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 ی فلاونول سنتاز و چالکون ها ژنزایی و بررسی میزان بیان  سازی کالوس ینهبه

در کشت کالوس خیار تلخ  UV-Bیر اشعۀ تأثایزومراز در مسیر تولید کوئرستین تحت 

(Momordica charantia L.) 
 

 *2نسب بهمن فاضلی ،1زیبا فولادوند

 ، تهران، ایراندانشگاه تربیت مدرس ،کشاورزیدانشکده علوم  ،ژنتیک مولکولیگروه  ،دانشجوی دکتری1
 ، زابل، ایراندانشگاه زابل ،کشاورزی دانشکده علوم ،مربی، گروه زراعت و اصلاح نباتات2

 

  9/9/97 تاریخ پذیرش:  7/7/97 تاریخ دریافت:

 1چکیده

( وجوود  .Momordica charantia L)های گیاه خیار تلخ  که در برگ و میوه های ثانویه است کوئرستین یکی از انواع متابولیت

و  یوی کوالوس زا  سوازی  ینوه بهشود. هدف از تحقیو  ااضور   می ویروس و ضد سرطان شناخته اکسیدان، آنتی آنتی عنوان بهدارد و 

در کشت کوالوس   UV-B ۀاشع یرتحت تأث ینکوئرست یدتول یردر مس یزومرازفلاونول سنتاز و چالکون ا یها ژن یانب یزانم یبررس

هوای متتلو     در پژوهشوکده زیسوت فنواوری دانشوگاه زابول انجوام شود.  ل وت         1397می باشد. آزمایش در سوال   تلخ یارخ

)ساقه و بورگ(   نمونه یزر( و D-4-2(5و  1، 5/0، 25/0و )صفر،  BAPگرم در لیتر( میلی 5و  1، 5/0، 2/0های رشد )) کننده تن یم

نوور  گروه )شاهد ))پنج  UV-Bصادفی با سه تکرار ارزیابی شد. تاثیر اشعۀ ت کاملاًجهت تولید کالوس در گیاه خیار تلخ در طرح 

بررسی بیان ژن اشعه )دقیقه در معرض  10بعد از اعمال تیمار( و  48و  24بررسی بیان ژن در اشعه )دقیقه در معرض  5طبیعی(، 

ایزومراز )با استفاده  سنتاز و چالکون له فلاونولهای مسیر بیوسنتزی کوئرستین از جم بعد از اعمال تیمار(( بر بیان ژن 48و  24در 

آمونیالیاز )با استفاده از  ل ت اسید سینامیک تولید شده( و فلاونوئید )از  اکسیدانی فنیل یآنت(، میزان فعالیت آنزیم CT2∆∆-از روش 

واریانس نشان داد که نووع و  ی انتتاب شده بررسی شد. نتایج تجزیه ها ( در بهترین کالوسHPLCروش متانل اسیدی و دستگاه 

نشوان داد کوه    هوا  دادهیوانگین  مداری داشته است. مقایسه های رشد بر القای کالوس اختلاف معنی کننده یمتن ی متتل  ها  ل ت

 آمد. دست بهبرای ریز نمونه ساقه  BAPگرم در لیتر  میلی 1و  D-4-2گرم در لیتر  میلی 5/0بیشترین وزن خشک کالوس در  ل ت 

سواعت بعود از شوروع     24در زموان   UV-Bدقیقه اشوعۀ   10بیشترین بیان ژن فلاونول سنتاز و چالکون ایزومراز در تیمار اعمال 

ین و کوئرسوت آمونیالیاز،  یلفنساعت بعد از اعمال تیمار کاهش یافته است. بیشترین بیان  48تیماردهی بدست آمده اما این بیان در 

هوای  یمار بدست آمده است. از مقایسه کوالوس ساعت بعد از اعمال ت 48در  UV-Bاشعه  یمارعمال تا یقهدق 5زمان ید در فلاونوئ

برابر  4/2 و 4/1 ترتیب لاون سنتاز و چالکون ایزومراز بهژن ف اشعه خورده و نتورده مشتص شد که میانگین تغییرات بیان نسبی

 یوسونتز ب یرمسو  یهوا  ژن یانر بدر سطح کالوس تاثیر مثبتی ب UV-Bدر کل نتایج این تحقی  نشان داد که اشعۀ  بود. شرایط شاهد

 داشته است.  یدهافلاونوئ
 

 BAP ،2,4-D، کالوس زایی، کوئرستینآمونیالیاز،  فلاونوئید، فنیلمیان ژن، خیار تلخ،  :کلیدي هاي واژه
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 مقدمه

( کوه بوه   .Momordica charantia Lتلوخ ) خیوار  

کدوی تلخ، خربزه تلخ و خیار چنبر تلوخ نیوز   های  نام

در  معموو ً  Cucurbitaceae همشهور است، از خوانواد 

 یقوای آموازون، آفر مناط  گرمسویری جهوان از جملوه    

 یکامرآو جنوب  یبکارائ یایواقع در در یرجزا ی،شرق

 یریدر منواط  گرمسو  در اال کشت بوده و همچنوین  

و بلوچسوتان و هرمزگوان و بوشوهر     یستانمثل س یرانا

 ,.Daniel et al) اسوت شوده   یرامکوان پو   کشوت آن  

هوای اسوتروئیدی،    . ترکیباتی از جمله سواپونین (2014

پروتئین شبه انسوولین، فلاونوئیودها و آلکالوئیودها در    

. (Joseph and Jini, 2013)شوود   این گیواه یافوت موی   

عصاره برگی کار  به سنتز نانوذرات تیتانیوم در درمان 

پاسخ مثبوت    Plasmodium falciparum ما ریا گونه

و جهووت درمووان زخووم  (Gandhi et al., 2018)داده 

نیوز اسوتفاده شوده اسوت.      (Raish et al., 2018)معده 

و  (Rao, 2018)خواص ضد میکروبوی، ضود لوسومی    

 ,.Fang et al., 2018; Saahithya et al)ضود توموور   

میوه این گیواه بور علیوه تعودادی از      در عصاره (2018

های سلولی سورطان کبود،    های سلولی شامل  ین  ین

 ,Mwambete) لوسمی و سارکوما شناسایی شده است

2009). 

