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توسط  )Orchis catasetum(اي از اركيد در حال انقراض اي گونهشيشهريزازديادي درون
  آهن نانوكلاتهاي رشد گياهي و كنندهاثر تنظيم: هاپروتوكورم

  1و نينا مسافر 3، احمد باكر2، ناصر نگهدار*1بهزاد كاوياني
  غبانيگروه بارشت، دانشگاه آزاد اسلامي واحد رشت، دانشكده كشاورزي،  1

  موسسه تحقيقاتي علوم كشاورزي و بيوتكنولوژي هيركانآمل،   2
  ، دانشكده كشاورزي، گروه باغبانيدانشگاه تبريز تبريز، 3

  27/2/95 :تاريخ پذيرش  15/2/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
اي نوعي اركيد در حال شيشهدر اينجا يك روش كارامد براي تكثير درون. كندهاي اركيد را تهديد ميخطر انقراض برخي از گونه

عنوان ، بههاروتوكورمپ. شوده ميئاراآهن  نانوكلاتو هاي رشد گياهي كنندهبا استفاده از تنظيم) Orchis catasetum(انقراض 
، نفتالين استيك اسيد )BA(هاي مختلف بنزيل آدنين حاوي غلظت) MS(، بر روي محيط موراشيگ و اسكوگ ريزنمونه

)NAA(، ل بوتيريك اسيد ايندو)IBA(  پروتوكورم - بيشترين باززايي اجسام شبه. كشت شدندآهن  نانوكلاتو)PLBs) (84/18 
گرم در ليتر ميلي 5/0همراه با  BAگرم در ليتر ميلي 5/0در محيط كشت حاوي هاي پروتوكورم از ريزنمونه) عدد در گياهچه

NAA 50/9(تعداد برگ ، )متر در گياهچهميلي 90/178(طول ريشه ، )گياهچهعدد در  94/6(بيشترين تعداد ريشه . شد مشاهده 
 5/0 شده باغني MSشده در محيط كشتهاي در ريزنمونه) متر در گياهچهميلي 10/124(ارتفاع گياهچه و  )عدد در گياهچه

آهن، بيشترين ارتفاع گياهچه  انوكلاتندر ارتباط با اثر . دست آمدبه NAAگرم در ليتر ميلي 5/0همراه با  BAگرم در ليتر ميلي
در ) متر در گياهچهميلي 53/87(و طول ريشه ) عدد در گياهچه 76/4(بيشترين تعداد ريشه  ،)متر در گياهچهميلي 79/82(

پروتوكورم و تعداد -تعداد اجسام شبه. شدگرم در ليتر مشاهده ميلي 13/0شده با غني MSشده در محيط هاي كشتريزنمونه
هاي پرشده با به گلدان هاگياهچهبراي سازگاري، . آهن نسبت به شاهد افزايشي را نشان ندادند نانوكلاترگ در تيمارهاي ب

هاي حاوي پرليت قرار هاي سازگارشده، در گلدانگياهچه. به نسبت مساوي منتقل شدند پوكه معدني ، يونوليت وارهخاكپرليت، 
نسبت به گياهان ند و تغيير مورفولوژيكي ددرصد گياهان زنده مان 100خاكي، در شرايط درون. گرفته و به گلخانه منتقل گرديدند

  .در آنها مشاهده نشدمادري 

   هاي رشد گياهيكننده، تنظيماي، نانوكودهاشيشهبنه اوليه، تكثير درون: هاي كليديواژه

  kaviani@iaurasht.ac.ir: ، پست الكترونيكي09111777482: مسئول، تلفن تماس نويسنده* 

  مقدمه
از خانواده  Orchids catasetumاركيد با نام علمي 

Orchidaceae   و راسته Gynandralesگياهان اين . است
صورت انگل، ههستند كه  ب لپه، علفي و پاياخانواده تك
با بيش ا اركيده). 6( شوندخاكزي مشاهده مي ساپروفيت و

