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 چکیده

 بیولوژیکی اثرات با Betula گونه گیاهان از عمدتاً که است ایحلقه پنج لوپان نوع از ترپنی تری بتولین

 تولیدد  افداایش  هدد   حاضر با مطالعه .آیدمی دستبه سرطانی ضد و HIV ضد خواص مانند متنوعی

 و اعمال الیسیتورها زمان مدت و هاغلظت تأثیر تحت  Betula litwinowiiکالوس  هایکشت در بتولین

 کشدت محدی  در  سنگده، رویشگاهاز در فصل تابستان آوری شده های جمعبرگ .شد انجام هاماده پیش

WPM 2,4های حاوی هورمون-D  وBAP یطدی حداوی   ی چهارماهده در مح هدا کدالوس  .شددند  کشت

هایی چون سداکارز،  ماده کبالت و پیش، کلروکولین کلراید و کلرید الیسیتورهایی چون اسید سالیسیلیک

و  هفته برداشت 4و  3، 2های جدید پس از کشتمحی ها در الوسویتامین و گلوکا بازکشت شدند. ک

تور اکی )فد آزمایش فاکتوریل دوعدامل ها براساس وتحلیل دادهتجایه. شدها محاسبه وزن تر و خشک آن

پایده   در قالد  طدر   سدطح    3با زمان فاکتور دوم و  سطح 4ها هرکدام در مادهپیش  اول الیسیتورها و

در سدطح  دانکن  ها نیا با استفاده از آزمونمقایسه میانگین و SPSSافاار تکرار با نرم 3 وکاملاً تصادفی 

راید به مددت  کلکلروکولولین  نتایج نشان داد از بین الیسیتورها، استفاده از انجام شد.درصد  99احتمال 

بده تیمدار    برابری بتدولین القدایی نسدبت    3گرم بر لیتر با افاایش بیش از میلی 5/1هفته و در غلظت  دو

معمدول   گرم بر گرم  بهترین بوده است. اسدتفاده از پدیش مداده ویتدامین )ده برابدر     میلی 068/0شاهد )

WPM   گرم بر گرم  میلی 1/0ت به شاهد ) القایی نسب هفته، باعث افاایش بیشترین بتولین سهدر زمان

 .دشومیتیمار به عنوان بهترین معرفی  اینحاضر  پژوهشطورکلی در هشود. بمی

 

  هاهای ثانویه، ویتامین: بتولین، توس، کلروکولین کلراید، متابولیتکلید واژگان
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  مقدمه -1

  و diolß Lup -20(29)-ene-3-28,بتددولین بددا ترکیدد  )

