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  مقدمه 
هاي ثانویه موادي هستند که  متابولیت

مورد نیاز گیاه نیستند و در واکنش به  یماًمستق
. شوند عوامل و شرایط مختلف تولید می

هاي ثانویه  مشکلاتی براي تولید مستقیم متابولیت
توان با استفاده از  از گیاهان وجود دارد که می

این  اي بر ها در شرایط درون شیشهتولید آن
کشت بافت، روش مهمی . مشکلات غلبه نمود
در سطح وسیع  ها دانه رنگبراي تولید مستقیم 

ها  تحقیقات در رابطه با تولید آنتوسیانین. باشدمی
توان  اند که همیشه در مقادیر زیاد نمی نشان داده

این متابولیت ثانویه را از طریق کشت بافت 
گیاهی تولید نمود ولی با این وجود در 

هاي اخیر عوامل موثر بر تجمع  پژوهش
آنتوسیانین در کشت سلول و کالوس شامل شدت 

هاي  ي فرابنفش، منبع نیتروژن، تنش نور، اشعه
اسمزي و الیسیتورها مورد بررسی قرار گرفته 

مواد تنها در  ینا  (Raluca et al., 2010)است 
  . شوند هاي گیاهی تشکیل می معدودي از گونه
وحشی بومی آسیاي  يها یبسدر بین 

که بیشتر متعلق به گونه هاي  مرکزي و سیبري
)Malus pumila ( و یا)Malus pumila var. 

niedzwetzkyana (و  ها یپژنوت، هستند
هیبریدهایی وجود دارند که توانایی تولید 

 هاي خود دارا بوده وآنتوسیانین را در بیشتر بافت
-ون شیشهتوانایی تولید آنتوسیانین در شرایط در

توان با استفاده از کشت کالوس اي را دارند و می

 ,Akbari(این گیاهان آنتوسیانین تولید کرد 

2011; Kakavand, 2012.(  
عوامل بسیاري بر تولید آنتوسیانین در 

تاثیر  .باشندمی یرگذارتأثاي شرایط درون شیشه
ها در انگیزش تجمع دما، نور و سایر فاکتور

هر مرحله . باشدرقم متفاوت می آنتوسیانین در هر
از نظر ژنتیکی هاي بیوشیمیایی آنتوسیانین از مسیر

ریزي شده است و هر رقم پاسخ متفاوتی برنامه
 et al., (2007 دهددر شرایط مختلف می

Ritenour(.  القاي کالوس و تشکیل آنتوسیانین به
 .باشد داري وابسته به منبع کربن می طور معنی

ترین سوبستراها براي کی از مهممنابع کربن ی
-Castandea( ها هستندبیوسنتزي فنولهاي مسیر

Ovindo et al., 2009 .( تاکنون  که ینابا توجه به
اي اثر منابع تحقیقی در رابطه با بررسی مقایسه

 کشت یطمحها در هاي آنو غلظت کربوهیدرات
و همچنین اثر مانیتول بر تولید آنتوسیانین از 

 ،سیب انجام نگردیده است شت کالوسکطریق 
ها و منابع در این پژوهش اثر غلظت ،بنابراین

ها شامل ساکارز، گلوکز، مختلف کربوهیدرات
فروکتوز، مالتوز و همچنین مانیتول بر تولید درون 

اي آنتوسیانین در کشت کالوس سیب انجام شیشه
  . گردید

  
  ها مواد و روش
ه از کشـت  آمـد  به دسـت هاي نمونهاز ریز

یک سیب وحشی موجـود   یاديازد یزرمریستم و 
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ــاهی    ــت گی ــت باف ــگاه کش ــکده در آزمایش دانش
اي از  کشاورزي دانشگاه تبریز که متعلق به گونـه 

 R1R1بـا ژنوتیـپ   ) .Malus sp(جـنس مـالوس   
)Unpublished data ( مربــوط بــه صــفت تولیــد

استفاده شـد  می باشد،  آنتوسیانین در گوشت میوه
ها از محیط کشت جهت تکثیر گیاهچه ).1شکل (

MS   حـاويBAP (1.5 mg/l) ، آهـن  سکوسـترن 

)FeEDDHA) (100 mg/l ( ساکارز و(30 mg/l) 
 کشـت  یطمحها در کشت گیاهچهباز. استفاده شد