مشتص شده که  (Virdi et al., 2003)در تحقیقی 

گورم  میلی 20به میزان استفاده از عصاره آبی گیاه کار  

درصدی قند  48در کیلوگرم وزن موش باعش کاهش 

عنووان دارویوی    یود بوه  بن کلام یگلخون در مقایسه با 

شیمیایی سنتز شده گردیده اسوت. در تحقیقوی دیگور    

(Perez et al., 2019)  در شرایط آب و هوایی تگزاس

 97/162تا  69/42میزان اسکوربیک اسید میوه کار  از 

میوه تازه گزارش شده است. در  100گرم به ازای میلی

هووای متتلوو   روش (Yan et al., 2019)تحقیقووی 

خشک کردن )فریز کردن، خشک کوردن بوسویله نوور    

مادون قرمز و خشک کوردن بوسویله هووای گورم( بور      

و  BPS-H ،BPS-Fسواکاریدهای )  میزان و کیفیت پلوی 

BPS-Iکوه   د( میوه کار  بررسی و به این نتیجه رسیدن

سوواکاریدها دارای  در روش فریوز کووردن اکثریوت پلووی  

 BPS-Iکمیت و کیفیت بلایی بودند اما پلوی سواکارید   

ر باشود د  با ترین خاصیت آنتی اکسیدانی میکه دارای 

 دست آمده است. خشک کردن به روش مادون قرمز به

خوواص   (Nasr and Pirani, 2016)در تحقیقوی  

آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی عصاره اتانلی خیار تلخ 

)کشت شده در منطقه مازنودران( بررسوی و مشوتص    

و  6/28ترتیوب   دند که میوزان فنول و فلاونوئیود بوه    کر

 IC50لیتر عصاره و همچنوین  گرم در میلیمیلی 93/19

 لیتر بوده استگرم در میلیمیلی 250آن برابر با 

بیشترین میوزان   (Lopes et al., 2018)در تحقیقی 

( در عصواره  DPPHاکسویدانی )براسواس    نتیآخواص 

 mg ET g−1استونی برای گوشوت میووه خیوار تلوخ )    

 mg ET( و عصاره هیدروالکلی بورای پوسوت )  18/2

g−12/7( و ب ر )mg ET g−101/3    میووه خیوار تلوخ )

 گزارش شده است.

یکی از مشوکلات صونعت  و ا و دارو، گسوترش     

 هوا  بیوتیوک  یمیکروبی مقاوم به داروها و آنت یها یهسو

 یوی زا دلیل خاصویت سومی و سورطان    امروزه بهبوده و 

ترکیبات شیمیایی و سنتزی، استفاده از گیاهان دارویوی  

توجوه   )مثول سورطان(   مزمن های یماریجهت درمان ب

، رو یون ازا وبسیاری از پژوهشگران را به خود معطوف 

اکسوویدانی ی و آنتوویاسووتفاده از ترکیبووات ضوودمیکروب

 یهوا  هوا و عصواره   اسوانس  طبیعی مانند اسیدهای آلی،

جوایگزین مناسوب و ایمنوی در موواد      توانند یگیاهی م

 منبع داده نشان . تحقیقات(Negi, 2012)   ایی باشند

 جهوان  متتلو   نقاط در یدهافلاونوئو ها  فنل دریافت

 بورای . اسوت  وابسوته  مردم منطقوه    ایی رژیم نوع به

 چای مصرف و چین ژاپن همچون کشورهایی در مثال

اسوت  بودن   موورد نیواز   ترکیبوات  این کننده ینتأم سبز

مصورف   بوا   ربوی  کشوورهای  در مواد این که یدراال

https://en.wikipedia.org/wiki/Cucurbitaceae
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 ها یسبز مصرف با شرقی کشورهای در و پیاز و سیب

 ,.Wach et al) شوند یم تأمین تتمیری مواد   ایی و

2007). 

جامع نوع خاص اسوتفاده از   طور بهایران  کشور در

اکسویدان وجوود نودارد اموا بوا       یآنتو انواع مواد ااوی 

هوا   یسوبز مصورف   ازجملوه تبلیغات متتل  کارهایی 

خام و پتته، برگ گیاهان و درختان متتل   صورت به

یات، اسوانس، عصواره، مربوا،    عرق، نوش دم صورت به)

شربت، ترشی، مواد شوینده )از جملوه سودر( و اتوی    

دلمه و  یره( صورت گرفته که پیرو  صورت بهمصرف 

ی متتل  گیاهان کوه  ها اندامتحقیقات متتل  باید از 

اکسویدانی بووده اسوتفاده     یآنتو دارای نوع خاص موواد  

 ,Fazeli-Nasab and Mirzaei) بشوود  ها آنخاصی از 

2018). 

های ثانویه تحوت   مسیرهای پیچیده تولید متابولیت

در سوطح مولکوولی بووده    های قووی   کننده یر کنترلتأث

توانود   هوای ثانویوه موی    که بیوسونتز متابولیوت   طوری به

های  ، یونUVهای  یر زیستی مثل اشعۀ  توسط محرک

هوای زیسوتی    های اسمزی، یوا محورک   فلزی و استرس

هوووای  مثووول عصوووار، متمووور، کیتووووزان و مولکوووول

اسوید   جاسمونات و سالیسیلیک دهنده مثل متیل سیگنال

 ,Akula and Ravishankar) یورد یر قورار گ توأث تحوت  

یوزان ترکیبوات   و مهوا   . همچنین ضتامت برگ(2011

 B UV- یر اشوعۀ تأثتواند تحت  ها می فنولیکی در برگ

هوای مسویر    توانود بیوان ژن   موی  UVقرار گیرد. اشوعۀ  

به  و منجریر قرار داده تأثبیوسنتز فلاونوئیدها را تحت 

. (Liu et al., 2012)تجمع این ترکیبات در گیاه گوردد  

توانود بور    موی  UV تحقیقات نشان داده است که اشعۀ

روی رشد، مورفووژنز، دسوتگاه فتوسونتزی و سواختار     

DNA     اثور داشوته باشود(Frohnmeyer and Staiger, 

توانود بیوان    که می UV-B، مسیرهای انتقال پیام (2003

یر قرار دهود هنووز ناشوناخته مانوده     تأثها را تحت  ژن

هوای   رسود کوه گونوه    بوه ن ور موی   است، هر چند کوه  

 عنووان  بوه توانود نقوش مهموی را     واکنشگر اکسیژن می

رسان ثانویه داشته باشد. البته مرااول ابتودایی ایون     پیام

هوا از   تواند توسوط فیتوهورموون   فرآیند تن یم شده می

 ABA (Abscisicو  (Singh et al., 1999) جمله اتیلن

 acid  کنتوورل شووود )(Knight, Larkindale and 

2002) .  