مشددتقات لوپددان و یددک   از 2O50H30Cایی فرمددول شددیمی 

ترپنوئید ارزشمند است و به میاان مناسبی در پوسدت  تری

ضدد  خاصدیت   .وجدود دارد  B. Litwinowii توسدرخت 

تدرین  از مهد   ویروسدی و ضدد باکتریدایی   ، ضدد  یتومور

برای اولین بدار   B. litwinowii. [1]باشندمیخواص بتولین 

در منطقه سنگده استان مازنددران حددود ده سدال     ایراندر

بده  در ایدران رو   هدای تدوس  گونده . [2] شدپیش گاارش 

وجدود  هدا  بدرداری از آن بوده و امکان قطع و بهدره  انقراض

ه دلیل مشکلات نیا ب گونهینارش کاشت و پرو ؛[3] ندارد

 ،زندی بدذور  پوکی و عددم جوانده   ،[4]های همراه بذرقارچ

یداد  عدم موفقیت در ازد . همچنین،شودانجام نمیراحتی به

زا دلیل سخت ریشهها بهرویشی این درخت از طریق قلمه

علت شده و اهمیت استفاده از  نیا ماید بر .[5] هاآنبودن 

 تولید ترکیبدات ارزشدمند   برایرا  یسلولهای کشت روش

هدای  یدت مای یکدی از  طورکلبه. کندمشخص می این گیاه

امکددان افدداایش میدداان   ای، هدرون شیشدد هددایکشددت

 هدا مداده الیسدیتورها و پدیش    توسد  های ثانویده  لیتومتاب

 یدر غزیسدتی و یدا    منشدأ الیسیتورها ترکیبداتی بدا    .باشدیم

های دفداعی باعدث   خهستند که از طریق القای پاس یستیز

و  [6] شدوند هدای ثانویده مدی   و انباشت متابولیدت بیوسنتا 

سدلولی )پکتینداز و   کنندده دیدواره   یده تجاهای بیشتر آنای 

هدا  ی از دیواره سدلولی میکروارگدانیام  هایسلولاز  یا بخش

باشددند. مددیرا شددامل )کیتددین، گلوکددان و گلیکددوپروت ین  

یسددتی )اسددید خددی مددواد شددیمیایی غیددر زاز بر ،چنددینهم

عندوان الیسدیتور   توان بهجاسمونات  میسالیسیلیک و متیل

عوامل مختلفی مانند غلظت الیسیتور، . [8و 7] کرداستفاده 

و  کشدت محدی  ، زمان افاودن الیسیتور به کشتمحی سن 

بر با الیستور،  کشتمحی مدت زمان در معرض قرارگیری 

 تدأثیر شدرای   هدای ثانویده در ایدن    افاایش تولید متابولیت

از اثدرات مببدت برخدی     ییهدا گاارش. [10و9] گذارندمی

هدای  کشدت ثانویه های متابولیتالیسیتورها در تغییر میاان 

 Taxusکلرایدد در  . کلروکولین وجود دارد ایشیشهدرون 

globosa [11] در در  جاسمونات و اسید سالیسدیلیک متیل

 در یکاسید سالیسیل ، Panax genseng  [12]کشت ریشه

T. baccata [13] ، در  اسید سالیسیلیک، اسید جاسدمونیک

 کبالدت کلرید  و Elaeagnus angustifolia L.  [14]گونه 

جملدده ایددن مددوارد   از Corylus Avellana L.  [15] در

 .Bافاایش سنتا بتدولین در کشدت سوسنانسدیون     .هستند

pendula جاسدمونات و اسدید   الیسدیتورهای متیدل   بوسیله

و همچنین در کشدت ریشده مدوئین     [17و16] یکسالیسیل

 [18]ایددن گوندده بوسددیله کلروکددولین کلرایددد و کیتددوزان  

گاارش شده اسدت. اعمدال الیسدیتور بدر میداان ترکیبدات       

. افداایش شدده اسددت    باعدث  مشدتق شدده از بتدولین نیددا   

اول انولیک اسید و اورسولیک اسید که از مشدتقات یتدولین   

 Uncariaولی هسدددتند در کشدددت سوسنانسدددیون سدددل

tomentosa  و بتولینیک  [19]تحت تیمار جاسمونیک اسید

وسدیله  هبد  .Glycyrrhiza glabra Lسدلولی در کشت  اسید

اضافه کردن  .از جمله این موارد هستند [20] عصاره مخمر

های ثانویه در کشت برای افاایش متابولیت نیا هامادهپیش 

شدود و هدر   طدور غالد  اسدتفاده مدی    های گیاهی بهسلول

آغدداز یددک مسددیر    کدده درحددد واسدد ترکیبددی )ترکیدد  

 بدرای تواندد  د مدی های ثانویه قدرار دار بیوسنتای متابولیت

اسدتفاده از   .[21]رود  بده کدار  افاایش عملکدرد متابولیدت   

های ثانویده را  متابولیتبرخی گلوکا و ساکارز میاان تولید 

تولیدد  افداایش   از تدوان مدی  مبدال عندوان بهدهد میافاایش 

 وسدیله به رزمارینیکو اسید  [22] ساکارز وسیلهبه تاکسول

 پدیش  افداودن  بدا  دیگری آزمایش در .نام برد [23] گلوکا

 کشدت  بده  گلایسدین  بناوییدل -ان و موالوندات  هدای  مداده 

 تدا  تاکسول تولید  میاان سرخدار گیاه سلولی سوسنانسیون

   .[21]به نقل از [24] یافت افاایش برابر 3 حدود

افداایش میداان   امکان  بررسی ،پژوهش   از انجام اینهد

بددا اسددتفاده از   B. litwinowiiهددای بتددولین در کددالوس 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H50O2
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کلرایدد و  شامل اسید سالیسیلیک، کلروکولین  ییالیسیتورها