جدید به فواصل هر سه هفته از آغـاز کشـت بـه    
زایـی از  جهـت کـالوس  . ماه انجام گردید 4مدت 

ــت  محــیط ، KIN (0.5mg/l)  حــاوي MSکش
NAA (1 mg/l) 1.5و mg/l) ( 2,4-D   اسـتفاده

  ).2شکل (گردید 
  

  
  .مورد استفاده در این آزمایش اي سیب وحشی آنتوسیانین دارهاي درون شیشهگیاهچه -1شکل 

Figure 1- In vitro plantlets of the anthocyanin producing wild apple used in this research. 
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  .کالوس سیب وحشی آنتوسیانین دار مورد استفاده در این آزمایش -2شکل 

Figure 2- Callus of the anthocyanin producing wild apple used in this research. 
 
 

کـار رفتـه و مـورد بررسـی در     هاي بهتیمار
هـاي مختلـف مـانیتول    این آزمایش شامل غلظت

درصد  3ساکارز  به همراه) درصد 5، 4، 3، 2، 1(
هاي مختلف ساکارز، گلوکز، فروکتـوز و  و غلظت

 6، 5، 4، 3(مالتوز هرکدام شـامل چهـار غلظـت    
تیمار در قالـب طـرح    21در مجموع . بود) درصد
تصادفی با چهار تکرار و چهار نمونه در هر  کاملاً

بعـد از اعمـال   . تکرار مورد بررسی قـرار گرفتنـد  
و خشـک   وزن تـر م ي سوتیمارها، در پایان هفته

 24آون به مدت  گراد یسانتي درجه 60در دماي (
شاخص رشـد  . گیري شدها اندازه کالوس) ساعت

  :زیر محاسبه شد کالوس نیز از فرمول
Gi = (W2 – W1) / W1) * 100 

Gi: شاخص رشد  
W2:                وزن کالوس در پایان آزمایش
W1: وزن کالوس در آغاز آزمایش   

ین کل در هفته سوم آزمایش از آنتوسیان
هاي تیمار شده با استفاده از متانول اسیدي  کالوس

اسید کلریدریک حجمی به  1٪متانول و  ٪99(
گردید و پس از سانتریفیوژ  استخراج ) حجمی

 12000و  گراد یسانتکردن در دماي چهار درجه 
دقیقه، فاز مایع جدا گردیده و  10دور به مدت 

دستگاه  نومتر توسطنا 530در طول موج 
 گیري شد میزان جذب اندازه اسپکتروفتومتر

 )به عنوان شاهد در نظر گرفته شد متانول اسیدي(
)Mizukami et al.,1989 () شاخصبا واحد 

مقدار ). cv/gr FW در گرم وزن تر رنگ شدت
نیز  Wrolstad (1976) روشآنتوسیانین کل به 

ا استفاده ها بتجزیه و تحلیل داده. حاسبه گردیدم
 .IBM SPSS ver. 21 (IBM corpرافزا از نرم

ها، قبل از انجام آنالیز داده .نجام گرفتا (2012
صادق بودن مفروضات اولیه تجزیه واریانس 

گیري و محاسبه هاي صفات اندازهپارامتریک داده



 )1392 زمستان، 4، شماره 5دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

۴١ 

 

تبعیت . شده مورد بررسی و آزمون قرار گرفت
هاي روش ها از توزیع نرمال با استفاده ازداده

و  ساسمیرنوف با تصحیح لیلیفور -کولموگروف
. ویلک مورد آزمون قرار گرفت -روش شاپیرو

ها از توزیع نرمال مشاهده شد که بعضی از تیمار
ها از براي حل این مشکل داده. تبعیت نمی کنند
هاي پرت مورد بررسی قرار نظر وجود داده

 سپس، توان. هاي پرت حذف شدندگرفتند و داده
ها ها برآورد گردید و دادهباکس براي تبدیل داده

. بر اساس این توان مورد تبدیل واقع شدند
هاي مربوط به گرچه، با این تمهیدات توزیع داده

صفت محتواي آنتوسیانین کل نرمال شدند ولی 
همچنین، . هاي سایر توزیع نرمال نداشتندداده

 هايبراي بررسی یکنواختی واریانس آزمون لون
. دار گردیددرون تیماري براي همه صفات معنی

براي حل این مشکل ناچار دو روش زیر دنبال 
  :گردید

ساکارز و  -جدا کردن تیمارهاي مانیتول) 1
ها و آنالیز و تجزیه واریانس ساکارز از بقیه تیمار

