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بر تولید کالوس در گیاه  NAAو  BA ، 2,4-D  گیاهی بررسی تاثیر تنظیم کننده هاي رشد
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 3، احمد شریفی 2، نسرین مشتاقی 2، عبدالرضا باقري 1احمد نوروزي

 فردوسی مشهددانشجوي کارشناسی ارشد گروه بیوتکنولوژي گیاهی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه  -1
 هیات علمی گروه بیوتکنولوژي و بهنژادي گیاهی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد -2

 عضو هیات علمی گروه بیوتکنولوژي گیاهان زینتی، جهاد دانشگاهی مشهد -3
Email: ahmad.noroozi@stu.um.ac.ir  

 چکیده
و بومی منطقه مرکزي و جنوبی آمریکا می باشد.  )Araceae(ري از خانواده گل شیپو )Anthurium scherzerianum(آنتوریوم

ازدیاد سنتی آنتوریوم شامل جدا کردن پاجوش و قلمه زدن می باشد. امروزه کشت بافت به علت تکثیر سریع و حذف بیماریها اهمیت 
رشد و نوع ریزنمونه بر القا و  خاصی دارد. پژوهش حاضر با هدف مطالعه فاکتورهاي مختلفی نظیر نوع و غلظت تنظیم کننده هاي

سانتی متر کشت  1×1تشکیل کالوس انجام شد. در این پژوهش از ریزنمونه برگ و دمبرگ استفاده شد که پس از تقسیم به قطعات
 دقیقه استفاده شد. براي القاي کالوس از محیط کشت 15درصد به مدت  5/1گردید. براي ضدعفونی ریزنمونه ها از هیپوکلریک سدیم 

MS  حاوي سطوح هورمونیBA )2، 25/1، 5/0در سه سطح ( 2,4در ترکیب با-D  سطح سهدر)و  )2، 5/0،1NAA  در سه سطح
درجه سانتی گراد نگهداري شدند. این آزمایش بصورت  25) استفاده شد. ریزنمونه ها تحت شرایط تاریکی و در دماي 2، 25/1، 5/0(

تکرار مورد بررسی قرار گرفت. نتایج آزمایش نشان داد در ریزنمونه دمبرگ بیشترین درصد  12فاکتوریل با طرح پایه کاملا تصادفی در 
) در ترکیب هورمونی ٪88) و سرعت کالوس زایی(mm35)، بیشترین حجم کالوس(٪95)، بیشترین درصد زنده مانی(٪90کالوس زایی(

تولید شد. همچنین نتایج آزمایش نشان داد در ریزنمونه برگ   D-2,4میلی گرم در لیتر  5/0در ترکیب با BA میلی گرم در لیتر از 2
) ٪61) و سرعت کالوس زایی(mm34)، بیشترین حجم کالوس(٪58)، بیشترین درصد زنده مانی(٪60نیز بیشترین درصد کالوس زایی(

 تولید شد.  D-2,4میلی گرم در لیتر  5/0در ترکیب با BA میلی گرم در لیتر از 2در ترکیب هورمونی
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 مقدمه
از مهمترین گونه هاي جنس آنتوریوم اسـت کـه بـه جهـت دارا     ) Anthurium scherzerianum(گیاه آنتوریوم گلدانی

و جایگاه گـل آنتوریـوم    . اهمیت[1]بودن گل هاي بسیار زیبا و جذاب با طول عمر مفید، زیاد مورد بهره برداري قرار می گیرد
در میان گیاهان زینتی به لحاظ قیمت بالاي آن در حدي است که لزوم استفاده از روش هـاي نـوین جهـت نیـل بـه اهـداف       
اقتصادي را ایجاب می کند. روش سنتی افزایش آنتوریوم از طریق تقسیم بوته پاجوش هـاي کوچـک اطـراف گیـاه مـادري و      

ا سه برگ و ریشه دار کردن آنها در شرایط مه افشـان مـی باشـد. رانـدمان تولیـد در ایـن روش       انتقال قلمه هاي انتهایی دو ی
گیاه از یک گیاه مادري قابل تولید است، افزایش از طریق بذر نیز موجب تفرق صـفات در نتـاج    8پایین است و سالانه حداکثر 

