمارها

Archive of SID

www.SID.ir



 97                                                                                           1 شماره ،23 جلد ايران جنگلي و مرتعي گياهان اصلاح و ژنتيك تحقيقات فصلنامه دو

     
  ب                                  الف          

  

  )ب( در تيمار تاريكياي شدن كالوس و عدم رشد و قهوه) الف( هاي قرار گرفته در تيمار نورياز نمونه كالوسادامه رشد  -2شكل 
 هايي ظاهر شدندپيك HPLCگيري شده به دستگاه هاي عصارهاستاندارد و نمونه محلولتزريق  دقيقه پس از 22 تا 20ارزيابي ميزان بتولين  در

ظاهر شدن پيك بتولين خالص  )دقيقه 22تا  20( هر نمونه در كروماتوگرام حاصل، با مقايسه زمان بازداريتشخيص پيك مربوط به  ).3 شكل(
منحني  .ارائه شده است) الف و ب -4( كه در شكل شدهاي تزريقي انجام هاي حاصل از عصارههاي مختلف و پيكتزريق شده با غلظت) استاندارد(

  .شودديده مي)  الف و ب -5(هاي مادري در شكل تيمار سني مربوط به پايهها در دو كاليبراسيون خطي نمونه
  

  
  پيك حاصل از تزريق استاندارد بتولين -3شكل 

  

     
  الف                                                                       ب                                 

  )ب( پايه مادري جوان و) الف( شده از پايه مادري بالغ توليدپيك حاصل از تزريق عصاره كالوس  -4شكل 
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  ب                                                   الف                                                      

  )ب( نپايه مادري جوا و) الف( تهيه شده از پايه مادري بالغبرگ هاي ريزنمونهز حاصل انمونه كالوس  كاليبراسيونمنحني  -5شكل 
  

) درصد صدمسه( در گرم گرمميلي دهمسهدر شرايط نوري  WPMحاصل از محيط كشت  خشك در يك گرم بافت كالوس ،انجام شده تجزيهبر اساس 
در شرايط . ميسر نباشد HPLCها در شرايط تاريكي باعث شد ارزيابي ميزان بتولين با استفاده از دستگاه دهي ريزنمونهعدم كالوس .وجود داردبتولين 

 گيري با دستگاهكه قابل اندازه كنندقادر به توليد كالوس نيستند و يا كالوس بسيار كمي توليد مي WPM  ها در محيط كشتنمونهكه  شدتاريكي مشخص 
HPLC باشدنمي.  
 

 گيريبحث و نتيجه
هاي بيوتكنولوژي مانند ريزازديادي، كشت توسعه روش

هاي مويين يكي از مهمترين بافت، كشت سلول و ريشه
هاي حل مشكلات مربوط به اثرات مخرب قطع گياهان شيوه

در . و درختان با خصوصيات غذايي، صنعتي و دارويي است
هاي سريع كشت و تكثير درون توسعه سيستماين راستا 

نظير براي توليد محصولات مختلف اي فرصتي بيشيشه
متابوليت ثانويه در آزمايشگاه و بدون نياز به محدوديت 

هاي جنگلكاري هاي قابل كشت و عرصهزماني و زمين
 .)Nandagopal & Ranjitha Kumari, 2007(خواهد بود 
نمونه، شرايط محيط كشت، ريز عددي نظير تركيباتعوامل مت

اي و شيشههاي درونفيزيكي، نفوذپذيري و غيره در كشت
 ,Rao؛ Mulabagal, 2004(ثرند ؤمتوليد متابوليت ثانويه 

بر اساس نتايج اعلام شده در تحقيق حاضر  ).2002
 BAPهاي از هورمون) 2012(و همكاران   Nazariتوسط

گرم در ميلي يك دهم( D-4 ,2و ) گرم در ليترميلي يك(
خصوصيات  بيناز آنجا كه . شدتهيه  استفاده و كالوس )ليتر

هاي ثانويه گياهان و متابوليت روشنايي و توليد كالوس
و نقش  داشتهارتباط تنگاتنگي وجود ي يدارو

مذكور عمده هاي وردهافردر توليد ي يروشنااكوفيزيولوژيك 
اين  تأثيربنابراين  ،)Omidbaigi, 2005( باشدو اساسي مي
و ميزان بتولين القايي در شرايط درون زايي وسعامل بر كال

 مقدار روشنايي كه در .اي مورد بررسي قرار گرفتشيشه
گيرد، اثر مستقيمي بر ميزان توليد ميدسترس گياهان قرار

مثل از نظر شرايط فيزيكي  گياهان. در آنها دارد مؤثرهماده 
براي القاي كالوس يا توليد شاخساره  ،نور و درجه حرارت
در نور و برخي بعضي از گياهان . هستندبا يكديگر متفاوت 

 ,Omidbaigi( كنندكالوس بيشتري توليد ميدر تاريكي 

  زاييكالوسكه در اين بررسي مشخص شد . )2005
B. litwinowii طور مناسب اتفاق فقط در مجاورت نور به

توليد كالوس   به شرايط تاريكي قادرها در افتد و ريزنمونهمي
خواهند داشت  وسميزان بسيار كمي كال نيستند و يا اينكه به