ها بعد از تبدیل داده با استفاده از توان جداگانه آن
  .نتوسیانین کلهاي محتواي آباکس براي داده

ها بر اساس روش آنالیز غیر پارامتریک داده) 2
والیس و -تجزیه واریانس یک طرفه کروسکال

اي بر هاي رتبهاي میانگینمقایسه چند دامنه
ي صفات مورد اساس همین روش در مورد همه

  .اندازه گیري
ها در روش پارامتریـک،  براي مقایسه میانگین داده

ن طـرح ترجیحـا از روش   به دلیـل نامتعـادل بـود   

بــراي مقایســه . اســتفاده شــد ب-تـوکی و تــوکی 
هـا در روش غیرپارامتریـک از روش   میانگین داده

ــه اي   ــد دامن ــه چن ــکال  مقایس ــیس  –کروس وال
Stepwise (step-down) ــ ــداســ . تفاده گردیــ

، براي صـفت آنتوسـیانین کـل، بررسـی     همچنین
هـاي تیمـاري   کـدام از گـروه   رگرسیونی براي هر

ي خطــی، هـا از نظـر وجـود رابطـه    وهیـدرات کرب
  . درجه دو و درجه سه انجام گرفت

  
  نتایج و بحث

ــژوهش  ــن پ ــد  در ای ــزان تولی بیشــترین می
آنتوسیانین در منابع کربوهیدرات مورد استفاده در 

ها مشاهده شد که ي سوم بعد از اعمال تیمارهفته
درصد بـود   3در تیمار همزمان مانیتول و ساکارز 

هاي بالاتر باعث کاهش میـزان  غلظت). 1جدول (
ــد    ــایج تولی ــا نت ــه مشــابه ب آنتوســیانین شــدند ک

 یرتــأثهـاي هــویج تحـت   آنتوسـیانین در کــالوس 
 ,.Ranjendran et al(مــانیتول و ســاکارز بــود 

ــوع ي رگرســیونی معنــیرابطــه ).1992 داري از ن
ــین غلظــت درجــه  -هــاي مختلــف مــانیتولدو ب

جـدول  ( نین وجود داشتساکارز و میزان آنتوسیا
با افزایش غلظت مانیتول میزان آنتوسیانین نیز . )2

درصـد افـزایش نشـان داد و سـپس      3تا غلظـت  
 3میزان آنتوسیانین بـا افـزایش غلظـت بیشـتر از     

ي رگرسیونی رابطه )3شکل ( درصد کاهش یافت
هــاي دو بــین غلظــت داري از نــوع درجــهمعنــی

 ین نیز دیـده شـد  مختلف ساکارز و میزان آنتوسیان
  . )3جدول (
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 کالوس، قطر کالوس، رشد شاخص کل، آنتوسیانین مقدارشاخص شدت رنگ،  ايرتبه هايمیانگین ايدامنه چند يمقایسه -1 جدول

  .کربوهیدرات تیمارهاي یرتأث تحت کالوس خشک ووزن تر 
Table1- Mean comparison of ranked data for color intensity index, total anthocyanin, callus growth index, 
callus diameter, dry and wet weight resulted from carbohydrate treatments.   

 خشک وزن
 کالوس

 )میلی گرم( 
Callus dry 

weight (mg)  

 کالوسوزن تر 

 )میلی گرم( 
Callus wet 

weight (mg) 

 کالوس قطر

 )میلی متر( 
Callus 

diameter 
(mm) 

 رشد شاخص
 کالوس
Callus 
growth 
index  

  کل آنتوسیانین

میلی گرم در ( 
 وزن ترکیلوگرم 

 )کالوس
Total anthocyanin 

(mg/KgFW) 