بواسطه اینکه براي تولید تجاري و صادراتی، زمـان   .رندگردیده و گیاهان حاصل نیز براي به گل رفتن به سه سال وقت نیاز دا
و یکنواختی تولید اهمیت ویژه اي دارد، از این رو استفاده از روش هاي کشت بافت گیاهی و یا ریزازدیـادي آنتوریـوم بهتـرین    

کان تولید مداوم و سـریع  راه براي دستیابی به تعداد زیاد گیاه با ساختار ژنتیکی یکسان است، که کاهش هزینه هاي تولید و ام
توسط پیریک و همکارانش گزارش شد. محـیط   1974. کشت بافت آنتوریوم براي اولین بار در سال [2]را در پی خواهد داشت

حاوي عناصر پر مصرف همراه بـا   MSحاوي عناصر کم مصرف و  MSکشت مورد استفاده در پژوهش پیریک و همکاران، 
 .درجه سانتی گراد و در تـاریکی انجـام گرفـت    25درصد آگار بود. کالوس زایی و واکشت آن در دماي  7/0درصد ساکارز و  3

ریزازدیادي آنتوریوم با استفاده از ریز نمونه هاي مختلفی مانند برگ، دمبرگ، اسپادیکس، اسـپاد، بـذر، جوانـه جـانبی و نـوك      
بـراي   )NaClo(درصـد و سـپس هیپوکلریـت سـدیم      70ز الکـل  . در پژوهشی، مونتز و همکاران ا[3]ساقه انجام شده است

زایـی   درصد بود. معمـولاً بـراي جنـین    90این روش ضدعفونی بیش از   هاي برگ استفاده کردند، که بازده ضدعفونی ریز نمونه
و در بـین   D،2-4هـا از   شود. در بین اکسین از سطوح بالاتر اکسین به ستیوکینین استفاده می A. andraeanumسوماتیکی 
را از  A. andraeanum، کونیسـاکی کشـت درون شیشـه اي    1980. در سـال  [6]استفاده شـده اسـت   Kinاز   سیتوکیتین

)، بیان کرد که سـن  1986مورد استفاده قرار گرفت. گییر( MSقطعات میانگره ساقه گزارش داد، در آزمایش آنها محیط کشت 
را در کـالوس زایـی    )NH4NO3(ثري دارد وي همچنـین تـاثیر نیتـرات آمونیـوم    و ژنوتیپ  در باززایی گیاه آنتوریوم نقش مـو 

چاتو و همکاران طی پژوهشی اثـر رقـم، نـوع ریزنمونـه، محـیط       . تی[4]ریزنمونه هاي بافت برگ جوان مورد بررسی قرار داد
آنتوریـوم بررسـی کردنـد. نتـایج     زایـی   زایی و اندام در جنین  ي برگ را بر القاي کالوس کشت و نقش ایجاد خراش در ریزنمونه

زایی بسیار موثر است. از نظر نوع ریزنمونه نیز بین گره، برگ و میـان گـره، در هـر     آزمایش نشان داد که اثر ژنوتیپ در کالوس
زایی را نشان داده است. اما در مورد محیط کشت پایـه بـین محـیط کشـت هـاي       سه رقم انتخاب شده، برگ بیشترین کالوس

NN, MMS, MS, WPM  گرم در لیتـر   میلی 5/0(همراه باBA  گـرم در لیتـر    میلـی  5/0وTDZ ي گـره   ) در ریزنمونـه
زایـی را داشـتند. در    بیشـترین درصـد کـالوس    MMSو  MSو در ریزنمونه برگ، هر دو محیط کشت  MMSمحیط کشت 
زایـی را بـه    رقم بیشترین درصـد کـالوس  هاي خراش داده شده در هر سه  هاي خراش داده شده و سالم ریزنمونه مورد ریزنمونه

هاي پایین یک اکسین مثـل   با غلظت BAدهد که نسبت بالاي یک سیتوکینین مثل  . نتایج نشان می[5]خود اختصاص دادند
NAA هاي آنتوریوم داشته باشد. وجود یک اکسـین ماننـد   زایی برگ تواند بهترین نتیجه را در پینه میIBA, NAA 2,4-D 