يكي از  ،طح جهانگونه در س 25000جنس و  800از 

هاي گياهان عالي خانواده ترينيافتهترين و تكاملمتنوع
مناطق جنوب  درپراكنش اكولوژيكي اين گياه  .)6( هستند

كنگ، هنگ تايوان، چين، مانندكشورهايي  وشرق آسيا 
عنوان اركيدها به .استمالزي و سنگاپور  تايلند، فيليپين،

دليل زيبايي و طول بهشوند و گياهان زينتي رشد داده مي
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- هاي شاخهصورت گلشان، بهعمر بالاي پس از برداشت

تكثير در مقياس  ).6( گيرندبريده مورد استفاده قرار مي
هاي هيبريد و در حال انقراض ويژه گونهبالاي اركيدها، به

با استفاده از فنون كشت بافت، باعث شده است تا اين 
برتر جهان  بريدهاخهشگل  10عنوان يكي از گياهان به

تكثير اركيد با بذر باعث توليد گياهان . )6( مطرح باشند
اي يك شيشهبنابراين، تكثير درون. شودهتروزيگوس مي

. باشدروش متناوب مناسب براي ازدياد اركيدها مي
هاي هاي مختلفي براي ريزازديادي گونهدستورالعمل

هاي شاي بخشيشهمختلف اركيد از طريق كشت درون
مختلف گياه شامل سرشاخه، انتهاي ريشه، ساقه، برگ، 

هاي زيگوتي، كالوس و آذين، ريزوم، جنينگره، جوانه، گل
 ،15، 13، 11، 10، 8 ،5( ه شده استئنازك سلولي ارا لايه
ريزازديادي از طريق  .)41 ،40 ،37 ،35، 32 ،31 ،25، 24

ين اجسام دليل اينكه ابه، )PLBs(روتوكورم پ- اجسام شبه
سرعت توانند بر روي محيط كشت جامد يا مايع بهمي

ديگر پروتوكورم - تكثير شوند و تعداد زيادي اجسام شبه
، در مقايسه با نمو شوندزماني كوتاه توليد  در يك دوره

 .)18( است ثرترؤمهاي نابجا، گياهچه از بذر يا شاخه
ه توسط هايي هستند كغدههاي اوليه ها يا بنهپروتوكورم

چنانچه از اين . شوندبذرها و از رويش آنها توليد مي
-هاي رويشي براي تكثير درونها يا ساير اندامپروتوركورم

وجود بهپروتوكورم -اجسام شبهاي استفاده شود، ابتدا شيشه
عنوان ريزنمونه بسيار مناسب به آيد كه براي استفادهمي

سازي ت كه بهينهمطالعات فراوان آشكار كرده اس .هستند
تركيب محيط كشت، يك رويكرد مهم براي اصلاح مراحل 

پروتوكورم - كردن اجسام شبهريزازديادي اركيدها با كشت
 ).34 ،17( است كه همچنين به گونه و رقم بستگي دارد

براي هاي زيادي براي دستيابي به روش مناسب تلاش
ا تغيير ويژه بپروتوكورم به- ثر اجسام شبهؤريزازديادي م
، تيديازورون BAهاي رشد گياهي مانند كنندهتركيب تنظيم

)TDZ(آمينوپورين ، بنزيل)BAP( ،NAA ،3 - ايندول
انجام شده ) GA3(و اسيد ژيبرليك  )IAA(استيك اسيد 

ها سيتوكينين ).36 ،30، 29، 28، 26، 23 ،22 ،19( است
- -مهمترين عوامل اصلاح باززايي گياهان از اجسام شبه

   ).22 ،21، 17( وتوكورم هستندپر

آميز انواع ذرات نانو در پزشكي، توجه را كاربرد موفقيت
در ) نانوتكنولوژي(سمت استفاده از فناوري نانو به

كشاورزي براي افزايش كمي و كيفي محصولات زراعي و 
اين فناوري موجب آزادشدن تركيبات . باغي معطوف كرد