، میووزان رشوود Fagopyrum esculentumدر گیوواه 

 داشوته  بواز  UV-B ۀاشوع گیاه، تموایز و تولیود توسوط    

شووود. اکسیداسوویون لیایوودهای گیوواهی و فعالیووت  مووی

 UV-B  اکسیدازی بوا افوزایش اشوعۀ    فنل های پلی آنزیم

یابد و از طرف دیگر  ل ت ترکیبات فنیول   یش میافزا

دیسوموتاز و  ل وت    اکسید لیت سوپرپروپانوئیدی، فعا

افزایش  UV-Bآسکوربیک اسید در سطوح پایین اشعۀ 

هوای بوا تر    یابند و این در االی است که در شدت می

. (Usman et al., 2011)گیرد  روند کاهشی به خود می

مشتص شده است که در کالوس گیاه خیار تلخ تعداد 

ت متتلو   زیادی ترکیبات ثانویه وجود دارد و تحقیقا

 .(Daniel et al., 2014)در این زمینه انجام شده است 

، دارویووی در تعوودادی از موورثرمیووزان کووم مووواد  

ای بودن بیوسنتز این ترکیبوات در   ها، چند مراله بافت

یرات خاص و تقاضای بوا  بورای   تأثهای خاص،  بافت

این مواد در گیاهان دارویوی د یول مهموی اسوت کوه      

 کشوت بافوت  هوای   فاده از روشدانشمندان را بوه اسوت  

گیوواهی از جملووه تولیوود کووالوس، سوساانسوویون و    

هوای ثانویوه    هوای موویی بورای تولیود متابولیوت      ریشه

. در (Cragg and Newman, 2013) کنود  تر یوب موی  

، سورعت  بهتوانند  های کالوس می سلول آل یدهاشرایط 

و بدون محدودیت بوه رشدشوان اداموه     دائم صورت به

دهند، بنابراین کاندیوداهای مناسوبی بورای تولیود ایون      

. (Chupeau et al., 2013)گردند  ترکیبات محسوب می

 یکورو م 2/2بوه هموراه   NAA مو ر یکروم 7/7ترکیب 

های  منجر به تولید کالوسTDZ ( Thidizuron ) مو ر

 ی گیووواهی درهوووا نمونوووه یوووزرسوووبز و فشووورده از 

M. Charantia   .شده است 
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سووه نوووع  (Manye et al., 2004)در تحقیقووی 

هوای  زرد و زرد شوکننده از جوانوه  -کالوس؛ سبز، سبز

اند و به این نتیجوه   نابجای گیاه خیار تلخ بدست آورده

هوای  متتلو  هورموون   هوا  رسیدند که نوع و  ل وت 

داری داشوته اسوت    گیاهی بر نووع کوالوس اثور معنوی    

 2و  BAگوورم در لیتوور میلووی 4 ل ووت کووه  طوووری بووه

)کیتوین( باعوت تولیود کوالوس      KTگرم در لیتور   میلی

درصود بووده گردیوده     7/66زرد که فراوانوی آن  -سبز

اسووت. مناسووب توورین االووت جهووت کووالوس زایووی  

و  MSهای نابجای خیار تلخ را در محیط کشت  جوانه

گرم  میلی 5)زئاتین( و  ZTگرم در لیتر هورمون میلی 5

 اند. بدست آورده KTلیتر در 

هوای  نووع و  ل وت   (Guo-li, 2008)در تحقیقوی  

های گیاهی بر جوانه کوتیلدون خیوار  متتل  هورمون

گورم  میلوی  5/0تلخ بررسی و به این نتیجه رسیدند که 

مناسوب   NAAگورم در لیتور   میلوی  2/0و  BAدر لیتر 

 زایی بوند. ترین هورمون جهت کالوس

 Brassicaهوای  در بورگ  افزایش میزان کوئرسوتین 

napus  ۀاشوع یر توأث که تحت UV-B    اسوت، مشواهده

شووده اسووت و از طوورف دیگوور ایوون افووزایش سووطح   

نیز گزارش شده است  silence vulgarisکوئرستین در 

(Menghini et al., 1993; Tůmová and Tůma, 

هوای انجوام   . با توجه به اینکه اکثریت آزموایش (2011

گیاه کامل انجام شده ل ا توا   شده بر روی خیار تلخ در

رسیده گیاه خیار تلخ به دوره کامل رشد زمان زیوادی  

ر طول خواهد کشید و در ایون مودت نیوز تحوت تواثی     

زیستی قرار گرفتوه  زیستی و  یر عوامل متتل  محیطی

و مواد آنتی اکسویدانی آن تحوت تواثیر قورار خواهود      

گرفت ل ا در این تحقی  سعی خواهد شود توا ضومن    

هوای   کننوده  های متتل  تن یم ترکیبات و  ل ت اینکه

)سواقه و بورگ(    نمونوه  یوز ر( و D-4-2و  BAPرشد )

جهت تولید کالوس در گیاه خیار تلوخ ارزیوابی شوود.    

هووای مسوویر بیوسوونتزی کوئرسووتین از جملووه  بیووان ژن

ایزومراز و میزان فعالیت آنزیم  سنتاز و چالکون فلاونول

هوای   در بهتورین کوالوس   آمونیالیواز  اکسیدانی فنیل یآنت

 نیز بررسی گردد. UV-Bاز اشعۀ  متأثرانتتاب شده و 
 

 ها مواد و روش

های ب ری خیار تلخ  در این تحقی  نمونه :مواد گیاهی

(Momordica charantia    از بانوک بو ر پژوهشوکده )

کشاورزی دانشگاه زابل تهیوه، شناسوایی مجودد آن در    

سواس   انجوام و شناسی دانشوگاه زابول    یاهگآزمایشگاه 

 مورد آزمایش قرار گرفتند.

جهت تهیه نمونه برگ و ساقه اسوتریل  القاي کالوس: 