كه  شوندمياي سرعت قهوه به ماني نداشته وهم زنده كه آن
 Ghadiri(تطابق دارد محققان بسياري از  با تحقيق
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Sardrood et al., 2012؛ Arbabian & Moghanlo., 

 Jeong, 1996 ؛Niimi, 1995؛ Toolit et al., 2008؛ 2009
نتايج تحقيق در  ). Memar Moshrefi et al., 2002 و

ممكن  ،از تيمار تاريكي عدم حصول نتيجه مناسبحاضر 
 ,B. litwinowii ،)Sabetiدليل نورپسند بودن گونه  به است

و  Yong-Qinديگري ازجمله ن امحقق. باشد) 2005
 ؛Taxus yunnanensisبر روي گونه ) 2003(همكاران 

Rezaei  بر روي گونه ) 2013(و همكارانCorylus 

avellana؛ Abbasi Kajani  بر روي ) 2012(و همكاران
و همكاران  Abdiradنيز  و baccata L.  Taxus گونه

و  .Rosa damascena Mill روي دو گونه بر) 2012(
Rosa miniature انجام داده و تيمار  هايي را آزمايش

زايي اعلام كردند، كه با تاريكي را بهترين تيمار براي كالوس
نتايج تحقيق حاضر . تحقيق حاضر مطابقت ندارد نتايج

است ) Chin-Ri )1975 و   Kwan-Longه نتايجكنند ييدأت
هاي نمو گياهي، فعاليت آنزيميند افر كه نور را براي تنظيم

پارامترهاي بيوسنتزي در مسير توليد تركيبات ثانويه و 
در . دانندمي  ورفولوژيكي درختان نورپسند ضروريم

غذايي و دماي و با وجود فراهم بودن مواد شرايط تاريكي
 .Bفعاليت متابوليسمي در بافت برگ  مناسب براي رشد،

litwinowii زايي و ديگر همين دليل كالوس به ،وجود نداشت
. نجام نشدا مؤثرهتوليد مواد  برايهاي بيوسنتزي فعاليت

و همكاران  Hasanpoor مطالعاتق با تحقينتايج اين 
رزمارينيك اسيد  مؤثرهكه بر روي القاي توليد ماده ) 2007(

 Zataria multifloraايگره ساقه هايكالوسدر 

Bioss،Abdirad   ها و توليد رنگدانهدر ) 2012(و همكاران
و  .Rosa amascena Mill هاي دو گونهآنتوسيانين كالوس
Rosa miniature نيز وRezanejad  و  Tarrahi )2013 (

در  Rosa gallica L.هاي القاي آنتوسيانين كالوسر د
 براينور را وجود  همخواني دارد كهنور و تاريكي شرايط 

ميزان بتولين عصاره . دانستندثر ؤمفوق  مؤثرهتوليد مواد 
 HPLCدستگاه تزريق حاصل از  هاي برگيمتانولي كالوس

مراتب كه بهد، بودرصد  صدم سه بالغ درختانحاصل از 
هاي حاصل از كالوساز ميزان بتولين القايي ) برابر 3(بيشتر 

طور كلي به. درصد بود يك صدم يعني هاي اين گونهنهال
موجود در  مؤثرهاشد ميزان ماده هرچه سن درخت بيشتر ب

با توجه به اينكه عوامل متعددي از  .آن بيشتر خواهد بود
- ني، افزايش محركتيمارهاي نور و تاريكي، تغييرات هورمو

زيستي و غيره سبب تغييراتي در ميزان هاي زيستي و غير
شود، مناسب است متابوليت ثانويه در درختان و گياهان مي

 مؤثرهتحقيقات تكميلي ديگري در جهت افزايش اين مواد 
وان از اين منابع با ارزش طبيعي و دارويي تا بت انجام گيرد
بدون  صورت بهينه با استفاده از تكنولوژي روزكشورمان به
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Abstract 
     Plants due to their secondary metabolites have world value and wide applications in various 
fields of technology. Birch genus (Betula) contains secondary metabolites, especially terpenes 
which have preventive properties for skin cancer, HIV virus, hepatitis, and malaria. Finding a 
suitable alternative for pharmaceutical industry is essential due to the limited mother trees and 
danger of extinction of the mentioned species. Considering the problems associated with crop 
production and forestry, other methods such as in vitro plantation by applying triggers to obtain 
the herbal ingredients can be used. The purpose of this research was to evaluate the effects of 
light and dark on Betulin production in four month calli of in vitro produced B. litwinowii. 
Explants were prepared by leaves of 25 years old mother plants and 5 years old seedlings during 
summer from Sangdeh site. They were cultured on WPM plantation medium at light and dark 
conditions. For analysis of callus production a t- independent test with 5 replicates was used, 
Analysis of Betulin rate was used using a calibration curve that was obtained by injection of 
standard solutions using HPLC system. Results showed that light conditions (16 hours light and 
8 hours dark) with white light intensity of 1000-1500 lux were essential for callogenesis 
explants and Betulin quantity was higher in explants prepared from older mother plants.  
 
Keywords: Betula, light conditions, secondary metabolites, tissue culture, WPM medium  
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