رت هدفمند شده و صوشيميايي موجود در اين ذرات به
هاي گياه نيز به بافت شوند و در بدنهجذب گياه ميبعد 

ثر مواد معدني و ؤرسند و باعث كاربرد ممورد نظر مي
ثر مواد غذايي، ؤكاربرد م. شوندافزايش رشد گياه مي

تغيير شكل  .دنبال داردافزايش رشد كمي و كيفي گياه را به
كي، شيميايي، هاي فيزيمواد در مقياس نانو، ويژگي

. دهدهاي كاتاليتيك آنها را تغيير ميبيولوژيكي و فعاليت
اغلب مواد در مقياس نانو، فعاليت  ناحيه سطحي ويژه
بنابراين، خواص . دهدشان را افزايش ميشيميايي و زيستي

جديد در ذرات نانو مانند حلاليت بيشتر، فعاليت شيميايي 
 .شودسلول ظاهر مي درون غشايبيشتر و توانايي نفوذ به

عنوان يك منبع غني و قابل تواند بهنانوكلات آهن مي
دليل پايداري بالا و والنت براي گياه، بهاطمينان آهن بي

- 11(رهاسازي تدريجي آهن در طيف وسيعي از اسيديته 
مزيت ديگر نانوكلات . مورد بررسي بيشتر قرار گيرد) 3

هن فريك در آهن، ميزان بيشتر آهن فروس نسبت به آ
سطح كلات است كه سنتز بيشتر كلروفيل را در گياه باعث 

-كاربرد كودهاي نانو در شرايط كشت درون البته .شودمي

پيشرفت در اين زمينه، نيازمند . اي بسيار محدود است شيشه
خطر انقراض نسل، بسياري از . باشدمطالعات بيشتر مي

-را تهديد مي Orchis catasetumهاي اركيد از جمله گونه

 اركيد و رشدپژوهش، تكثير اين در . )22 ،21، 17( كند
Orchis catasetum كشت بافت  شدهتحت شرايط كنترل
مورد ارزيابي قرار  NAAو  BA ،IBAدر حضور و غياب 

هاي مختلف نانوكلات همچنين به اثر غلظت .گرفته است
اي روي برخي صفات شيشهآهن در شرايط درون
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رداخته پروتوكورم پ-و باززايي اجسام شبه مورفولوژيكي
  .شده است

  مواد و روشها
اركيد، از يك  شدههاي سالم و گندزداييپروتوكورم

آزمايشگاه تجاري و تحقيقاتي كشت بافت گياهي واقع در 
عنوان ريزنمونه مورد استفاده و به شهر محلات تهيه شدند

يگ و ها در محيط كشت موراشپروتوكورم. قرار گرفتند
سوكروز ) وزن به حجم(درصد  3همراه با  (MS)اسكوگ 

-محيط (pH)اسيديته . آگار كشت شدند-درصد آگار 8/0و 

هاي كشت، قبل از اتوكلاو، با اسيد كلريدريك يا 
-محيط. تنظيم شد 7/5 ± 2/0هيدروكسيد سديم بر روي 

گراد و  سانتي درجه 121هاي كشت در اتوكلاو با دماي 
دقيقه  20مدت متر مربع بهگرم در سانتيكيلو 105فشار 

 2 ها در اتاقك رشد با دمايتمام كشت. ضدعفوني شدند
 56(گراد تحت نور سفيد فلورسنت درجه سانتي 24 ±

ساعت  16نوري  با دوره) ميكرومول بر متر مربع بر ثانيه
  . قرار داده شدند

ده شافزوده آهن نانوكلاتو  هاي رشد گياهيكنندهاثر تنظيم
بر روي تكثير پروتوكورم و رشد و نمو  MSبه محيط 

 MSها در محيط پروتوكورم. ها ارزيابي شدبعدي گياهچه
، )گرم بر ليترميلي 3و  BA )0 ،2/0 ،5/0 ،1 ،5/1حاوي 