و  یوه ثان 30مودت   درصد به 70الکل ابتدا ب ور توسط 

 یندرصود و تووئ   5 یمسود  یاوکلریوت ساس توسوط ه 

و نهایوت در محویط    شدند یضدعفون یقهدق 5مدت  به

و زنی ب ور  کشت شدند. بعد از جوانه MS 2/1کشت 

ی هوا  به مرالوه چهوار برگوی، نمونوه     ها رسیدن نمونه

وشوو بوا اسوتفاده از آب     برگی و ساقه، بعود از شسوت  

تصادفی با سه تکرار  کاملاًمقطر استریل در قالب طرح 

تولیدی شرکت سیگما به هموراه   MSدر محیط کشت 

گرم در میلی 5و  BAP (2/0 ،5/0 ،1ترکیبات متفاوت 

گورم در  میلی 5و  1، 5/0، 25/0)صفر،  D-4-2لیتر( و 

لیتر( برای القوای تولیود کوالوس اسوتفاده شود. تعوداد       

 Sobhanizade)های تولید شده، اجم کالوس  کالوس

et al., 2017)  گیوری   هوا انودازه  و وزن خشک کوالوس

و مقایسوه    SAS 9.2شد. آنالیز واریانس بوا اسوتفاده از  

ن دانکون در سوطح   با اسوتفاده از آزموو   ها دادهیانگین م

 درصد انجام شد. 5ااتمال 

بعوود از انتتوواب بهتوورین  : UV-Bتیمارهاااي اۀاا   

هوا بوه پونج گوروه      ها، در شرایط تیمار، کشوت  کالوس

کنترل )نگهداری در  عنوان بهاند: گروه اول  تقسیم شده

دقیقه در معرض  5دوم )های  شرایط بدون نور(، گروه

عود از اعموال   ساعت ب 24و بررسی بیان در  UVاشعه 

و  UVدقیقوه در معورض اشوعه     5سوم )تیمار(، گروه 

ساعت بعد از اعمال تیمار(، گوروه   48بررسی بیان در 

و بررسی بیوان   UVدقیقه در معرض اشعه  10چهارم )
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 10پونجم ) ساعت بعد از اعمال تیمار( و گروه  24در 

 48و بررسووی بیووان در  UVدقیقووه در معوورض اشووعه 

 یمار(ساعت بعد از اعمال ت

-Real Timeاستفاده از روش بررسی کمی بیان ژن با 

PCR:RNA  هوای توازه گیواه     کل با استفاده از کوالوس

M.charantia   اسووتترا ، طبوو  دسووتورالعمل کیووت 

RNA     مشوهد، ایوران(   )کل شورکت دنوا زیسوت آسویا

 RNAاستترا  گردید. برای تعیوین کیفیوت و کمیوت    

( و درصود  1 ل وت ) بوا   آگاروزاستترا  شده از ژل 

( استفاده Eppendorf BioPhotometerاساکتروفتومتر )

استترا  شده بورای   RNA نانوگرم 500شد. ساس از 

با اسوتفاده از دسوتورالعمل کیوت     cDNAواکنش سنتز 

(Gene All, South korea)  اسووتفاده شوود. واکوونش

  دسووووتگاهبررسووووی بیووووان ژن بووووا اسووووتفاده از   

(Corbett Research RG 3000) یمرهوووای و پرا

سونتاز،   هوای فلاونوول   شده برای ژن اختصاصی طراای

ژن کنتورل داخلوی    عنووان  بوه ایزومراز و اکتین  چالکون

های موردن ر کوه   انجام شد. پرایمرهای اختصاصی ژن

در مسیر بیوسنتز فلاونوئیدها وجود دارند با استفاده از 

طرااووی شوودند.   DNASTAR یافووزار  نوورمبسووته 

فاده شوده در ایون تحقیو  و    پرایمرهای اختصاصی است

 ( آمده است.1جدول )در  ها آناطلاعات مربوط به 
 

در مسیر تولید کوئرسوتین در کشوت کوالوس     FLS,CHIهای  مشتصات آ ازگرهای استفاده شده برای بررسی بیان ژن :1 جدول

 .Momordica charantiaگیاه 
طول قطعۀ 
 تکثیری

دمای 
 اتصال

 نام ژن پرایمر جلوبرنده پرایمر برگشتی

 (FLS)فلاونول سنتاز  CTTAATCGGAAAGGAGAC CTTAGAGGCACTGACACCT 5/57 باز 108

 (CHIایزومراز) چالکون TCTGTATGAGCCGGTACACC GTTGAAAGAAGGTCTCGGCG 61 باز 150

 (Actin)اکتین  GGTGCCCTGAGGTCCTGTT AGGAACCACCGATCCAGACA 9/61 باز 250 

 

 4یتوور شووامل ل یکووروم 20اجووم نهووایی واکوونش، 

یتور  ل یکروم Evagreen ،5/0 متلوط واکنش یترلیکروم

 cDNAیتور بورای   لیکروم 1برای هرکدام از پرایمرهوا،  

: دناتوراسیون اولیه در صورت بهبود. برنامه دستگاه نیز 

سویکل؛ دناتوراسویون     40دقیقه(،   15درجه )  95دمای 

ثانیه(، اتصال اختصاصوی   15درجه ) 95اولیه در دمای 

درجوه   72ثانیه( و بسوط نهوایی در دموای     30پرایمر )

هوای   ثانیه( بود. بیان ژن نسبی برای هرکدام از ژن 20)

مورد ن ر نسبت به ژن کنترل داخلی اکتین بوا اسوتفاده   

 گرفت.مورد بررسی قرار  CT2∆∆-از روش 

اسااراراف فنونودیاادها و میرااواي کودرساارین بااا 

هوای   گورم از کوالوس   5/0تا  HPLC: 1/0اسرفاده از 

لیتر از محلول استترا  )متوانول:   میلی 10مورد ن ر با 

( 100: 2: 100) یهووا اسووید اسووتیک: آب( بووا نسووبت 

بور روی شویکر در دموای     ساعت ترکیب به مدت یک

لیتر از محلول به مودت   میلی 2آزمایشگاه قرار گرفتند. 

دور سانتریفیوژ شد. محلول  2000دقیقه با سرعت  10

میکرومتور فیلتور و    22/0از فیلترهوای   با استفادهرویی 

آنالیز شدند. آنالیز با اسوتفاده از   HPLCتوسط دستگاه 

(، فوواز 4.6mm*250mm) C18و سووتون  UVدتکتووور 

 5 و (10:10:75آب )ثابت شامل متوانول: اسوتونیتریل:   

فواز متحورک انجوام شود.      عنوان بهدرصد اسید استیک 

زموووان  بووور اسووواسنمودارهوووای کروماتوگرافیوووک 

شان با نمونوه اسوتاندارد کوئرسوتین موورد      یبازدارندگ

 .(Chang et al., 2002) قرار گرفتندبررسی 

در آمونیالیااز:   ي و تامین ف الیت آنزیم فنیلساز آماده

 5/6کووالوس بووا گوورم از بافووت  میلووی 300 ایوون روش

( موو ر  میلوی  8/8pH  ،50) HCl –لیتر بافر توریس  میلی

ون سورد  هوا  ( درموو ر  میلی 15ااوی بتا مرکاپتواتانول )

دسوت آموده بوا دور     ساس عصواره بوه  شده سائیده شد. 

g50000 گراد  درجه سانتی 4دقیقه در دمای  30ت مد به
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( و نهایوت  Eppendorf 5804R Germany) سوانتریفوژ 

