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 18 -15(: 2)5، (5931)و گیاهان زینتی مجله علمی ترویجی گل 

زایی  اندام القاء ای شدن کالوس و قهوه کنترل درذغال فعال، اسید آسکوربیک و فلوروگلوسینول  کاربرد

 (.Ficus religiosa L)انجیر معابد  درغیرمستقیم 

 2لطفی جلال آبادی امین، *5، دانشور محمد حسین5حسامی محسن

 گروه علوم باغبانی دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی رامین خوزستان. 5

 گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی رامین خوزستان . 2
*
 mhdaneshvar2004@yahoo.com       

                                 29/75/5931: ، تاریخ پذیرش53/57/5930: مجدد، تاریخ بررسی 70/70/5930: تاریخ دریافت

  چکیده

این گیاه ارزش زینتی و دارویی داشته . باشد درخت جنگلی چند منظوره با طول عمر طولانی می( Ficus religiosa)انجیر معابد 

این پژوهش با هدف بررسی اثر اسید . در طبیعت پایین استمیزان تکثیر این گیاه . شود و در مراسم مذهبی از آن استفاده می

ای شدن کالوس و میزان باززایی کالوس حاصل از برگ گیاهک انجیر  آسکوربیک، فلوروگلوسینول و ذغال فعال در کنترل قهوه

، (گرم در لیتر یلیم 5777و  177)های مختلف اسید آسکوربیک  بدین منظور، از غلظت. ای انجام شد معابد در شرایط درون شیشه

گرم در  میلی 5حاوی  MSدر محیط کشت پایه ( گرم در لیتر 0و  2)و ذغال فعال ( گرم در لیتر میلی 277و  577)فلوروگلوسینول 

افزودن  با ل،تیمار جهت کنترل فن نیبهترنتایج مطالعه حاضر نشان داد  .استفاده شد IBAگرم در لیتر  میلی 5/7به همراه  BAPلیتر 

زایی  بیشترین درصد باز .به دست آمد (9-2)با حداقل تعداد واکشت  کشت  طیمح به کیاسکورب دیاس بر لیترگرم  یلیم 5777

گرم در لیتر  میلی 277از تیمار ( 99/55)و همچنین بیشترین تعداد واکشت  (15/1)، بیشترین تعداد شاخساره %( 577)

غال ذو  کیآسکورب دیاز اس ییسطوح بالا افزودنمطالعه نشان داد که  نیز احاصل ا جینتابطور کلی . فلوروگلوسینول بدست آمد

 .گرددیمها تولید ترکیبات فنلی ریزنمونهکنترل به طور قابل توجهی منجر به  کشت، طیفعال به مح

 ای، گیاه دارویی کشت، شرایط درون شیشهیزرانجیر معابد، تکثیر شاخساره،  :کلمات کلیدی

 مقدمه

و  Moraceaeاز تیره ( .Ficus religiosa L)د انجیر معاب

 جنس . باشد میFicus های جنس  از مشهورترین گونه

Ficus  این گیاه بومی هند و . گونه است 077دارای

ای در سراسر جهان کاشته  بنگلادش است و به طور گسترده

 انجیر معابد(. McFarland 1944; Galil 1984)شود  می

 ود بودا در زیر آن متولد شدهش گیاهی است که گفته می

گیاه در نزدیکی معابد  همچنین در کشور هاوائی، این. است

این گیاه تنومند و پر شاخه و برگ به علت . شود کاشته می
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تواند به عنوان یک گیاه نمونه در  شکل و فرم زیبای آن می