گلدوکا و  شدامل سداکارز،    هدا و پدیش مداده  کلرید کبالدت  

   است. ویتامین

 هامواد و روش -2

 بردارینمونه منطقه 2-1

 .B سددال 25درختددان بدداللا بددالای بددرگ  از رداریبددنموندده

litwinowii  و  ،ایدران  ،در منطقه سنگده استان مازندرانواقع

 .انجام شد ماه  )تیر در تابستان

 سازی و تولید کالوسمراحل سترون 2-2

 ییشدو با آب معمولی حاوی چند قطره مایع ظدر   هابرگ

 نسشددند و سد  مدت سه تا چهار دقیقه شستشوی اولیه به

قدرار   لکدش بنومید  قدارچ گرم بر لیتدر  میلی 4 دقیقه در 45

 دهد  یدک  کلرید جیدوه  ها با برگ شستشو،. پس از گرفتند

و سنس سه بار  ضدعفونی شدنددقیقه  پنجمدت درصد به

از بدرگ   هدای گیداهی  ریانمونهبا آب مقطر آبکشی شدند. 

 کشدت رگبدرگ بدوده و در محدی     دارایمتدری  یک سانتی

1WPM هدای گرم در لیتر ساکارز و هورمدون  30راه همبه 

2,4-D  وBAP دهد  و یدک   های یدک ترتی  در غلظت به

 16شدرای  ندوری    شددند. کشدت   [25] گرم بدر لیتدر  میلی

در نظدر گرفتده شدد     ساعت تداریکی  8ساعت روشنایی و 

تنظی  شدد و   7/5-8/5محلول در محدوده  pH. عدد [26]

لیتر آگار استفاده شد. گرم در  8ای شدن محی  از ژله برای

 بدون اعمال تیما قابل مشاهده است. کالوس 1در شکل 

 هاپیش ماده و الیسیتورها اعمال 2-3

کشدت  ها در محی ماه از کالاایی، کالوس 4پس از گذشت 

WPM سالیسددیلیک  همددراه الیسددیتورهایی چددون اسددیدبدده

 گرم بر لیتدر ، کلریدد  میلی 150و  100، 50،0 های)غلظت

 گرم بر لیتر  و کلروکدولین میلی 150و  100، 50،0) کبالت

 گددرم بددر لیتددر  و پددیش میلددی 5/1و  1، 5/0، 0) کلرایددد

گدرم در لیتدر ،    90و  60، 30،0هایی چدون سداکارز )  ماده

، 5، 0گرم در لیتدر  و ویتدامین )   100و  80، 0،06گلوکا )