شاخص شدت 
 رنگ 

cv/gr FW 
Color 

intensity 
index 

  تیمار
Treatment 

97.22±7.95abcd 

104.44±9.36abcd 

107.63±10.29abcd 

122.23±11.58ab 

144.16±25.25a 

96.47±21.83abcd 

135.33±28.25abc 

68.84±12.40cd 

114.60±13.97abcd 

62.36±6.77d 

126.60± 22.55abc 

142.84±18.73a 

110.81±5.90abc 

94.07±17.32abcd 

89.14±7.28abcd 

99.57±13.75abcd 

114.37±7/00abcd 

93.31±11.48abc 

107.15±14.27abcd 

78.71±8.05abcd 

74.70±7.73bcd 

845.62±27.55ab 

833.12±21.94ab 

802.65±18.77ab 

758.62±21.16ab 

768.75±12.58b 

896.25±20.57a 

878.75±20.28ab 

845.93±11.53ab 

848.43±29.43ab 

848.75±26.95ab 

843.43±26.23ab 

846.87±31.32ab 

846.25±30.63ab 

847.18±17/84ab 

841.56±23.02ab 

827.18±21.89ab 

824.37±26.27ab 

893.43±22.94a 

868.43±19.10ab 

882.5±27.44ab 

825.18±47.58ab 

0.42cd±16 

15.25±0.29cde 

15.68±0.39cde 

14.62±0.45de 

14.06±0.42de 

17.62±0.48ab 

16.43±0.36abc 

15.12±0.37cde 

14.87±0.30cde 

15.37±0.45cde 

15.06±0.42cde 

14.93±0.32de 

15.25±0.60cde 

15.75±0.73cde 

15.37±0.51cde 

15.56±0.53cde 

13.75±0.29e 

17.43±0.40a 

15.93±0.38cd 

16±0.55cde 

15.37±0.42cde 

4.73ab±72.40 

4.38ab±66.6 

60.50±3.7ab 

±3.67b 59.60 

53.75±2.51a 

79.25±4.11ab 

75.25±4.05ab 

69.19±2.30ab 

69.69±5.88ab 

69.75±5.39ab 

68.69±5.24ab 

69.38±6.26ab 

69.25±6.12ab 

69.44±3.57ab 

68.31±4.6ab 

65.44±3.57ab 

64.88±5.25ab 

78.69±4.59a 

73.69±3.82ab 

76.50±5.48ab 

68.71±9.38ab 

27.28±1.28bc  

40.30±1.47a 

45.32±1.58a 

35.93±2.14 a 

18.75±1.14cdef 

18.68±1.33def 

22.8±1.46bcde 

27.72±1.32b 

40.54±2.59a 

22.32±3.02bcdef 

14.64±2.80ef 

14.78±1.38def 

14.23±2.00ef 

13.84±2.93f 

16.6±2.50def 

20.63±2.60bcedf 

23.25±5.88f 

13.64±1.51f 

13.62±1.37f 

14.73±1.98ef 

26.84±2.54bcd  

0.18±0.008bc  

0.28±0.009a 

0.30±0.010 a 

0.25±0.014a 

0.12±0.007cdef 

±0.009def 0.12 

0.15±0.009bcde 

0.18±0.008b 

0.27±0.017a 

0.15±0.020bcdef 

0.09±0.019ef 

0.1±0.009def 

0.09±0.013ef 

0.09±0.019f 

0.11±0.016def 

0.14±0.017bcdef 

0.15±0.039f 

0.09±0.010f 

0.09±0.009f 

0.1±0.013ef 

0.18±0.017bcd 

M 1% + S 3%  

M 2% + S 3%  

M 3% + S 3%  

M 4% + S 3%  

M 5% + S 3%  

S 3%  

S 4%  

S 5%  

S 6%  

G 3%  

G 4%  

G 5%  

G 6%  

F 3%  

F 4%  

F 5%  

F 6%  

Ma 3%  

Ma 4%  

Ma 5%  

Ma 6% 

  . باشندمی والیس -وسکالرک با آزمون درصد 5 سطح دار دردر هر ستون، نشانگر اختلاف معنی یکسانغیر  حروفبا  هايمیانگین 
Means with different letters in each column indicates significant difference (p<0.05) using Kruskal-Wallis test. 
M (Mannitol) (مانیتول); S (Sucrose) (ساکارز), G (Glucose) (گلوکز); F (Fructose) (فروکتوز); Ma (Maltose) (مالتوز)  
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  .ساکارز و میزان آنتوسیانین -هاي مختلف مانیتولغلظتبراي  رگرسیونیمنحنی  -3شکل 

Figure 3- Regression curve for concentration of mannitol-sucrose and anthocyanin 
level. 

 
 

  .ساکارز و میزان آنتوسیانین- هاي مختلف مانیتولغلظت یي رگرسیونتجزیه - 2جدول 
Table 2- Regression analysis of diverse concentration of mannitol-sucrose and 
anthocyanin level. 