IBA )0  گرم بر ليترميلي 5/0و(، NAA )0  گرم ميلي 5/0و
گرم ميلي 70/0و  34/0، 13/0، 0(آهن  نانوكلاتو ) بر ليتر
ظرف پتري در نظر  3براي هر تيمار، . كشت شدند) بر ليتر

. پروتوكورم كاشته شد 4گرفته شد و در هر ظرف پتري، 
هاي كشت درون محيطفنوليك را بهها تركيبات ريزنمونه
-گرم بر ليتر ذغال فعالميلي 5/0كنند، بنابراين، ترشح مي

يبات شده، تركذغال فعال. ها افزوده شدشده به محيط
روز بعد از آغاز كشت، تعداد  60. كندفنوليك را جذب مي

ارتفاع گياه، تعداد شده، پروتوكورم باززايي- اجسام شبه
  .گيري شدندطول ريشه اندازه و تعداد ريشهبرگ، 

واحدهاي آزمايشي در يك طرح بلوك كاملا تصادفي 
(RCBD) تكرار انجام شد  3هر آزمايش در . آرايش يافتند
نمونه براي  12در مجموع (نمونه بود  4كرار شامل و هر ت

با  ،(ANOVA) واريانس ها توسط تجزيهداده). هر تيمار
آناليز شدند و ميانگين آنها  MSTAT-Cافزار استفاده از نرم

در سطح  (DMRT)ي دانكن ابا استفاده از آزمون چند دامنه
   .درصد مورد مقايسه قرار گرفتند 99 احتمال

  نتايج
و  بر روي باززايي پروتوكورم NAAيا  IBAو  BAر اث

- تعداد اجسام شبه: پروتوكورم- توليد اجسام شبه
در  NAAو  BA ،IBAثير حضور أپروتوكورم تحت ت

تنهايي يا ، بهNAAو  BA ،IBAاثر . قرار دارد MSمحيط 
در تركيب با يكديگر روي باززايي و رشد پروتوكورم در 

 5/0يك تركيب از . ده استنشان داده ش 2و  1 ولهايجد
 ،NAAگرم در ليتر ميلي 5/0همراه با  BAگرم در ليتر ميلي

عدد در  84/18(پروتوكورم - بيشترين باززايي اجسام شبه
، BAدر ميان تمام تيمارهاي . )1شكل ( را القا كرد) گياهچه

عدد در  20/12(پروتوكورم - بالاترين باززايي اجسام شبه
گرم در ميلي 2/0در محيط حاوي از پروتوكورم ) گياهچه

، باززايي بيشتر BAهاي بالاتر غلظت. دست آمدليتر آن به
كمترين تعداد . ندپروتوكورم را باعث نشد-اجسام شبه
 )عدد در گياهچه 15/5و  10/5(پروتوكورم - اجسام شبه

گرم در ليتر ميلي 5/1شده با هاي غنيدر محيط ترتيببه
BA  در ليتر  گرمميلي 5/0همراه باNAA  گرم در ميلي 3و
. مشاهده شد NAAگرم در ليتر ميلي 5/0همراه با  BAليتر 

و افزايش تعداد  BAارتباط مثبتي بين افزايش غلظت 
 تجزيه). 1جدول (پروتوكورم وجود ندارد - اجسام شبه

 (p≤0.01)داري ها نشان داد كه اختلاف معنيواريانس داده
و  BAهمچنين اثر متقابل  BAهاي مختلف در ميان غلظت

IBA  ياNAA پروتوكورم وجود - براي تعداد اجسام شبه
- بر روي تعداد اجسام شبه NAAو  IBAاثر  .دارد

  . )2جدول ( دار نبودپروتوكورم معني
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، BAاثر : بر روي ارتفاع گياهچه NAAيا  IBAو  BAاثر 
IBA  وNAA جدول (دار نبود بر روي ارتفاع گياهچه معني