                                                             
1 Woody plant medium 

 کده  WPMکشدت  معمول موجود در محی  برابر 15و  10

، HCl-، مددددایواینوزیتول، تیددددامینشددددامل گلایسددددین

بازکشددت  ، نیکوتینیددک اسددید اسددت ،HCl-پیریدوکسددین

کشت جدید حداوی الیسدیتور و   ها در محی شدند. کالوس

 هفته برداشت شدند.  4و  3، 2ماده پس از  پیش

 هااز کالوس گیریعصاره 2-4

گدرم وزن خشدک در   یک ها، گیری از کالوسعصاره برای

 HPLCمتدانول مخصدوص    سدی سدی  10هاون چیندی بدا   

دقیقده در   6مدت بهها نمونه ،سنس .مخلوط و کوبیده شد

داخل لوله فالکون فویل پیچی شده در دسدتگاه التراسدوند   

هدا روی شدیکر مغناطیسدی بددون     . نمونده ندقرار داده شد

دور بدر   3500ساعت قرار گرفتند و با  24مدت حرارت به

 یدی شددند. محلدول رو  مدت پنج دقیقه سانتریفیوژ بهدقیقه 

نس سد شدد و   یختده )سوپرناتانت  در داخل ظرو  تیره ر

در  HPLCبرای تاریدق بده دسدتگاه     یلتر شد. این محلولف

)میکروتیدو(  در   ی کوچدک هدا داخل لولهمراحل بعدی، 

   .یخچال قرار گرفت

 

 
 بدون اعمال تیمار )شاهد  B. litwinowiiکالوس  1شکل 
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 ارزیابی میزان بتولین 2-5

 ارزیابی کمی بتدولین، ابتددا محلدول پایده اسدتاندارد      برای

 99از شرکت سیگما )با خلدوص   شده یهتهخالص بتولین 

و  شد حل HPLCدرصد مخصوص  90درصد  در متانول 

اسددتاندارد در دوزهددای  هددایغلظددتاز آن، محلددول پایدده 

منحندی کالیبراسدیون    شد. مختلف تهیه و به دستگاه تاریق

 آمده دستبها استفاده از سطو  زیر پیک بخطی استاندارد 

به دسدتگاه  ها عصاره تهیه شده از کالوس ،. سنسشدرس  

منحنددی  ،و بددا اسددتفاده از سددطح زیددر پیددک شددد تاریددق 

. میاان بتولین هدر یدک   [16] شدکالیبراسیون مربوطه رس  

ن گیری سطح زیر پیک مربوطه در زمدا ها، با اندازهاز نمونه

قدرار دادن ایدن سدطح در معادلده      بدا  شدد.  تعیین موردنظر

زن بتددولین در آمددده از منحنددی کالیبراسددیون، و دسددتبدده

شد. پس از محاسبه میاان بتدولین در   ها تخمین زدهعصاره

تدولین در  به دسدتگاه، ب  شدهیقتاربیست میکرولیتر عصاره 

 . شد یینتعشده،  گرم وزن خشک نمونه تهیه

 آماری  تحلیل 2-6

آزمدایش فاکتوریدل دو   هدا بدر اسداس    دهوتحلیدل دا تجایه

تکدرار بدا    3و در قال  طر  پایده کداملاً تصدادفی     یعامل

مقایسدده . در ایددن مرحلدده. انجددام شددد SPSSافدداار نددرم

در سطح احتمدال  ها نیا با استفاده از آزمون دانکن میانگین

فاکتور اول الیسیتورها در این مطالعه،  انجام شد.درصد  99

یک، کلروکولین کلراید و کلرید کبالدت  شامل اسید سالیسیل

ها شامل ساکارز، ویتامین و گلوکا هر کددام در  مادهو پیش

 با سه سطح است.زمان فاکتور دوم و  سطح 4

 نتایج -3

بدا   شدهاعمالها در اثر تیمارهای نوع بافت و رنگ کالوس

علیرغ  یکنواختی نسبی بافت  ه  تفاوت چندانی نداشتند.

های تحت تدأثیر گلدوکا و   رشد کالوسسرعت  ها،کالوس

 بافددت . 3و  2)شددکل  شدداهد بددود ویتددامین بددیش از  

 ،عمال تیمدار پدیش مداده گلدوکا    های رشد یافته با اکالوس

  تری پیدا کردند.و رنگ سبا تیره بوده تردتر

 

       
  g.l-1 100، ج:  g.l-1 80: ، ب g.l-1 60ها تحت تأثیر پیش ماده گلوکا با غلظت الف: بافت و رنگ کالوس 2شکل 