اثـر بهتـري بـر     BAو  NAA  رسد. بـرهمکنش  هاي برگ ضروري به نظر می زایی در ریز نمونه تحریک پینه براي IAAو یا 
.  هدف از ایـن پـژوهش مطالعـه و    [2]هاي مذکور است متأثر از نسبت هورمون  زایی داشته است که شدت این برهمکنش پینه

ر شرایط درون شیشه اي بـود. همچنـین بهتـرین محـیط     بررسی کالوس زایی در ریزنمونه هاي برگ و دمبرگ گیاه آنتوریوم د
کشت براي کالوس زایی و تعیین سطوح مطلوب تنظیم کننده هاي رشد براي آن نیز می تواند گامی موثر در جهت تولید انبـوه  

 این گیاه از طریق کشت بافت باشد.
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 مواد و روش ها

از بازار گل مشهد تهیه شد و در گلخانه )Anthurium scherzerianum(گلدان گیاه آنتوریوم 12براي اجراي تحقیق 
دانشگاهی مشهد با شرایط محیطی و تغذیه مناسب نگهداري شدند. برگ هاي گیاه آنتوریوم از گیاه مادري د تحقیقاتی جها

دقیقه قرار گرفتند و سپس به  30جدا شد، به آزمایشگاه منتقل شد. برگ ها در زیر جریان آرام آب ملایم به مدت
بار  3ضدعفونی شدند. در نهایت  20قطره توین  3تا  2درصد به همراه 5/1دقیقه در محلول هیپوکلریت سدیم 15تمد

دقیقه انجام شد. در مرحله بعد حاشیه هاي آسیب دیده برگ ها حذف شده و پس از  5شستشو با آب مقطر استریل به فاصله 
گرم بر لیتر و تنظیم کننده هاي  30اوي ساکارز به میزان تقسیم شدن به قطعات کوچک تر روي محیط کشت هاي پایه ح

در سه سطح  NAAو  )2، 5/0،1سطح( سهدر  D-2,4در ترکیب با ) 2، 25/1، 5/0در سه سطح( BAسطوح هورمونی  رشد شامل
 هداري شدند.درجه سانتی گراد نگ 25. ریزنمونه ها تحت شرایط تاریکی و در دماي کشت شدند 7/5معادل pHدر ) 2، 25/1، 5/0(

درجه سانتی گراد در اتاق رشد در شرایط تاریکی قرار گرفتند. بازبینی نمونه ها هر هفته  25محیط هاي کشت شده در دماي 
 12انجام شده و در صورت آلودگی از اتاق رشد خارج شدند. این آزمایش بصورت فاکتوریل با طرح پایه کاملا تصادفی در 

صفات درصد کالوس زایی، درصد زنده مانی، حجم کالوس و سرعت کالوس زایی به طور  تکرار مورد بررسی قرار گرفت.
و مقایسه میانگین ها با  SAS دقیق مورد ارزیابی و یادداشت برداري قرار گرفت. آنالیز نتایج داده ها با استفاده از نرم افزار

 انجام شد. 05/0و  01/0استفاده از آزمون دانکن در سطح 
 نتایج و بحث

در این آزمایش فاکتورهاي مختلفی نظیر ریزنمونه(برگ، دمبرگ، اسپاد، اسپادیکس)، سطوح مختلفی از اثر نوع ریزنمونه: 
همچنین شرایط تاریکی و روشنایی بررسی شد. با توجه به نتایج بدست آمده مشخص شد  D-2,4و NAA,BAهورمون 

است. پس از بررسی مشاهدات مشخص گردید که تاریکی اثر که تیمار هورمونی و نوع ریزنمونه در تشکیل کالوس موثر 
تعیین کننده بر فعالیت هاي تقسیم سلولی و تشکیل کالوس در ریزنمونه هاي کشت شده دارد به طوري که صرف نظر از نوع 