  )Mean of squares( میانگین مربعات   )Degree of freedom(  آزادي درجه                            
  Regression(                        2                                     **0.096(رگرسیون 

 Residual(                            42                                     0.001( باقیمانده
     )Significant with p<0.01( درصد 1دار در سطح احتمال  معنی **
 

y =0.01+0.212x+0.38x2 

R2 = 0.83  
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 .ساکارز و میزان آنتوسیانین هاي مختلفغلظت براي منحنی رگرسیونی  -4شکل 

Figure 4- Regression curve for concentration of sucrose and anthocyanin level. 
  

 4درصد تا  3با افزایش غلظت ساکارز از 
درصد میزان آنتوسیانین با شیب کمتري افزایش 

یکه در غلظت هاي بالاترروند در حال: نشان داد
افزایش شدیدتر بود، به طوري که بیشترین میزان 

مشاهده ) درصد 6(آنتوسیانین در بالاترین غلظت 
هاي مختلف همچنین، بین غلظت). 4شکل (شد 

ي رگرسیونی مالتوز و میزان آنتوسیانین یک رابطه
با . )4جدول ( دو معنی دار مشاهده شد درجه

توز میزان آنتوسیانین نیز  بعد از افزایش غلظت مال
کاهش ناچیزي تا بالاترین غلظت روند افزایشی 

-کاهش رشد کالوس در غلظت ).5شکل (داشت 

تواند به دلیل جلوگیري از هاي بالاي ساکارز می
ناشی از  احتمالاًجذب عناصر غذایی باشد که 

ي فشار در نتیجه. افزایش فشار اسمزي است

یابد ها تجمع مینین در سلولاسمزي بالا فنیل آلا
تواند در تولید آنتوسیانین مورد استفاده قرار  که می
؛ و از طرفی، همزمان )Ram et al., 2011(گیرد 

ها مقدار نفوذ نور افزایش با کاهش تراکم سلول
یابد که این عوامل موجب افزایش محتوي می

گردد اي میهاي رنگدانهآنتوسیانین در سلول
)Saito et al., 1999 .( افزایش غلظت ساکارز

درصد موجب افزایش آنتوسیانین در  3بیشتر از 
شده ) Hibiscus sabdariffa(گیاه چاي ترش 

، از میان منابع )Mizukami et al.,1989(است 
کربن مورد استفاده براي این گیاه ساکارز و 

یر را بر تولید آنتوسیانین تأثگلوکز بیشترین 
ز و مالتوز به میزان کمتري داشتند ولی فروکتو

میزوکامی و . تولید آنتوسیانین را افزایش دادند

y =0.251-0.85x+0.015x2 

R2= 0.71 
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نیز بدون اشاره به دلایل، این ) 1989(همکاران 
هاي مطلوب تولید امر را تایید کرده اند که پاسخ

آنتوسیانین تنها به منابع محدودي از کربن از 
  . گرددجمله ساکارز و گلوکز محدود می

هاي اکارز به عنوان مولکولها به ویژه سقند
هاي و کیناز 1هارسان در فعال کردن سیکلینپیام

کنند که موجب فعال مل میع 2نوابسته به سیکلی
چنین در هم. شوندشدن عوامل رونویسی می

چرخه سلولی، موجب بالا رفتن شاخص میتوز 
-و نیز تولید آنتوسیانین) و در نتیجه تولیدکالوس(

 ,Solfanlli(گردد سلول می ها بدنبال فعال شدن

ارتباط معکوسی بین رشد سلولی و ). 2006
هاي ثانویه وجود دارد که تجمع متابولیت

هاي گیاهی ي رایجی در کشت سلولمشخصه
استرس ). Mantel and Smith, 1983(باشد می

بر محتواي آب واکوئل  احتمالاًاسمزي بالا نیز 
سیانین به بنابراین، تجمع آنتو. گذاردیر میتأث

تواند هاي بالاي ساکارز نیز میي غلظتوسیله
ساکارز به عنوان بهترین منبع کربن . محدود گردد

ها در کشت براي تولید آنتوسیانین و رشد سلول
سوسپانسیون سلولی هویج نیز شناخته شده است 
و بعد از ساکارز، گلوکز، گالاکتوز، مالتوز و 

ها د سلولفروکتوز به ترتیب جهت تولید و رش
زمانی که محققان آنتوسیانین را . قرار داشتند

استخراج نمودند و نوع آن را مشخص کردند، 
دریافتند که نوع آنتوسیانین در محیط کشت با 