       
 برابر 15برابر، ج:  10برابر، ب:  5های الف: ها تحت تأثیر پیش ماده ویتامین در غلظتبافت و رنگ کالوس 3شکل 
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الیسیتورها و  تأثیرنتایج تجایه واریانس حاصل از بررسی 

قرار گرفتن های مختلف ها و زمانغلظت در هاماده پیش

که  است شده ارائه 1جدول  در B. litwinowiiهای کالوس

 یک درصد احتمالدر سطح  یداراختلا  معنیاین نتایج 

نتایج حاصل از مقایسه میانگین بتولین القاء شده در  .دارند

های مختلف به روش آزمون دانکن در ها در زمانکالوس

است.  ارائه شده 4درصد در شکل سطح احتمال یک 

ه متفاوت قرار گرفتند. طبق نتایج حاصل ها در سه گروداده

شده، زمان دو هفته بهترین زمان برای اعمال تیمار 

 باشد. می

در ولین میزان بت بر اعمال شدههای ها و زمانغلظت ،ها(ماده )الیسیتورها و پیش تجزیه واریانس حاصل از بررسی تاثیر تیمارها 1جدول 

 B. litwinowiiکالوس 

 داریسطح معنی Fمقدار  (MS) میانگین مربعات (df) درجه آزادی (S.O.V) منبع تغییرات

 000/0** 06/58565 004/0 18 هاتیمارها و غلظت

 000/0** 09/55037 003/0 2 زمان

 000/0** 33/9133 001/0 36 هازمان ×ها تیمارها و غلظت

 - - 178/6 114 اشتباه 

 - - - 170 کل

 طح خطای یک درصددار در ساختلا  معنی*  *

 

. 

 B. litwinowiiهای میزان بتولین القاء شده در کالوسمقایسه میانگین زمان اعمال تیمار بر  4 شکل

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

  B. litwinowiiهای کالوس درهای مختلف در تیمارها و غلظت القاء شدهمقایسه میانگین بتولین  5شکل 
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از اعمددال پددس مقایسدده میددانگین میدداان بتددولین القددایی  

بده روش   های مختلفغلظتدر  هاالیسیتورها و پیش ماده

 ارائه 5 شکلیک درصد در  احتمالآزمون دانکن در سطح 

عندوان  بده  برابدر ویتدامین   10 اعمال ،طبق نتایجشده است. 

 13از  )بدیش القایی بیشترین میاان بتولین باعث  ،پیش ماده

 جدا  به ،کلیطورهب. شده استبرابر نسبت به تیمار شاهد  

، سدایر تیمارهدای اعمدال    کلرید کبالت و سالیسیلیک اسید

  شده نسبت به شاهد باعث افاایش میاان بتولین شدند.
پددس از اعمددال مقایسدده میددانگین میدداان بتددولین القددایی  

به های مختلف ها در غلظت و زمانالیسیتورها و پیش ماده

 شدکل یک درصد در  احتمالروش آزمون دانکن در سطح 

بالاترین میاان بتولین القدا  بر اساس نتایج  شده است. ارائه 6

شده بعد از استفاده از ساکارز به عنوان پیش مداده دو هفتده   

شد.  گرم در لیتر حاصل 60پس از اعمال تیمار و در غلظت 

و در  شدده اعمدال هدای  کارایی این پیش ماده در اکبر غلظت

ی در همده بدود.   هر سه زمان برداشت، بیشتر از تیمار شاهد

مقدار بتولین القدایی   ،تحت تأثیر پیش ماده گلوکا هایکشت

ن بتولین زمانی حاصل شدد  بیشتر از شاهد بود. بیشترین میاا

گرم در لیتدر ایدن    80هفته در غلظت  2ها به مدت که نمونه

غلظدت   3شده در هر تیمار قرار داشتند. تیمار ویتامین اعمال

ایش سدنتا بتدولین در بافدت    زمان برداشدت باعدث افدا    3و 

میاان بتدولین   ،حالاین با. کالوس نسبت به شاهد شده است

برابددر ،  10هفتدده  و بددا تیمددار ویتددامین  سدده) دومدر زمددان 

 میاان بتولین القدا شدده بدا محدر      بیشترین میاان را داشت.