آنزیمی یا هموان محلوول رویوی بورای سونجش      عصاره 

فعالیت آنزیم مورد استفاده قورار گرفوت. در یوک لولوه     

 5/0 از بوافر اسوتترا  بوه هموراه     لیتور  میلوی  1آزمایش 

 لیتور  میلی 4/0(، مو ر میلی 10فنیل آ نین ) -ال لیتر میلی

عصاره آنزیمی متلووط و   لیتر میلی 1آب دوبار تقطیر و 

گوراد   درجوه سوانتی   37دموای   ت یوک سواعت در  مد به

 لیتور  میلوی  5/0نگهداری گردید. واکنش با اضافه کوردن  

مووو ر( پایووان یافووت. محصووول    6اسوویدکلریدریک )

اتیول اسوتات اسوتترا  و     لیتور  میلوی  15بوجودآمده بوا  

ساس اتیل استات بتار گردید. ماده جامود باقیمانوده در   

د و مو ر( ال شو  05/0هیدروکسید سدیم ) لیتر میلی 3

گیوری میوزان جو ب در      ل ت اسید سینامیک با انودازه 

به  A=εbcنانومتر و با استفاده از فرمول  290طول مو  

 M-1cm-1 9500دست آمد وضریب خاموشوی معوادل   

 1معوادل   PALدر ن ر گرفته شد. یک وااد از فعالیت 

ک اسید تولید شوده در یوک دقیقوه    میکرومول از سینامی

 .باشد می

 نرایج

کالوس در  یلبه تشک یها واکنش ینولاالقاي کالوس: 

روز مشواهده و   9بعود از گ شوت    ،نمونه یزر عاتقط

 یهووا روز )واکشووت 66پووس از گ شووت  ینوودفرآ یوونا

نشان  ها دادهتجزیه تحلیل ( 1( کامل شد )شکل یمتوال

های رشد  کننده یمتن ی متتل  ها  ل تداد که نوع و 

اری داشوته اسوت   دبور القوای کوالوس اخوتلاف معنوی     

نشووان داد کووه  هووا دادهیووانگین م(. مقایسووه 2)جوودول 

گورم   میلی 5/0بیشترین وزن خشک کالوس در  ل ت 

بورای ریوز    BAPگرم در لیتور   میلی 1و  D-4-2در لیتر 

و  D-4-2 گرم در لیتور  یلیم 0 /25نمونه ساقه و  ل ت 

 دست بهبرای ریز نمونه برگ  BAP یترلگرم در  میلی 1

 آمد.
دهوود کووه  هووا نشووان مووی مقایسووه اجووم کووالوس

 1 توا  2/0و  D-4-2گرم در لیتور  یلیم 25/0های   ل ت

از  آموده  دست بههای  در کالوس BAPگرم در لیتر  میلی

 ها دارای بیشترین اجم کالوس بودند. برگ و ساقه

 

 

 

 
 

در ردی   های برگ های مربوط به ریز نمونه های تشکیل شده با استفاده از ترکیبات متتل  هورمونی. کالوس کالوس :1ۀکل 

 ی ساقه در ردی  نمایش داده شده است. ترکیبات هورمونی شامل:ها نمونه یزربا  و 
 A: 0.25 mg L

-1
 2-4-D - 0.2 mg L

 -1
BAP, B: 0.25 mg L

-1
 2-4-D - 0.5mg L

-1
 BAP, C: 0.25 mg L

-1
 2-4-D - 

1mg L
-1

 BAP, D: 0.5 mg L
-1

 2-4-D -0.2 mg L
-1

 BAP, E: 0.5 mg L
-1

 2-4-D -0.5 mg L
-1

 BAP, F: 0.5 mg L
-1

 

2-4-D -1 mg L
-1

 BAP, G: 1 mg L
-1

 2-4-D -0.2 mg L
-1

 BAP. 
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از برگ و سواقه در   آمده دست بههای  برای وزن خشک کالوس D-4-2و  BAPهای متتل   آنالیز واریانس برای  ل ت :2جدول 

 Momordica charantiaکشت کالوس گیاه 

ساقه نمونه زیر برگ نمونه زیر   

 میانگین مربعات
درجه 

 آزادی
 منبع

 میانگین مربعات
درجه 

 آزادی
درصد  منبع

 زاییکالوس

اجم 

 کالوس

وزن خشک 

 کالوس

درصد 

 زاییکالوس

اجم 

 کالوس

 وزن خشک

 کالوس

**5137/6 
*0107/14 00238154/0 ** 4 A 

**4912/7  7424/150 ** 00200325/0 ** 4 A 

*38708/7 
**643/50 00158476/0 ** 3 B 

*4909/8  9024/56 ** 00168709/0 ** 3 B 

**3507/2 **73/282 00101903/0 ** 12 A*B 
**00702/2  6824/317 ** **00196915/0  12 A*B 

A ( =2, 4-D ،)B ( =BAP و ) * دار در سطح ااتمال پنج و یک درصد یمعن**و 
 

یر تیمارهاي تأثهاي مورد نظر تیت  بررسی بیان ژن

یر تأثهای مورد ن ر تحت  ژن میزان بیان : UV-Bاۀ   

دهود کوه    یری شد، نتوایج نشوان موی   گ اندازه UVاشعۀ 

ا شورایط  هوا بو   داری در سوطح بیوان ژن   اختلاف معنوی 

های ذوب مرتبط با هر کودام   یمنحن کنترل وجود دارد.

توسووط  شووده  ارائووه Actinو  FLS ،CHIهووای  از ژن

 ( آمده است.2شکل )دستگاه در 

 

 
در کشوت کوالوس گیواه    FLS :  CHI :ب Actin های ال : برای ژن Real Time PCRدر  آمده دست بههای ذوب  منحنی :2ۀکل 

Momordica charantia 
 

داری بین زمان اعمال تیمار  از طرفی اختلاف معنی

 یوان ب یوزان مدقیقه بر  10و  5در سطح  UV-Bبا اشعه 

یوانگین  موجود داشته و مقایسه  CHIو  FLS ژن ینسب

دقیقوه در معورض اشوعه     5نشان داد که تیموار   ها داده

UV-B  سوواعت بعوود از اعمووال  24و بررسووی بیووان در

تیمار بیشترین نقش و اثر افزایشوی داشوته را بور روی    

های مسیر بیوسنتز کوئرستین داشته اسوت )جودول    ژن

3.) 