ازدیاد جنسی انجیر معابد در کشور . فضای سبز استفاده شود

عدم حضور زنبور گرده افشان، امکان پذیر  هاوایی، به علت

ترین روش تکثیر انجیر معابد در  بنابراین مناسب. باشد نمی

این جزیره از طریق قلمه و یا کشت بافت است ولی در 

فلسطین اشغالی، گرده افشانی این گیاه بوسیله زنبور گرده 

با موفقیت صورت  Blastophaga quadraticepsافشان 

انجیر معابد (. Galil & Eisikowitch 1968)گرفته است 

گیاهی چند ساله است که در آب و هوای گرمسیری و 

های گسترده، نیمه  گرمسیری رشد کرده و دارای شاخه نیمه

های این گیاه  برگ. باشد ریز می ریز یا به طور کامل برگ برگ

پهن و تخم مرغی شکل، براق و چرم مانند و به رنگ سبز 

متر و نوک آن دم  سانتی 52-50ل برگ طو. باشد تیره می

های انجیر معابد گرد، سبز رنگ و عرض  میوه. مانند است

متر است که هنگام رسیدن، به رنگ بنفش با  سانتی1/5آن 

بسیاری از (. Ghani 2003)شود  های قرمز مشاهده می نقطه

وان تقویت مردم کشور هند از عصاره انجیر معابد به عن

این گیاه در طب سنتی هند برای . کنندمی کننده مغز، استفاده

 Chandrasekar et)شود  های مختلفی استفاده می بیماری

al. 2010 .)انجیر معابد دارای بسیاری از خواص   میوه

دارویی از جمله خواص ضد دیابت، ضد سرطان، ضد تشنج 

یکی (. Parasharami et al. 2014)و ضد ویروس است 

جا که  از آن. باشد معابد با بذر میهای تکثیر انجیر  از روش

ان زگیرد، می گرده افشانی این گیاه به صورت ناقص انجام می

(. Hassan et al. 2009)زنی بذر آن پایین است  جوانه

همچنین تکثیر این گیاه به وسیله قلمه، نیاز به شرایط اقلیمی 

از آنجا (. Salehi-Salmi & Hesami 2016)خاص دارد 

د ارزش زینتی و دارویی داشته، بنابراین تکثیر که انجیر معاب

لذا کشت بافت . انبوه این گیاه بسیار حائز اهمیت است

تواند در تولید انبوه این گیاه مفید واقع شود  گیاهی می

(Siwach & Gill 2013 .)های کمی  با این حال، پژوهش

ای انجیر معابد صورت گرفته است  بر ازدیاد درون شیشه

(Jaiswal & Narayan 1985; Deshpande et al. 