هدای مختلدف   شیمیایی اسید سالیسیلیک در غلظت و زمدان 

ها نسبت بده  در برخی از غلظتتیمار شده یکسان بوده و و 

الیسدیتور کلریدد کبالدت    شاهد القاء بتولین بیشتری داشدت.  

. نتوانست میاان سنتا بتولین بافت کدالوس را افداایش دهدد   

 5/1کلروکددولین کلرایددد در غلظددت   ایددیدو هفتددهاعمددال 

گرم بر لیتر بیشترین میاان بتولین را در این تیمدار القداء   میلی

ی میداان مداده مدهثره همده    الیسدیتوری  . در ایدن تیمدار   کرد

   شده بیشتر از تیمار شاهد بود.های اعمالغلظت

 گیریبحث و نتیجه -4

 داروهدا، نقددش  تولید عنوان منبدع مهمدی بدرایگیاهان به

 کلیدی در سلامت مردم جهان دارند و بسددیاری از مددواد  

تند. های ثانویه گیاهان هسد ارزش جاو متابولیت دارویی با

ر مواردی که تکبیدر گیداه بدا مشدکل مواجده اسدت و از       د

شدود و  آسانی انجام نمیدیگر سنتا ماده مهثره نیا به سویی

هدای  کشدت صدرفه نیسدت    بهبه لحاظ اقتصادی مقرون یا 

 .شودمعرفی می حل جایگاینعنوان یک راهسلولی به

 

 

 

 

 

 

 

 

  B. litwinowiiهای در کالوس القاء شدهبتولین  بر مختلفهای زمان و هاغلظت، تیمارهااثر متقابل مقایسه میانگین  6 شکل

، هدا آلایندده عداری از اندواع   و  شدهکنترل یمحیط درتولید 

یکندواختی میداان مداده     طورهمینو  هامیکروبو  هاقارچ

و از شددرای  محیطددی  تأثیرپددذیریعدددم  بدده دلیددل مددهثره

گر ماایای این از دی هاینه مناس  در تولید انبوه طورهمین
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و  سدازی بهینده امکدان  باشد. مضا  بر اینکه نوع کشت می

بدا اسدتفاده از اندواع الیسدیتورها،      مهثرهافاایش میاان ماده 

حاضر نیدا بدا    پژوهشفراه  است.  و نانومواد هامادهپیش 

بتدولین بدا خاصدیت ضدد      مهثرههد  افاایش مقدار ماده 

های آزمون ش مادهاکبر الیسیتورها و پی .شدانجام توموری 

بتولین بیشدتری القدا    ،نسبت به شاهدپژوهش شده در این 

های ها برای افاایش متابولیتماده کردن پیش اضافه. کردند

طدور غالد  اسدتفاده    های گیاهی بده ثانویه در کشت سلول

با افاایش منبع کربن پتانسیل نفوذی غشدای  ، [21]شود می

 شدود ثانویده مدی   سلولی ک  شده و سب  تولیدد متابولیدت  

 هددایغلظددتحاضددر از بددین پددژوهش طبددق نتددایج . [27]

عندوان بهتدرین   گرم در لیتر بده  60ساکارز، غلظت  مختلف

 مدهثر ساکارز در تحقیقات دیگری نیا  .غلظت شناخته شد

بهینده متفداوت بدوده    غلظت  ، اما[23و22] است شدهاعلام

گدرم   80ف گلوکا، غلظدت  مختل هایغلظت. از بین است

شدد. ایدن نتدایج را     شدناخته عنوان غلظدت برتدر   لیتر بهدر 

توس  سداکارز   ایجادشدهبا اثر مببت فشار اسمای  توانمی

اسدت   شدده  گداارش و یا ارزش غذایی آن مرتب  دانست. 