گرم بر ليتر، ميلي BA ،2/0هاي مختلف ميان غلظت در). 2
 102(ها بيشترين تأثير را بر روي افزايش ارتفاع گياهچه

بالاترين ارتفاع ). 1جدول (داشت ) متر در گياهچهميلي
در محيط حاوي ) متر در گياهچهميلي 10/124(ها گياهچه

گرم در ليتر ميلي 5/0همراه با  BAگرم در ليتر ميلي 5/0
NAA 1جدول (دست آمد آن به .(  

  

 Orchis catasetumبر روي تكثير و رشد اركيد  NAAيا  IBAو  BAاثر ساده و متقابل  -1جدول 

  طول ريشه 
  )مترميلي(

  ارتفاع گياهچه  تعداد برگ  تعداد ريشه
 )مترميلي(

تعداد اجسام
 پروتوكورم-شبه

هاي رشد گياهيكنندهتنظيم 
 )گرم در ليترميلي(

 

     NAA IBA BA 
88/81 d-g 30/4 c-f 30/7 b-d 50/75 b-d 80/10 b-d 0 0 0
10/102 b-d 30/5 b-d 86/8 ab 00/102 a 20/12 c-e 0 0 2/0
13/50 fg 08/2 i 00/4 i 00/40 f 80/10 c-e 0 0 5/0
50/90 d-g 20/4 d-g 60/5 d-i 50/64 c-f 10/8 e-g 0 0 1
50/60 e-g 10/5 c-e 00/7 b-f 30/46 ef 20/9 d-g 0 0 5/1  
40/101 b-e 70/4 c-f 70/5 c-i 37/47 ef 10/10 de 0 0 3
20/88 d-g 30/4 d-g 80/6 ab 02/42 f 00/11 c-e 0 5/0  0 
35/74 d-g 80/3 e-h 40/4 g-i 77/38 f 20/12 b-d 0 5/0  2/0  
12/93 c-f 60/5 bc 08/8 a-c 95/66 c-f 50/14 bc 0 5/0  5/0  
92/48 fg 90/2 g-i 70/4 f-i 25/49 d-f 00/9 d-g 0 5/0  1 
25/46 g 60/2 hi 12/4 i 00/41 f 60/9 d-g 0 5/0  5/1  

67/73 d-g 00/4 e-h 20/5 e-i 75/57 c-f 10/10 c-e 0 5/0  3 
20/90 d-g 50/4 d-g 88/6 ab 00/49 d-f 50/12 b-d 5/0  0 0 
58/56 fg 08/3 g-i 40/4 hi 58/51 d-f 00/6 gh 5/0  0 2/0  
90/178 a 94/6 a 50/9 a 10/124 a 84/18 a 5/0  0 5/0  
20/124 bc 95/5 ab 00/8 a-d 13/84 bc 60/15 b 5/0  0 1 
77/57 bc 90/3 e-h 20/7 b-e 73/64 c-f 10/5 h 5/0  0 5/1  
67/64 d-g 40/3 f-i 60/5 d-i 92/53 d-f 15/5 h 5/0  0 3 

  .ندارندبا هم داري اي دانكن تفاوت معنيدرصد آزمون چند دامنه 5هايي كه داراي حروف همسان هستند در سطح احتمال در هر ستون ميانگين

 Orchis catasetumهاي رشد گياهي روي تكثير و رشد اركيد كنندههاي مختلف تنظيمتجزيه واريانس اثر غلظت -2جدول 

  طول ريشه  تعداد ريشه  تعداد برگ  ارتفاع گياهچه پروتوكورم-تعداد اجسام شبه آزاديدرجه منبع تغييرات

  A(  3 ns70/7 *69/1101  *84/6  **40/3  *36/2583(اكسين 

  B 5 **30/66 **96/1192  **32/6  ns69/1  **12/3673) (سيتوكينين 
A × B 15 **23/475 **60/963  **46/8  **64/5  **77/3519  
  27/725  73/0  11/2  18/283 51/182 48  خطا