1998; Hassan et al. 2009; Siwach & Gill 2011, 

بسیاری از گیاهان چوبی و تعدادی از گیاهان علفی، (. 2013

شوند، موجب  ای کشت می وقتی در شرایط درون شیشه

 & Cördük) گردند ل میای شدن ریزنمونه و تولید فن قهوه

Aki 2011.) ها و مرگ احتمالی نمونهریز  5ای شدنقهوه

بافت گیاهی در طول مرحله اول کشت بافت گیاهی یک 

ای شدن از طریق فعالیت پلی قهوه. مشکل همیشگی است

و پراکسیداز بوسیله تحریک واکنش ( PPO)ل اکسیداز فن

 Pan & Staden)دهد  دفاعی ناشی از زخم شدن رخ می

ی مختلف لنل اکسیداز واکنش بین ترکیبات فنپلی ف (.1999

های بسیار  ها که پروتئینو اکسیژن مولکولی تولیدی کوئینون

کند و تولید پذیر و غیراختصاصی هستند را کاتالیز میواکنش

 ;Onay & Jeffree 2000)کند رنگدانه تیره ملانین می

Leng et al. 2009.) ها و های سالم، آنزیمدر سلول

ها،  لفنرا پلیزی. شوندسوبستراهای آنها به هم متصل نمی

ها هستند، در ل اکسیداز در واکوئلفناهای پلی سوبستر

ها موجود حالیکه این آنزیم در پلاستیدها یا کلروپلاست

ها زخمی  ها در طول برش ریزنمونه که سلول موقعی. هستند

 وجود یک. گرددای شدن شروع می شوند، واکنش قهوهمی

ز و سطح ل اکسیداهمبستگی مثبت بین فعالیت پلی فن

های ها در گونهای شدن ریزنمونهترکیبات فنلی و قهوه

 Sharma & Singh) مختلف درختان گزارش شده است

های آنتی اکسیدانی مختلف از قبیل نقش مهم آنزیم (.2002

ای شدن ریز پراکسیداز و سوپراکسید دسموتاز در قهوه

 (.Laukkanen et al. 1999) ها گزارش شده استنمونه

ها همچنین لهای مرتبط با اکسیداسیون فنیت آنزیمفعال

مواد . گیردتوسط فاکتورهای محیطی تحت تاثیر قرار می

لی تواند از تولید ترکیبات فنکه میافزودنی مختلف 

تواند مواد فنلی بازدارنده را از محیط جلوگیری کند یا می

ای شدن  ل و قهوهتوانند در کنترل فن حذف کند، می کشت

                                                           
1
 Browning 
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ها، مواد تشکیل موادی از قبیل آنتی اکسیدان. اشندموثر ب

های سطحی ترکیبات فنلی را ها یا جذب کنندهدهنده کلات

زایی  اندام(. Thomas 2008)کنند از محیط کشت حذف می

گیرد دارای  غیرمستقیم که بوسیله تولید کالوس صورت می

فواید زیادی از جمله مطالعه مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی 

های ثانویه، تنوع سوموکلونال و  اهان، تولید متابولیتگی

پیرک )روشی برای انتقال ژن به صورت پایدار می باشد 

زایی غیرمستقیم انجیر معابد  تنها گزارش از اندام(. 5305

است، که در ( 5301)مربوط به مطالعه جیسوال و نارایان 

د به این مطالعه از ریزنمونه میانگره درخت بالغ انجیر معاب

منظور تولید کالوس استفاده کردند و سپس با انتقال کالوس 

گرم در لیتر  میلی 5حاوی  MSتولید شده در محیط کشت 

BAP با . های متعدد، شاخساره تولید نمودند و با واکشت

ها و  ای مبنی بر تاثیر آنتی اکسیدان این حال، هیچ مطالعه

الوس و ای شدن ک های سطحی بر کنترل قهوه کننده  جذب

لذا پژوهش . زایی انجیر معابد صورت نگرفته است اندام

حاضر به منظور بررسی اثر ذغال فعال، اسید آسکوربیک و 

زایی  ای شدن کالوس و اندام فلوروگلوسینول بر کنترل قهوه

 .غیرمستقیم از ریزنمونه برگ گیاهک انجیر معابد انجام شد

 هامواد و روش

بر روی گیاه انجیر معابد در  5939این پژوهش در پاییز سال 

آزمایشگاه کشت بافت گروه باغبانی دانشگاه کشاورزی و 

های انجیر  میوه. منابع طبیعی رامین خوزستان انجام گردید

ساله در دانشگاه در خرداد ماه  17معابد از یک درخت 

درجه  0±5آوری شدند و سپس در سردخانه در دمای  جمع

 97بذرها پس از . هداری شدندنگ%  07گراد و رطوبت  سانتی

ثانیه در الکل  57دقیقه شست و شو با آب جاری، به مدت 

عفونی   ضد%  57دقیقه در هیپوکلرید سدیم  1و %  07اتیلیک 

بار شست و شو با آب مقطر استریل به  9پس از . شدند

 MS (Murashige & Skoog 1962 )5/7محیط کشت 

منتقل %  5/7آگار  و%  9، ساکارز  0/1برابر  pHغلظت و 

دمای   های کشت در کلیه مواد، ظروف و محیط. شدند

 27اتمسفر به مدت  2/5درجه سانتی گراد و فشار  1/525

زنی، در  های کشت برای جوانه شیشه. دقیقه اتوکلاو شدند

ساعت  0ساعت روشنایی و  55اتاق رشد با دوره نوری 

 21±5لوکس و دمای  5777-5277تاریکی و شدت نور 

به منظور تولید کالوس از . درجه سانتی گراد نگهداری شدند

ای  ریزنمونه برگ گیاهک تولید شده در شرایط درون شیشه

پس از تولید کالوس در محیط . استفاده شد( الف -5شکل )

 2/7و  IBAگرم در لیتر  میلی 2همراه با  MSکشت 

ها به محیط  ، کالوس(ب -5شکل ) BAPگرم در لیتر  میلی

و  BAPگرم در لیتر  میلی 5همراه با  MSزایی  اندامکشت 

 .منتقل شدند IBAگرم در لیتر  میلی 5/7

 

 
مستقیم از ریزنمونه برگ گیاهک  زایی غیر مراحل اندام -5شکل 

زنی بذر انجیر معابد در محیط کشت  جوانه( الف. )انجیر معابد

MS  5/7  ،در نمونه برگ  کالوس تولید شده از ریز( ب)غلظت

 2/7و  IBAگرم در لیتر  میلی 2همراه با  MSمحیط کشت 

 BAPگرم در لیتر  میلی
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ل حاصل از کالوس، از تیمارهای به منظور بررسی کنترل فن