کی ساعت تاری 8ساعت روشنایی و  16و غلظت هورمونی و نوع قطعه جداکشت تمامی نمونه هایی که در معرض فتوپریود 
قرار داشتند، کوچکترین نشانه اي از تقسیم سلولی در آنها مشاهده نگردید، همچنین به دلیل اینکه ریزنمونه هاي اسپاد و 
اسپادیکس، علی رغم کنترل آلودگی در محیط نکروزه شده و از بین می رفتند و تمهیدات بازکشت هاي متوالی نیز سود 

  نمونه هاي اسپاد و اسپادیکس و روشنایی به دلایل گفته شده صرف نظر شد.بخش نبود. بنابراین از ادامه کار با ریز
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
: ریزنمونه برگ(الف) و ریزنمونه دمبرگ(ب)1شکل  
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 بر کالوس زایی BAاثر غلظت 
تشکیل  میلی گرم در لیتر) تاثیر معنی داري روي القاء و BA)5/0 ،25/1 ،2 آنالیز واریانس نشان داد که غلظت متفاوت 

بر  BAکالوس در ریزنمونه دمبرگ و برگ گیاه آنتوریوم داشته است. بر اساس نتایج تجزیه واریانس، اثر سطوح مختلف 
از  BAمعنی دار بود، اما در ریزنمونه برگ معنی دار نشد. با کاهش غلظت 01/0در سطح  حجم کالوس در ریزنمونه دمبرگ

 BAمیلی گرم بر لیتر مقدار کالوس تشکیل شده کاهش نشان داد. همچنین تجزیه واریانس نشان داد که اثر غلظت 2مقدار
 .)1(جدولمعنی دار است01/0بر روي درصد زنده مانی و سرعت کالوس زایی در سطح

 
 بر کالوس زایی D-2,4اثر غلظت 

 01/0بر درصد کالوس زایی ریزنمونه هاي دمبرگ و برگ در سطح) D )5/0،1 ،2-2,4نتایج بدست آمده نشان داد اثر سطوح 
نشان می  01/0را بر حجم کالوس و درصد زنده مانی در سطح  D-2,4معنی دار است. تجزیه واریانس اثر معنی دار غلظت 
ري روي سرعت میلی گرم در لیتر ) تاثیر معنی دا D )5/0،1 ،2-2,4دهد. تجزیه واریانس نشان داد که غلظت متفاوت 

 .)1(جدولداشته است  Anthurium scherzerianumکالوس زایی در ریزنمونه دمبرگ و برگ گیاه آنتوریوم 
 

 بر کالوس زایی  D-2,4و BAاثر متقابل
در  05/0بر روي درصد کالوس زایی در سطح  D-2,4و  BAآنالیز واریانس وجود اثر متقابل معنی داري را بین غلظت 

. همچنین تجزیه واریانس وجود اثر )2(شکلنشان می دهد اما در ریزنمونه برگ اثر معنی داري نداشت ریزنمونه دمبرگ
نشان می دهد 01/0بر روي درصد زنده مانی در ریزنمونه دمبرگ در سطح D-2,4و  BAمتقابل معنی داري را بین غلظت 

و  BAانس نشان می دهد که اثر متقابل بین غلظت . نتایج تجزیه واری)1(جدولاما در ریزنمونه برگ اثر معنی داري نداشت
2,4-D  تاثیر معنی داري روي حجم کالوس در ریزنمونه دمبرگ و برگ گیاه Anthurium scherzerianum  نداشته

میلی  2است. بررسی مقایسه حجم کالوس با آزمون دانکن نشان می دهد که حداکثر میزان تولید کالوس در ترکیب هورمونی
تولید شد و به دلیل ظرفیت بالاي آن در کالوس با حجم   D-2,4میلی گرم در لیتر  5/0در ترکیب با BA تر ازگرم در لی

بزرگتر، سرعت کالوس زایی، درصد زنده مانی و درصد کالوس زایی بالا به عنوان سطح هورمون مناسب براي القاء کالوس 
 . در کشت بافت آنتوریوم)3(شکلشناخته شد  Anthurium scherzerianumزایی بر روي ریزنمونه دمبرگ گونه 