تواندد بیدان تعدداد    های محی  کشت، مدی که کربوهیدرات

های بیوسنتا های مرتب  با آنای ژن ویژهبهژن،  توجهیقابل

یدق،  و استفاده از ذخایر غذایی را تنظی  و از این طر هکنند

د. همچندین،  نباشد  اثرگدذار هدای ثانویده   بر تولید متابولیت

 به تنهدایی کربوهیدرات  وسیلهبه ایجادشدهپتانسیل اسمای 

 ترکیبدات تواندد تولیدد   ا همراه سایر عوامل اسموتیک، میی

 قدرار  تدأثیر تحدت  خاصی  زمانمدتتا غلظت و ثانویه را 

افداایش میداان    هر سه غلظت ویتامین موجد   .[28] دهد

 یبرابدر  10غلظدت   ، امدا شدد بتولین نسبت به تیمار شاهد 

 باعدث القدای   کده  نحویبه ؛بیشترین اثر را داشت ،ویتامین

. شدهفته  دودر زمان برداشت بتولین گرم بر گرم میلی 1/0

های بعدی )دوم و سدوم   این تیمار حتی در زمان برداشت

اسدتفاده از   ا نسبت به شاهد اخدتلا  چشدمگیری دارد.  نی

شرای  تنش را برای گیاه فدراه   اهی گزیستی  هایمحر 

هدای ثانویده، از   های بیوسنتا متابولیدت ماده آورند. پیشمی

گیرند، لذا تحت شرای  تدنش  می منشأمتابولیت های اولیه 

ه سدمت متابولیسد  ثانویده تغییدر     شدید، متابولیس  اولیه بد 

منابع ضروری رشد به سمت دفاع تغییر مسیر داده  ؛یابدمی

 نمایندد متابولیت ثانویه تولید مدی  سلول، مانیو تا حد زنده

هدا در  کده سدلول   زمدانی مددت غلظت الیسیتور و لذا ،[29]

یندد  افرگیرندد نقدش مهمدی در    معرض الیسیتور قدرار مدی  

و میاان تولید پاسخ  برشدت ریمهثو عامل  داشتهتحریک 

مجداورت الیسدیتور در    .[30] های ثانویده هسدتند  متابولیت

محددوده زمدانی    در مدهثره برای القدای مداده    کشتمحی 

بالاترین افاایش که  طوریبه ه داردژی ویتأثیرگذارخاصی 

پدیش  ماده موثره بتولین نسبت به شاهد پس از اسدتفاده از  

و برای ویتامین پس از دو هفته  ماده های گلوکا و ساکارز

هفته قرارگیری در معدرض پدیش مداده حاصدل شدده       سه

افداایش بتدولین    ،الیسیتورهای مورد استفادهمیان  در است.

کلرایدد دیدده شدد؛    کلروکدولین   توس ایی نسبتا خوبی الق

توسد  ایدن    مدهثره نیا بهبود میداان مداده    دیگریمحققین 

 پدژوهش در این  .[11،17،18] اندکردهالیسیتور را گاارش 

 50سالیسدیلیک، غلظدت   مختلدف اسید  هدای غلظتاز بین 

همدراه   شترین میاان بتولین تولیدی را بهگرم بر لیتر بیلیمی

تولید بتدولین   بالاتر آن موج  کاهش هایغلظتداشت و 

در  اسددید سالیسددیلیکنسددبت بدده تیمددار شدداهد شدددند.  