: زایی مذکور استفاده شد مختلف ذیل در محیط کشت اندام

 5777و  177)، اسید آسکوربیک (بدون مواد افزودنی)شاهد 

گرم در  میلی 277و  577)وسینول ، فلوروگل(گرم در لیتر میلی

های کشت در  شیشه(. گرم در لیتر  0و  2)و ذغال فعال ( لیتر

ساعت تاریکی و  0ساعت روشنایی و  55شرایط نوری 

درجه سانتی  21±5لوکس و دمای  5777-5277شدت نور 

صورت  این پژوهش به. گراد در اتاقک رشد قرار داده شدند

( نمونه 57هر تکرار شامل )ر تکرا 9طرح کاملاً تصادفی در 

های درصد باززایی، تعداد شاخساره، طول   بر روی شاخص

-داده. شاخساره و تعداد واکشت مورد بررسی قرار گرفت

 SAS (9/3)های بدست آمده با استفاده از نرم افزار آماری 

تجزیه و تحلیل شد و نمودارهای مربوطه با استفاده از نرم 

ها در مقایسه میانگین. گردید رسم Excel( 2759)افزار 

 .ای دانکن انجام شدبا استفاده از آزمون چند دامنه%  1سطح 

 نتایج و بحث

روز  57نتایج تیمارهای مختلف بر درصد باززایی پس از 

درصد  577زایی با میانگین  نشان داد که بیشترین درصد باز

 -5شکل )فلوروگلوسینول گرم در لیتر  میلی 277در تیمار 

%  1مشاهده گردید که از لحاظ آماری در سطح احتمال ( فال

گرم در لیتر  میلی 577با سایر تیمارها بجز تیمار 

 (ب -5شکل )گرم در لیتر ذغال فعال   2فلوروگلوسینول و 

زایی با میانگین  ترین درصد باز کم. دار داشت تفاوت معنی

بود ( ج -5شکل )درصد مربوط به تیمار شاهد  55/55

شاخه  15/1بیشترین تعداد شاخساره با میانگین  (.2شکل )

گرم در لیتر فلوروگلوسینول مشاهده  میلی 277در تیمار 

با سایر %  1گردید که از لحاظ آماری در سطح احتمال 

ترین تعداد شاخساره با  کم. دار داشت تیمارها تفاوت معنی

گرم در لیتر  میلی 5777شاخه مربوط به تیمار  79/2میانگین 

 (.9شکل )سید آسکوربیک بود ا

 
 زنمونهیاز ر درصد باززاییمختلف بر  یمارهایاثر ت -2شکل 

 5 یحاو MS هیکشت پا طیمعابد در مح ریانج اهکیبرگ گ

 .IBA تریدر ل گرم یلیم 5/7و  BAP تریدر ل گرم یلیم
انکن با آزمون د% 1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف آماری معنیحروف غیر مشابه نشان

 .باشد می

 

 
 زنمونهیاز ر تعداد شاخسارهمختلف بر  یمارهایاثر ت -9شکل 

 5 یحاو MS هیکشت پا طیمعابد در مح ریانج اهکیبرگ گ

 .IBA تریدر ل گرم یلیم 5/7و  BAP تریدر ل گرم یلیم

با آزمون دانکن % 1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف آماری معنیحروف غیر مشابه نشان

 .اشدب می

 

متر در تیمار  سانتی 09/2بیشترین طول شاخساره با میانگین  

گرم در لیتر فلوروگلوسینول مشاهده گردید که از  میلی 277

با سایر تیمارها بجز تیمار %  1لحاظ آماری در سطح احتمال 

( متر سانتی 15/2)گرم در لیتر فلوروگلوسینول  میلی 577

شاخساره با میانگین  ترین طول کم. دار داشت تفاوت معنی

گرم در لیتر اسید  میلی 5777متر مربوط به تیمار  سانتی 37/5

همچنین بیشترین تعداد واکشت (. 0شکل ) آسکوربیک بود
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گرم در لیتر  میلی 277در تیمار  99/55با میانگین 

فلوروگلوسینول مشاهده گردید که از لحاظ آماری در سطح 

ترین  کم. دار داشت معنی با سایر تیمارها تفاوت%  1احتمال 

 5777مربوط به تیمار  99/2تعداد واکشت با میانگین 

شکل )بود  (د -5شکل )آسکوربیک گرم در لیتر اسید  میلی

1 .) 