)Anthurium scherzerianum(  ریزنمونه هاي دمبرگ نسبت به ریزنمونه هاي برگ نتیجه بهتري در کالوس زایی
نشان دادند، با توجه به نتایج بدست آمده مشخص می گردد که تیمار هورمونی و نوع ریزنمونه در تشکیل کالوس موثر است، 

) گزارش کردند که در سه رقم(پلیو، 2006ابه توسط تی چاتو و همکاران به دست آمده است. تی چاتو و همکاران(نتایج مش
ریزنمونه میانگره رقم والنتینو بیشتر از ریزنمونه هاي گره و برگ ارقام دیگر در  A. andraeanumسانیت و والنتینو) گیاه 

 .[5]/. میلی گرم در لیتر) کالوس زایی نشان دادند5( BAبه همراه /. میلی گرم در لیتر) TDZ )5حاوي  MSمحیط کشت 
 

 بر کالوس زایی NAAاثر غلظت 
میلی گرم در لیتر) تاثیر معنی داري روي القاء و تشکیل  NAA)5/0 ،25/1 ،2 آنالیز واریانس نشان داد که غلظت متفاوت 

بر  NAAاساس نتایج تجزیه واریانس، اثر سطوح مختلف کالوس در ریزنمونه دمبرگ و برگ گیاه آنتوریوم داشته است. بر 
بر روي درصد  BAبرگ معنی دار نشد. همچنین تجزیه واریانس نشان داد که اثر غلظت  حجم کالوس در ریزنمونه دمبرگ و

 .)2(جدولمعنی دار است01/0زنده مانی و سرعت کالوس زایی در سطح
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 بر کالوس زایی BAاثر غلظت 
میلی گرم در لیتر) تاثیر معنی داري روي القاء و تشکیل  BA)5/0 ،25/1 ،2 ان داد که غلظت متفاوت آنالیز واریانس نش

بر  BAکالوس در ریزنمونه دمبرگ و برگ گیاه آنتوریوم داشته است. بر اساس نتایج تجزیه واریانس، اثر سطوح مختلف 
بر روي درصد  BAواریانس نشان داد که اثر غلظت  معنی دار نشد. همچنین تجزیه حجم کالوس در ریزنمونه دمبرگ و برگ
 .)2(جدولمعنی دار است01/0زنده مانی و سرعت کالوس زایی در سطح

 
 بر کالوس زایی  NAAو BAاثر متقابل

در  05/0بر روي درصد کالوس زایی در سطح  NAAو  BAآنالیز واریانس وجود اثر متقابل معنی داري را بین غلظت 
. همچنین تجزیه واریانس وجود اثر )4(شکلمی دهد اما در ریزنمونه دمبرگ اثر معنی داري نداشتریزنمونه برگ نشان 

نشان می 01/0بر روي درصد زنده مانی در ریزنمونه دمبرگ و برگ در سطح NAAو  BAمتقابل معنی داري را بین غلظت 
تاثیر معنی داري روي حجم  NAAو  BA. نتایج تجزیه واریانس نشان می دهد که اثر متقابل بین غلظت )2(جدولدهد

نداشته است. نتایج نشان داد که افزایش  Anthurium scherzerianum کالوس در ریزنمونه دمبرگ و برگ گیاه 
. )5(شکلسبب افزایش میزان تولید کالوس و سرعت تولید کالوس شده است NAAو  BAهمزمان غلظت دو هورمون 

میلی گرم  2انکن نشان می دهد که حداکثر میزان تولید کالوس در ترکیب هورمونیبررسی مقایسه حجم کالوس با آزمون د
تولید شد. با توجه به زیبایی، تنوع و طول عمر زیاد گل هاي   NAAمیلی گرم در لیتر  2در ترکیب با BA در لیتر از

از طرق تقسیم بوته و  Anthurium scherzerianumآنتوریوم، تقاضاي آن در سال هاي اخیر رو به افزایش است. ازدیاد 
قلمه به دلیل تولید محدود گیاه در مدت زمان طولانی و گسترش بیماري هاي ویروسی کمتر مورد توجه است. امروزه تولید 
تجاري آن در دنیا از روش کشت درون شیشه اي انجام می شود. لذا ضرورت تحقیق و توصیه روش مناسب جهت 