باشد، بنابراین منبع منابع مختلف متفاوت نمی
                                                             
1 Cyclin 
2 Cyclin- dependent kinase 

سازي آنتوسیانین کربن بر سیستم آنزیمی زیست
 ).Narayan et al., 2005(باشد اثرگذار نمی

افزایش غلظت منابع کربن اثر مثبتی بر غلظت 
هاي ظرفیت الکتریکی سلول. ها داردمتابولیت

کشت شده، یک اختلاف در ساختار غشاي بین 
ها مختلف هاي کشت شده در غلظتسلول

ساکارز نشان داده است که این امر از این فرضیه 
هاي ها در غلظتکه نفوذپذیري غشاي سلول

کند یابد، حمایت میافزایش می بالاي ساکارز
)Zhang and Furausaki, 1997 .( تغییر غلظت

زایی کالوس کشت یطمحمنابع کربوهیدرات در 
سیب مورد بررسی در این پژوهش بر میزان 

، وزن خشک، وزن ترقبیل ز هاي رشدي افاکتور
بر . گذار بودقطر کالوس و شاخص رشد نیز اثر

لوس، قطر کالوس کا وزن تراین اساس بیشترین 
درصد  3و شاخص رشد کالوس متعلق به ساکارز 

ها نسبت به سایر در این تیمار، رشد کالوس. بود
تر بود و بیشترین میزان بیومس ها سریعتیمار

تولید گردید و کمترین میزان رشد کالوس در 
درصد به  3درصد به همراه ساکارز  5مانیتول 

  . دست آمد
  

  سپاسگزاري
دجه این تحقیق از هزینه قسمتی از بو

ین تأمنامه کارشناسی ارشد فاطمه زاهدزاده  یانپا
شده است که در دانشگاه تبریز به انجام رسیده 

  .است
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  .هاي مختلف ساکارز و میزان آنتوسیانیني رگرسیون غلظتتجزیه - 3جدول 
Table 3- Regression analysis of diverse concentrations of sucrose and anthocyanin level. 

  )Mean of squares( میانگین مربعات   )Degree of freedom(  آزادي درجه                            
  Regression(                        2                                     **0.061(رگرسیون 

 Residual(                            34                                      0.001( باقیمانده
   )Significant with p<0.01(درصد  1دار در سطح احتمال  معنی **

 
    

 
  .هاي مختلف مالتوز و میزان آنتوسیانینمنحنی رگرسیونی براي غلظت -5شکل

Figure 5- Regression curve for different concentrations of maltose and anthocyanin 
level. 

 
  .هاي مختلف مالتوز و میزان آنتوسیانیني رگرسیون غلظتتجزیه - 4جدول 

Table 4- Regression analysis of diverse concentrations of maltose and anthocyanin level. 
  )Mean of squares( میانگین مربعات   )Degree of freedom(  آزادي درجه                            

  Regression(                         2                                    **0.034(رگرسیون 
 Residual(                            45                                     0.002( باقیمانده

    )Significant with p<0.01(درصد  1دار در سطح احتمال  معنی **

y = 0.371 – 0.152 x + 0.02 x2 

 R2 = 0.43 
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Abstract 

In vitro culture of plant cells is an ideal method for commercial production of large 
amounts of several important secondary metabolites. There are some wild apples (Malus sp.) 
native to Central Asia and Siberia that can produce anthocyanin in their various organs even 
in vitro and contain compounds such as flavonoids and polyphenols, which have antioxidant 
activity. There are numerous factors affecting anthocyanin production in in vitro condition. 
The aim of this study was to determine the best source and optimum concentration of 
carbohydrates including sucrose, glucose, fructose, maltose and mannitol to produce 
anthocyanin in callus culture of an in vitro grown anthocyanin producing wild apple. The 
results showed that the mannitol concentration of 3% plus 3% sucrose was the most effective 
carbohydrate treatment for anthocyanin production. Increasing mannitol concentration to 
more than 3% resulted in reduced anthocyanin production. Increasing mannitol concentration, 
decreased callus growth index and callus fresh weight; while, callus dry weight increased. 
The highest anthocyanin production and the lowest callus growth index were observed in 6% 
among the other sucrose concentrations. Glucose, fructose and maltose had weaker effects on 
anthocyanin content.  
Key words: Anthocyanin, carbohydrate, apple, in vitro. 
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