 
 زنمونهیاز ر طول شاخسارهمختلف بر  یمارهایاثر ت -4شکل 

 5 یحاو MS هیکشت پا طیمعابد در مح ریانج اهکیبرگ گ

 .IBA تریدر ل گرم یلیم 5/7و  BAP تریدر ل گرم یلیم
با آزمون دانکن % 1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف آماری معنیحروف غیر مشابه نشان

 .باشد می

 

 

 
برگ  زنمونهیر از تعداد واکشتمختلف بر  یمارهایاثر ت -1شکل 

 گرم یلیم 5 یحاو MS هیکشت پا طیمعابد در مح ریانج اهکیگ

 .IBA تریدر ل رمگ یلیم 5/7و  BAP تریدر ل
با آزمون دانکن % 1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف آماری معنیحروف غیر مشابه نشان

 .باشد می

به طور کلی فلوروگلوسینول موجب افزایش رشد کالوس، 

افزایش تعداد و طول شاخساره، درصد باززایی و تعداد و 

(. Teixeira da Silva et al. 2013)شود  طول ریشه می

دهد  طور که نتایج این پژوهش نشان می انهم

فلوروگلوسینول موجب افزایش درصد باززایی و تعداد و 

از طرفی فلوروگلوسینول موجب . طول شاخساره شد

افزایش مواد فنلی در محیط کشت گردید و در نتیجه 

ای شدن  افزایش تعداد واکشت به منظور جلوگیری از قهوه

وروگلوسینول یک ترکیب فل. ها را به دنبال داشت کالوس

تواند نقش تنظیم کننده رشد گیاهی داشته  بوده که میفنلی 

تواند بر میزان  افزودن این ماده به محیط کشت می. باشد

ل توسط ریزنمونه تاثیر گذار باشد که بستگی به تولید فن

 James & Thurbon)گونه گیاهی و نوع ریزنمونه دارد 

1979 .) 

 

 
 وای شدن کالوس  مارهای مختلف بر کنترل قهوهاثر تی -6شکل 

 (الف .ریزنمونه برگ گیاهک انجیر معابد اززایی غیرمستقیم  اندام

گرم در لیتر ذغال  2 (، بگرم در لیتر فلوروگلوسینول میلی 277

 گرم در لیتر اسید آسکوربیک میلی 5777( د)شاهد، ( ج) ،فعال

 5/7و  BAPر گرم در لیت میلی 5حاوی  MSمحیط کشت پایه 

 .IBAگرم در لیتر  میلی
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 ن،یسولفات آدن، به بررسی تاثیر (2755)سیواچ و گیل 