ه در داخل کشور احساس می شود. در کشت بافت آنتوریوم ریزنمونه هاي دمبرگ نسبت به ریزازدیادي و کشت بافت این گیا
 .بهتري در کالوس زایی نشان دادندریزنمونه هاي برگ نتیجه 
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 نوع ریزنمونه

 
 تیمارهاي مورد بررسی

)mg/l( 
 صفات اندازه گیري شده

 (mm3)کالوس حجم ده مانیدرصد زن درصد کالوس زایی 
 
 
 
 

 دمبرگ

۵/۰ BA + ۵/۰  2,4-D ۶۱/۰ cd ۶۳/۰ cd bc8/3 
۵/۰ BA + ۱  2,4-D de58/0 de59/0 bc6/3 
۵/۰ BA + ۲ 2,4-D f45/0 f46/0 c2/3 

۲۵/۱ BA + ۵/۰  2,4-D c68/0 c68/0 abc5/4 
۲۵/۱ BA + ۱  2,4-D cd63/0 cd64/0 bc9/3 
۲۵/۱ BA +  ۲ 2,4-D f43/0 f44/0 c25/3 
۲BA + ۵/۰  2,4-D a95/0 a95/0 a5/5 
۲BA +  ۱  2,4-D b77/0 b78/0 ab7/4 
۲BA +  ۲ 2,4-D ef5/0 ef51/0 c3/3 

 
 
 

 برگ

۵/۰ BA + ۵/۰  2,4-D bc42/0 bc43/0 ab38/3 
۵/۰ BA + ۱  2,4-D c38/0 c39/0 ab36/3 
۵/۰ BA + ۲ 2,4-D d18/0 d2/0 b3 

۲۵/۱ BA + ۵/۰  2,4-D bc47/0 b48/0 ab6/3 
۲۵/۱ BA + ۱  2,4-D bc43/0 bc44/0 ab5/3 
۲۵/۱ BA +  ۲ 2,4-D d21/0 d22/0 b02/3 
۲BA + ۵/۰  2,4-D a6/0 a61/0 a4 
۲BA +  ۱  2,4-D b49/0 b5/0 ab7/3 
۲BA +  ۲ 2,4-D d24/0 d25/0 b3 

 
 
 

 نوع ریزنمونه

 
 تیمارهاي مورد بررسی

)mg/l( 
 صفات اندازه گیري شده

 (mm3)کالوس حجم درصد زنده مانی درصد کالوس زایی 
 
 
 
 

 دمبرگ

۵/۰ BA + ۵/۰  NAA d17/0 d18/0 b95/1 
۵/۰ BA + ۲۵/۱  NAA cd26/0 cd26/0 b27/2 
۵/۰ BA + ۲ NAA bc28/0 c29/0 b3/2 

۲۵/۱ BA + ۵/۰  NAA cd23/0 cd24/0 b08/2 
۲۵/۱ BA + ۲۵/۱  NAA bc3/0 bc31/0 b38/2 
۲۵/۱ BA + ۲ NAA bc31/0 bc32/0 ab6/2 
۲BA + ۵/۰  NAA cd25/0 cd26/0 b2/2 
۲BA + ۲۵/۱  NAA b37/0 b38/0 ab9/2 
۲BA + ۲ NAA a53/0 a54/0 a5/3 

 
 
 

 برگ

۵/۰ BA + ۵/۰  NAA d12/0 d12/0 c66/1 
۵/۰ BA + ۲۵/۱  NAA d14/0 d15/0 bc88/1 
۵/۰ BA + ۲ NAA d15/0 d15/0 bc2 

۲۵/۱ BA + ۵/۰  NAA d13/0 d13/0 bc86/1 
۲۵/۱ BA + ۲۵/۱  NAA d16/0 d16/0 bc2 
۲۵/۱ BA + ۲ NAA c21/0 c22/0 abc3/2 
۲BA + ۵/۰  NAA d13/0 d14/0 bc86/1 
۲BA + ۲۵/۱  NAA b27/0 b27/0 ab4/2 
۲BA + ۲ NAA a4/0 a41/0 a3 
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