  78/31 03/19  17/22  21/26 70/19 - (%) ضريب تغييرات 
  داري عدم معني:  nsو 05/0دار در سطح معني: *، 01/0دار در سطح معني: **
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: 2؛ )مترسانتي 1= اس مقي(عنوان ريزنمونه شده بهپروتوكورم استفاده: 1. با استفاده از پروتوكورم Orchis catasetumريزازديادي اركيد  -1شكل 

هاي كنندههاي مختلف تنظيمشده با غلظتهاي كشت غنيآمده از محيطدستهاي بهگياهچه: 3؛ )مترسانتي 1= مقياس (يك پروتوكورم در حال توسعه 
شده بر روي محيط وتوكورم كشتشده از پرهاي ريزازدياديسرشاخه: 4 ها تفاوت ارتفاع مشخص است؛در اين گياهچه). مترسانتي 2= مقياس (رشد 

MS  گرم در ليتر ميلي 5/0حاويBA  گرم در ليتر ميلي 5/0همراه باNAA ،) يافته كاملا هاي توسعهبرگ ،در اين شكل). مترسانتي 1= مقياس
در اين ). مترسانتي 2= قياس م(هاي رشد كنندههاي مختلف تنظيمشده با غلظتهاي كشت غنيآمده از محيطدستهاي بهگياهچه: 5مشخص است؛ 

= مقياس (خاكي اي به شرايط درونشيشههاي توليدشده در شرايط درونمراحل سازگاري گياهچه: 6ها مشخص است؛ ها تفاوت ارتفاع و ريشهگياهچه
  ).مترسانتي 2

، NAAگرم در ليتر ميلي 5/0و  BAگرم در ليتر ميلي 5/0
گياهچه مناسب نبودند،  نهتنهايي براي القاي ارتفاع بهيبه

متر طول را در هر گياهچه ميلي 49و  40زيرا آنها تنها 
ها كمترين ارتفاع گياهچه). 1جدول (تحريك كردند 

-ميلي 2/0در محيط حاوي ) متر در گياهچهميلي 77/38(

ثبت  IBAگرم در ليتر ميلي 5/0همراه با  BAگرم در ليتر 
  ).1جدول (شد 

- ريزنمونه: بر روي تعداد برگ NAAيا  IBAو  BAاثر 

همراه  BAگرم در ليتر ميلي 5/0شده در حضور هاي كشت
 50/9(، بيشترين تعداد برگ NAAگرم در ليتر ميلي 5/0با 

را توليد كردند، كه اين تعداد بيش از ) برگ در هر گياهچه
- هاي كشتهاي توليدشده در ريزنمونهبرابر تعداد برگ 2

تنهايي ، بهBAگرم در ليتر ميلي 5/0شده در محيط حاوي 

، بيشترين BAدر ميان تمام تيمارهاي ). 1جدول (است 
 2/0در محيط حاوي ) عدد در گياهچه 86/8(تعداد برگ 

ها، واريانس داده تجزيه. دست آمدگرم در ليتر آن بهميلي
 BAهاي مختلف در ميان غلظت راداري اختلاف معني

(p≤0.01)، IBA  وNAA )p≤0.05( همچنين اثر متقابل ،
BA  وIBA  ياNAA (p≤0.01)  بر روي تعداد برگ نشان
  .)2جدول ( داد

: بر روي تعداد و طول ريشه NAAيا  IBAو  BAاثر 
 NAAو  BA ،IBAثير حضور أتحت تتعداد و طول ريشه، 

تنهايي ، بهNAAو  BA ،IBAاثر . قرار دارند MSدر محيط 
تعداد و طول ريشه در  يا در تركيب با يكديگر بر روي