 ب الف

 ف ف
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در مسویر تولیود کوئرسوتین در کشوت کوالوس گیواه        CHIو  FLSی ها ژنمیزان بیان  مقایسه میانگین اثرات تیمارها در: 3جدول 

Momordica charantia. 
 FLSمیزان بیان نسبی ژن  تیمار

 e059/0 شاهد

 c649/0 ساعت بعد از اعمال تیمار 24و بررسی بیان در  UV-Bدقیقه در معرض اشعه  5

 b54/2 ساعت بعد از اعمال تیمار 48و بررسی بیان در  UV-Bدقیقه در معرض اشعه  10

 a45/6 ساعت بعد از اعمال تیمار 24و بررسی بیان در  UV-Bدقیقه در معرض اشعه  5

 d226/0 ساعت بعد از اعمال تیمار 48و بررسی بیان در  UV-Bدقیقه در معرض اشعه  10

 CHIمیزان بیان نسبی ژن  تیمارها

 e042/0 شاهد

 c344/0 ساعت بعد از اعمال تیمار 24و بررسی بیان در  UV-Bدقیقه در معرض اشعه  5

 b756/1 ساعت بعد از اعمال تیمار 48و بررسی بیان در  UV-Bدقیقه در معرض اشعه  10

 a81/3 ساعت بعد از اعمال تیمار 24و بررسی بیان در  UV-Bدقیقه در معرض اشعه  5

 d117/0 ساعت بعد از اعمال تیمار 48و بررسی بیان در  UV-Bدقیقه در معرض اشعه  10
 باشند یمدرصد  5دار در سطح تفاوت معنی فاقد LSDهر ستون بر اساس آزمون  های دارای اداقل یک ارف مشترک درمیانگین*
 

یر تیمارهااي  تاأث تیت  PALسنجش ف الیت آنزیم 

بر روی فعالیت آنزیم  UV-Bیر اشعۀ تأث: UV-Bاۀ   

PAL دقیقوه تیموار بوا اشوعه     10و  5دهد که  نشان می 

داری در تغییورات   یمعنو توانود منجور بوه اخوتلاف      می

نسوبت بوه شورایط کنتورل شوود.       PALفعالیت آنوزیم  

دقیقه نسبت بوه   5اگرچه این افزایش فعالیت در زمان 

بعود از   سواعت  48تر بوود و   دقیقه محسوس 10تیمار 

 (.3یمار اشعه بیان ژن بیشتر شده است )شکل تاعمال 

یر تیمارهااي  تاأث سنجش میرواي کودرسرین تیات  

های تحت  محتوای کوئرستین در کالوس: UV-Bاۀ   

دارای بیان متفواوتی بووده    UV-Bیر تیمارهای اشعۀ تأث

 5که میزان محتوای کوئرستین در زموان   یطور بهاست. 

دقیقوه و   10نسبت بوه   UV-Bشعه دقیقه اعمال تیمار ا

ساعت بعد از اعمال تیمار بیشتر شده است )شکل  48

بر روی بیوان   UV-Bیر اشعۀ تأثتواند نتیجه  (. این می3

 های مسیر بیوسنتز فلاونوئیدها باشد. ژن
 

 
 

(، در کشوت کوالوس گیواه    unit/gr fresh weight) PAL یمآنوز ، فعالیوت  µgg-1 dry weight) ینکوئرسوت محتووای   :3ۀکل 

Momordica charantia  بعد از تیمار توسط اشعۀUV-B ،48 یقوه/ دق 5سواعت،   24 یقوه/ دق 10سواعت،  24 یقوه/ دق 5: کنترل 

 برداشت نمونه بعد از تیماردهی(. زمانمدت زمان اشعه/ ساعت ) 48 یقه/دق 10، ساعت
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 بیث

های گیاهی، بوا  رفوتن میوزان     در تعدادی از گونه

BAP بور  زایوی گوردد.    تواند باعوت بهبوود کوالوس    می

نتایج این تحقی  نیز مشتص شده که کمتورین   اساس

توانود   موی  D-4-2در برابر  ل ت بوا تر   BAP ل ت 

با ترین کیفیت را نشان دهد. هورمون اکسوین طبیعوی   

شود، وجود همین اکسوین   های گیاه تولید می در جوانه

طبیعی خود منجر به تولید کالوس در مقایسه بوا سواقه   

جملوه  گیری شده رشدی از  گردد. پارامترهای اندازه می

دهد که  وزن و اجم کالوس( در این مطالعه نشان می)

گورم   میلی 5/0و  D (25/0-4-2ی دوم و سوم ها  ل ت

 BAPهوای دوم و سووم    در لیتر( در ترکیب با  ل وت 

آوردن  بوه دسوت  گرم در لیتر( بورای   یلیم 5/0و  2/0)

 باشند. ها در گیاه خیار تلخ مناسب می بهترین کالوس

گزارش شده که با ترین رشد القای کوالوس را در  

 یوز رروی درصود بور    76و  94کشت کدو بوه میوزان   

، بوا  D-4-2کوه شوامل    MSی برگ در محویط  ها نمونه

 5/1بووا  ل ووت  NAAگوورم در لیتوور،  یلوویم 2 ل ووت 

گورم در   میلوی  5/1با  ل وت   BAPگرم در لیتر و  یلیم

درصود، در   77لیتر شد. با ترین میزان القوای کوالوس   

گرم در  میلی 4ی کولئوپتیل ب ر در  ل ت ها نمونه یزر

تولید  NAAگرم در لیتر  میلی 75/0در برابر  BAP یترل

ی هوا  نمونوه  یزرهای القا شده در  شد، همچنین کالوس

باشود منجور    D-4-2گرم در لیتر  میلی 5تیمار  دربرگ 

شودند.   درصود  23های گیاهی با میوزان   به تولید جنین

گورم در   میلی 5های القا شده با استفاده از تیمار  کالوس

توانند منجور   می NAA یترلگرم در  یلیم 1و  BAP یترل

 جوانوه شووند   درصود  14تا  درصد 12به تولید ادود 

(Usman et al., 2011).  