به  WPMفلوروگلوسینول در محیط کشت  و نیگلوتام

 1/7و  (BAP)میلی گرم بر لیتر بنزیل آمینو پیورین  5همراه 

به منظور ( IAA)گرم بر لیتر ایندول استیک اسید میلی

زنمونه گره گیاه انجیر معابد پرآوری شاخساره در ری

ها گزارش دادند که میانگین تعداد شاخساره در  آن. پرداختند

گرم بر  میلی 277 بود که با افزودن 3/59این محیط کشت 

 577گرم بر لیتر سولفات آدنین و  میلی 517لیتر گلوتامین، 

ها  گرم بر لیتر فلوروگلوسینول، میانگین تعداد شاخساره میلی

ذغال . داری افزایش یافت رسید و به شکل معنی 51/91به 

های زیادی از منافذ با سطح داخلی  فعال، دارای شبکه

( گازها، ترکیبات جامد)بزرگی است که روی آن، تمام مواد 

توانند جذب شوند و درنتیجه باعث تنظیم مواد موجود  می

همانطور که نتایج (. 5305پیرک ) شود در محیط کشت می

ان داد، ذغال فعال در افزایش درصد باززایی این پژوهش نش

ای  و کاهش تعداد زیرکشت به منظور جلوگیری از قهوه

تکثیر  جریان در( 5303) تیسرات. ها موثر بود شدن کالوس

 ذغال از استفاده با که کرد مشاهده خرما ای شیشه درون

 رشد برای شرایط شدن، ای ه قهو طریق کاهش از فعال،

 بیشتر ذغال غلظت در کالوس رشد شکاه. گردید مساعد

 بر علاوه ذغال که باشد دلیل این به است ممکن فعال

 از بعضی جذب فنلی، باعث اکسیداسیونی محصولات

 ضروری رشد برای که رشد های کننده تنظیم مانند ترکیبات

 شمار به آن برای منفی اینکته که گردد می نیز باشند می

در بررسی که . (Marks & Simpson 1990)آید  می

انجام دادند، مشاهده شد که ( 2772) هوآنگ و همکاران

یابد و به  ثبات می 57برابر با  pHدر  PPOفعالیت آنزیم 

گردد که با استفاده از اسید  ای شدن می شدت باعث قهوه

آسکوربیک از بروز این مسئله به میزان زیادی ممانعت به 

اسید آسکوربیک  عمل آمد و با نتایج بررسی حاضر در مورد

مطابقت داشت، به این صورت که در محیط کشت دارای 

گرم در لیتر بیشترین کاهش در  میلی 5777اسید آسکوربیک 

همچنین . ای شدن کالوس و واکشت مشاهده گردید قهوه

ای آنتی اکسیدان و ضد  اسید آسکوربیک به عنوان ماده

 های گیاهی ای شدن در کشت سلول، بافت و اندام قهوه

استفاده شده است که با نتایج بررسی حاضر مطابقت داشت 

(Elmore et al. 1990 .) از طرفی اثر اسید آسکوربیک بر

میزان باززایی و تولید شاخساره بستگی به گونه گیاهی، نوع 

 .Ndakidemi et al)ریزنمونه، نوع محیط کشت دارد 

2014.)  

 ترویجی دستورالعمل

ای شدن کالوس  کنترل قهوه جهت افزایش میزان باززایی و

حاصل از ریزنمونه برگ گیاه انجیر معابد موارد ذیل پیشنهاد 

 :شود می

در گرم در لیتر اسید آسکوربیک  میلی 5777استفاده از  (5

و  BAP تریدر ل گرم یلیم 5 یحاو MS هیکشت پا طیمح

ای شدن  به منظور کنترل قهوه IBA تریدر ل گرم یلیم 5/7
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گرم در لیتر  میلی 277و  577های  ده از غلظتاستفا( 2

در گرم در لیتر ذغال فعال  0و  2فلوروگلوسینول و همچنین 

 . مذکور به منظور افزایش میزان باززاییکشت  طیمح

در گرم در لیتر فلوروگلوسینول  میلی 277استفاده از ( 9

مذکور به منظور افزایش تعداد و طول کشت  طیمح

 . شدههای تولید  شاخساره

 منابع
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Abstract 

Bodhi tree (Ficus religiosa) is a long-lived valuable multi-purposed forest tree. The tree is exploited due 

to its ornamental and medicinal value and is used in religious ceremonies. The propagation rate in natural 

habitat is low. The current study was conducted to investigate the effects of ascorbic acid, phloroglucinol 

and activated charcoal in controlling callus browning and shoot multiplication in in vitro culture of Ficus 

religiosa plantlets using callus from leaf segments. The treatments included various concentrations of 

ascorbic acid (500 and 1000 mg/l), phloroglucinol (100 and 200 mg/l) and activated charcoal (2 and 4 g/l) 

added to the basal MS medium supplemented with 1.0 mg/l BAP along with 0.1 mg/l IBA. The culture 

medium containing 1000 mg/l of ascorbic acid controlled callus browning effectively. In this medium the 

least number of sub-cultures (2-3) were carried out. The highest regeneration frequency (100%), the 

maximum number of multiple shoots (5.56) and the highest number of subcultures (11.33) were obtained 

on basal medium supplemented with 200 mg/l phloroglucinol. Finaly, the results of the current study 

revealed that production of phenolic compounds of explants was significantly controlled by incorporating 

higher levels of ascorbic acid and activated charcoal into the culture medium. 

Keywords: Ficus religiosa, In vitro, Medicinal plant, Shoot multiplication, Subculture. 
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