 زحدد ابدیش بالاتر وضیعت اکسایشدی گیداه را    هایغلظت

منجدر بده    درنهایدت دهدد و  قرار مدی  تأثیرتوان گیاه تحت 

مدانی  شود این الیسیتور رشد سدلولی و زندده  مرگ گیاه می

های گیاهی تحت تیمار را نسبت بده شداهد کداهش    سلول

سیست  دفاعی گیاهان تولید متابولیدت   سازیفعالداده و با 

ور ایدن الیسدیت  غلظت بهینه  .[31] دهدثانویه را افاایش می

 اسدت  شدده  گداارش متفداوت   ،مختلدف  هدای گونده برای 

 عنددوانبدده بددر لیتددر گددرممیلددی 50غلظددت  امددا ؛[32و14]

 [33و13] دیگدری نیدا   یهدا گداارش تیمدار در   تدرین بهینه

 ازجمله اسید سالیسیلیک مانند ترکیباتیاست.  شده یمعرف
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 و ها هستندتنش علامت رسانی مسیر در مهثر هایمولکول

در  اسدید  سالیسیلک اند. نقششده مطالعه ایدهگستر طوربه

 بده  زاتدنش  عوامل و سایر هاپاتوژن به نسبت گیاه مقاومت

 اسدید  سالیسدیلک نقدش   اخیدراً  اسدت.  شده شناخته خوبی

 هدای کدردن پاسدخ   فعدال  در رسانترکی  پیام یک عنوانبه

 است گاارش شده همچنین و شده ترپررنگ گیاهان دفاعی

 تعلیقدی  هدای کشت در آلکالوئیدها تولید افاایش باعث که

الیسدیتور   مدهثر غلظدت   .[34] شدود می تراریخته هایریشه

ممکدن   کده  طدوری ، بهمتفاوت استگونه گیاهی  برحس 

در  امدا غلظتی از الیسیتور در یک گیاه اثر داشته باشد  است

تداثیری   کبالدت  کلریدد  .[30] نداشته باشدد  یگیاه دیگر اثر

اگرچده  . نداشدت  تا بتولین بافت کدالوس میاان سن برافاایش

 بدود  شدهگاارشمطالعات سایر نقش مببت این الیسیتور در 

 ،از بین الیسیتورهای مدورد اسدتفاده   ترتی اینبه .[35و15]

 5/1ای کلروکددولین کلرایددد بددا غلظددت  هفتددهدو ل اعمددا

برابری بتولین القایی نسدبت   3/3گرم بر لیتر نیا باعث میلی

یش برای افداا د. شوگرم بر گرم  میمیلی 068/0به شاهد )

هدای حاصدل از ریانمونده    مقدار بتولین القایی در کدالوس 

 یاستفاده از میداان ده برابدر   Betula litwinowii گ گونهرب

باعدث   ،هفتده  سده بده مددت    WPM کشدت محی ویتامین 

 میلی گدرم بدر گدرم     1/0)بتولین القایی افاایش ده برابری 

 عنوانبهپیش ماده کلی این  طورهب ود.شنسبت به شاهد می
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Abstract 
Betulin is a pentacyclic lupane-type triterpene, mainly obtained from Betula 

species plants with a variety of biological actions such as anti-HIV and 

anticancer properties.  This study aimed to enhance the production of betulin 

in cultures of Betula litwinowii calli under the influence of concentrations 

and duration time of elicitors and precursors. Collected leaves from Sangdeh 

habitat in summer, were cultured in WPM medium containing 2, 4-D and 

BAP hormones. Four months calli were sub-cultured in medium containing 

elicitors such as salicylic acid, chlorocholine chloride and cobalt chloride 

and precursors such as sucrose, vitamin and glucose. Calli were harvested 

from new culture media after two, three and four weeks and their wet and 

dry weights were calculated. Data analysis was performed based on two-

factor factorial experiment (the first factor, elicitors and precursors each in 

four levels and the second factor, time with three levels) in a completely 

randomized design with three replications with SPSS software. Duncan's 

multiple range test was performed to compare the mean (p≤0.01). The results 

showed that two-week elicitation with chlorocholine chloride (1.5 mg/l for 

one week) was the best with a more than 3-fold increases in betulin 

induction compared to the control treatment (0.068 mg/g). The use of 

vitamin precursor (tenfold the normal amount in WPM culture medium) for 

three weeks causes the highest increase in betulin induction compared to the 

control (0.1 mg/g, respectively). In general, in the present study, this 

treatment is introduced as the best. 
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