ی هوا  نمونوه  یزرکدو از  های ایجاد شده در کالوس

 MSدر محیط کشوت   روز 7هیاوکوتیل در کدو مدت 

آگوار،   درصد 8/0 ساکارز، مو ر یکروم 64/87ااوی 

، BAP  رمو یکروم 22/2و  D-4-2 مو ر یکروم 62/3

رشوود کردنوود کووه منجوور بووه تولیوود جوانووه شوودند     

(Venkatachalam et al., 2018) یووزر. همچنووین 

نیوز   Cucumis sativusی هیاوکوتیول در گیواه   ها نمونه

 MSروز و در محوویط کشووت  7تواننوود در موودت  مووی

آگوار،   درصود  8/0سواکارز،   مو ریکروم 64/87شامل 

 BAP مووو ر یکووروم D ،22/2-4-2 مووو ریکروم 62/3

 ,Miguel and Alexandre)کننود   ءتولید جوانه را القا

2017) .Momordica dioxa   دارای بیشووترین میووزان

ی هوا  نمونه یزر( با استفاده از درصد 80کالوس )القای 

، D-4-2گرم در لیتر یلیم MS ،(1برگ در محیط کشت 

 .(Agarwal, 2015))است ( BAP گرم در لیتر میلی 2

جهووت  (Huda and Sikdar, 2006)در تحقیقووی 

زایی از جوانه انتهایی خیار تلخ بوه ایون نتیجوه    کالوس

گرم میلی 1/0و  Knگرم در لیتر میلی 05/0رسیدند که 

GA3 زایی بودنود.  مناسب ترین هورمون جهت کالوس

جهت ریشه زایی مناسب ترین  ل ت هورمونی را در 

 IBAلیتور  گرم در میلی BA ،1/0گرم در لیتر میلی یک

 نشان دادند. GA3گرم در لیتر میلی 3/0و 

 (Agarwal and Kamal, 2004)در تحقیقوووی 

گورم در   میلوی  5/0هوای   مشتص شده است که  ل ت

، منجر به تولید میزان زیادی اندام هووایی در  BAP یترل

شووود. در  برابوور کمتوورین میووزان تولیوود کووالوس مووی  

 M. Charantina  ، سوواقهBAPهووای بووا تر   ل ووت

گوردد و از طورف دیگور منجور بوه القوای        تحریک می

مطالعات خواتمی و   بر اساسگردد.  متوسط کالوس می

مشتص شوده   (Khatami and Ghanati, 2011)قناتی 

کوه   Malva neglectaاست که کشت کالوس در گیواه  

یر توأث اگر تحت  اند آمده دست بههای برگی  از ریز نمونه

قورار گیرنود میوزان ترکیبوات جو ب       UV–B-Cاشعۀ 

هوا و   کنند، اشعه از جملوه فلاونوئیودها و آنتوسویانین   

هووا اثوورات مثبتووی خواهنوود داشووت کووه بوورای    تووانن

  قابول  طوور  بوه   ها این افزایش فلاونوئیدها و آنتوسیانین

ی وجود دارد. از طرف دیگر در مطالعات بور  ا ملاا ه
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شوده   نیز مشتص Eurycoma Longofoliaروی گیاه 

های ثانویوه از جملوه آلکالوئیودها و     است که متابولیت

 UVیر اشوعۀ  تأثترپنوئیدها در کشت کالوس که تحت 

ای را بوه نموایش    افزایش قابول ملاا وه   اند قرار گرفته

 .(Nicholas and Nicholas, 1997)اند  گ اشته

آنالیز پروفایل در تحقی  ااضر نشان داده است که 

هوای ثانویوه    های درگیر در بیوسونتز متابولیوت   پروتئین

انود و   قرار گرفته UV ۀاشعیر تحریک توسط تأثتحت 

هوای مورتبط بوا     در واقع در ایون رونود رونویسوی ژن   

یر قرار تأثهای فرآیند بیوسنتز این ترکیبات تحت  آنزیم

 سنتاز، STDسنتاز، FPPهایی مثل  گرفته است، پروتئین

GPP    سووونتاز و اورنیتوووین کربوکسووویلاز از جملوووه

 ,Nicholas and Nicholas)اند  شده متأثرهای  پروتئین

نیز  Vitis viniferaی دیگر بر روی ا مطالعهدر  .(1997

هوای ثانویوه از    مشتص شده است که تولید متابولیوت 

ها، کاتنین و فرولیک اسید تحت  ها، فلاونول جمله فنل

کوه بیشوترین    یطوور  بوه گیورد،   قرار می UVیر اشعۀ تأث

دقیقوه   5میزان تولیود محصوو ت فنوولیکی در تیموار     

ساعت  24برداری بعد از  که نمونه یدرصورت UVاشعۀ 

دیگوور در مووورد محتوووای   صووورت گیوورد، از طوورف 

هوای   دقیقوه و در زموان   5فلاونولی نیز تیمار به مدت 

بووده   مرثرساعت بعد از تیماردهی  48و  24برداشت 

 .(Cetin, 2014)است 

و  FLS یهوا  ژن یانب ینسب یزانااضر م ی در تحق

CHI قورار   یقوه دق 5در  ینکوئرسوت  یود تول یرکه در مس

 24در  انیو ب یو بررسو  UV-Bدر معرض اشعه  یریگ

و مشتص شد کوه   یبررس یمارساعت بعد از اعمال ت

تحقیقوی   . درشده اسوت  یشترب 81/3و  45/6 یبترت به

(Khatib et al., 2017) IC50  فعالیت آلفا گلوکوزیداز

اصوول از عصوواره اتووانلی خیووار تلووخ   و کوئرسووتین ا

لیتور  گرم در میلوی میلی 0057/0و  97/3ترتیب برابر  به

 گزارش شده است.

بوورای  Vitis viniferaای کووه بوور روی  در مطالعووه

در کشت کالوس مشوتص   Trans-Resveratrolتولید 

شده است که بعد از القوای تولیود کوالوس در محویط     

 254 موو   طوول بوا   UV، تیمارهای اشوعۀ  B-5کشت 

 به مدتروزه که  15و  12های  نانومتر بر روی کالوس

 10به مودت  یمارهای تاند،  دقیقه اعمال شده 15و  10

بورای   هوا  آنهوای   سواعت نمونوه   48دقیقه که بعود از  

ارسال شده است دارای اثرات مناسوبی   HPLC یندفرآ

 ,.Keskin et al)بر روی تولیود ایون متابولیوت اسوت     

های القاشد،  . در این تحقی  که بر روی کالوس(2009

Momordica charantia  یر اشوعۀ  توأث انجام شده است

UV-B  یکووی از  عنوووان بووهبوور روی تولیوود کوئرسووتین

ترکیبووات فلاونوئیوودی مووورد بررسووی قوورار گرفووت،  

دقیقوه کوه بعود از     5ملاا ه شد که در تیمار به مدت 

برداری از آن صوورت گرفتوه اسوت،     ساعت نمونه 48

بیشترین میزان تولید کوئرستین بود و با افزایش زموان  

رایط کنتورل  دقیقه بازهم نسبت به شو  10تیماردهی به 

دقیقه که  5ایم ولی نسبت به تیمار  افزایش تولید داشته

یر توأث ساعت برداشت آن انجام شوده اسوت    48بعد از 

 کمتری را نشان داده است.   مراتب به

 فنیوول آمونیالیوواز، آنووزیم کلیوودی در متابولیسووم   

L-phenylalanine phenylpropanids کووه بووه  اسووت

و مراله اول در  ودش سینامیک اسید تبدیل می -ترانس

متابولیسووم ترکیبووات فنووولیکی اسووت. ایوون مرالووه    

یوک مرالوۀ کلیودی در شورایط      عنووان  بهبیوشیمیایی 

. (Chang et al., 2008)گوردد   دفاعی گیاه محسوب می

هوای   در بافت PALدهد که فعالیت  مطالعات نشان می

 UV-Bرویشی بورنج، ذرت و شولغم در برابور اشوعۀ     

. در گزارشوی  (Seo et al., 2000)شوود   تحریوک موی  

(Bijami et al., 2011)  نشووان داده شووده کووه میووزان

 4بوه مودت    UVۀ اشوع  یموار تیله وسو  به PALفعالیت 

گیورد. در ایون مطالعوه نیوز      یر قرار میتأثساعت تحت 

مشتص شده است که میزان فعالیوت اوداکثری ایون    
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و  UV-Bدقیقوه اشوعه    5آنزیم در شرایطی کوه تیموار   

ساعت بعد صوورت گرفتوه    48برداری از آن در  نمونه

است مشاهده شده است، البته در شورایطی کوه تیموار    

ای نیز اعمال شده است افزایش فعالیت آنزیم  یقهدق 10

ایم اما میزان اداکثر فعالیوت در هموان تیموار     را داشته

معرفی شده مشاهده شده است. و بوا توجوه بوه نقوش     

کنترل تولیود ترکیبوات فنوولی در    کلیدی این آنزیم در 

یوک کاندیود مناسوب بورای      عنووان  بهتواند  یمگیاهان 

 Momordica charantiaمهندسوی متابولیوت در گیواه    

 نیز مورد توجه قرار گیرد.

مشتص شوده   (Azuma et al., 2012)در تحقیقی 

است که تیمار نور منجر به افزایش تولید آنتوسیانین و 

  CHS ،CHI ،F3H،F35H ،DFRهای  بیان ژن افزایش

می رسد کوه سوطح    گردد. به ن ر در انگور می OMTو 

فلاونول به تغییرات شرایط نووری در انگوور اسواس    

هموراه بوا    هوا  است و منجر به القوای تجموع فلاونوول   

شوود. گوزارش شوده     افزایش بیان فلاونول سونتاز موی  

است که تیمار نوری در کولتیوارهای متتل  انگور از 

 Shiraz Merlot ،Cabernet Sauvignon ،Pioneجمله 

  خواهووود شووود  FLSژن  موجوووب افوووزایش بیوووان  

(Fujita et al., 2006; Koyama et al., 2012) در این .

 CHIو  FLSهوای   مطالعه نیز میزان اداکثری بیوان ژن 

در شرایطی صورت گرفتوه اسوت کوه اوداکثر میوزان      

کوه در شورایط    یطوور  بوه ایم  تولید کوئرستین را داشته

این امر اتفاق افتاده است و  UV-Bدقیقه اشعۀ  5تیمار 

بیشتر تحت  FLSدر بین دو ژن مورد مطالعه، بیان ژن 

 یر قرار گرفته است.تأث

 

 گیري نهایی نریجه

 نمونوه  یزردر تحقی  ااضر القای تولید کالوس از 

 FLSهوای   ژن یانببرگ نسبت به ساقه بهتر انجام شد. 

ساعت بعد از اعمال  24در هایی که  الوسدر ک CHIو 

قرار گرفته بودند  UV-Bدقیقه در معرض نور  5یمار ت

یگر نتوایج  د عبارت بهنسبت به شاهد بیشتر شده است. 

در کنار   ها ن این تحقی  نشان داد که افزایش بیان این ژ

تواند منجر بوه افوزایش    می PALافزایش فعالیت آنزیم 

بنوابراین  ؛ ت کوالوس گوردد  محتوای کوئرستین در کش

 Momordicaهووای تولیوود شووده در گیوواه    کووالوس

charantia L. منبوع مناسوبی بورای     عنووان  بهتوانند  می

القووای تولیوود کوئرسووتین در شوورایط آزمایشووگاهی    

 محسوب گردند.
 

 سپاسگزاري
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Abstract 
Quercetin is one of the most natural secondary metabolites, which found in fruits and leaves 

of Momordica charantia and characterized as an antioxidant, antiviral and anticancer compound. 

The present study aimed to optimize the callus induction and to determine the expression of 

flavonol synthase and chalcone isomerase genes in the pathway of quercetin production under 

UV-B rays in bitter cucumber callus cultivation. The experiment was conducted in 2018 at 

Agricultural Biotechnology Institute of Zabol University. In this research different 

concentrations of plant hormones ((2, 4-D (0, 0.25, 0.5, 1 and 5 mg/L) and BAP (0.2, 0.5, 1 and 

5 mg/L)) and explant (Leaf and Stem) was used to callus induction in Momordica charantia 

using complete random design with three replications. Effect of UV-B radiation in five groups: 

control, natural light, 5 min exposure (gene expression at 24 and 48 after treatment) and 10 min 

exposure (gene expression at 24 and 48 after treatment)) on the expression of quercetin 

biosynthetic pathway genes including flavonol synthase (FLS) and chalcone isomerase (CHI) 

(by 2
-∆∆CT

 method), phenyl ammonia-lyase (PAL) antioxidant activity (by cinnamic acid 

concentration), and flavonoid content (by HPLC method)) in the selected best calluses. Analysis 

of variance were showed that different types and concentrations of plant hormones had 

difference significant on callus induction. Mean square of data showed that the most callus dry 

weight was obtained from 0.5 mg/L 2,4-D and 1 mg/L BAP for stem explant. The highest 

expression of FLS and CHI were observed within 24 hours after 10-min UV-B treatment, but it 

decreased at 48 h after treatment. The highest expression of PAL, quercetin and flavonoid were 

obtained within 48 hours after 5-min UV-B treatment. Comparison of irradiated and untreated 

calluses revealed that the average changes of relative expression of FLS and CHI were 1.4 and 

2.4 times higher than control, respectively. Overall, the results were showed that UV-B 

radiation at the callus level had a positive effect on the expression of flavonoids biosynthetic 

pathway genes. 

 

Keywords: BAP, Flavonoid, FLS, Quercetin, Momordica charantia, 2, 4-D
2
 

                                                 
*Corresponding author; bfazeli@uoz.ac.ir 