گرم ميلي 5/0يك تركيب از . نشان داده شده است 1جدول 
، بيشترين NAAگرم در ليتر ميلي 5/0همراه با  BAدر ليتر 
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و بالاترين طول ريشه ) عدد در گياهچه 94/6(تعداد ريشه 
 1از  يتركيب. را القا كرد) متر در گياهچهميلي 90/178(

، NAAگرم در ليتر ميلي 5/0با  همراه BAگرم در ليتر ميلي
عدد در  95/5(تيمار مناسبي براي القاي تعداد ريشه 

. بود) متر در گياهچهميلي 20/124(و طول ريشه ) گياهچه
 30/5(، بيشترين تعداد ريشه BAدر ميان تمام تيمارهاي 

متر در ميلي 10/102(و طول ريشه ) عدد در گياهچه
گرم در ليتر آن يليم 2/0حاوي  MS در محيط) گياهچه

، BAهاي بالاتر غلظت .)1؛ شكل 1جدول (محاسبه شد 
 ريشهكمترين تعداد  .تعداد و طول بيشتر ريشه را القا نكرد

گرم ميلي 5/0شده با غني در محيط) عدد در گياهچه 08/2(
همچنين، كمترين طول ريشه  .مشاهده شد BAدر ليتر 

 5/1شده با هاي غنيدر محيط) متر در گياهچهميلي 25/46(
 IBAگرم در ليتر ميلي 5/0همراه با  BAگرم در ليتر ميلي

ارتباط مثبتي بين افزايش غلظت ). 1جدول (محاسبه شد 
BA  1جدول (و افزايش تعداد و طول ريشه وجود ندارد .(

داري ها نشان داد كه اختلاف معنيواريانس داده تجزيه
(p≤0.01) هاي مختلف در ميان غلظتBA  همراه باIBA  يا

NAA 2جدول ( براي توليد ريشه وجود دارد( .  

 باززايي: آهن بر روي باززايي پروتوكورم نانوكلاتاثر 
قرار  MSدر محيط  آهن نانوكلاتثير أتحت ت هاپروتوكورم

عدد  20/10(پروتوكورم - بيشترين تعداد اجسام شبه. گرفت
، شكل 3جدول ( دست آمددر تيمار شاهد به) در گياهچه

، بالاترين باززايي آهن نانوكلاتدر ميان تمام تيمارهاي ). 2
در محيط ) عدد در گياهچه 18/10(پروتوكورم - اجسام شبه

رين كمت. دست آمدگرم در ليتر آن بهميلي 13/0حاوي 
در ) عدد در گياهچه 61/6(پروتوكورم -تعداد اجسام شبه

 زيهتج ).3جدول (دست آمد به گرمميلي 70/0تيمار 
 (p≤0.01)داري ها نشان داد كه اختلاف معنيواريانس داده

روي تعداد  آهن نانوكلاتهاي مختلف در ميان غلظت
  . )4جدول ( وجود داردپروتوكورم - اجسام شبه

  
نانوكلات آهن بر ارتفاع  اثر: 1. با استفاده از پروتوكورم Orchis catasetumهاي مختلف نانوكلات آهن بر ريزازديادي اركيد اثر غلظت -2شكل 

اثر نانوكلات آهن بر تعداد اجسام : 3؛ )مترسانتي 1= مقياس (يافته در محيط حاوي نانوكلات آهن توسعه ريشه: 2؛ )مترسانتي 1= مقياس (گياهچه 
يافته كاملا مشخص هاي توسعهاين شكل، برگدر ). مترسانتي 2= مقياس (اثر نانوكلات آهن بر تعداد برگ : 4؛ )مترسانتي 2= مقياس ( پروتوكورم-شبه

 2= مقياس (خاكي اي به شرايط درونشيشههاي توليدشده در شرايط درونمراحل سازگاري گياهچه: 6اثر نانوكلات آهن بر تعداد ريشه؛ : 5است؛ 
  ).مترسانتي

 نانوكلات اثر: بر روي ارتفاع گياهچه آهن نانوكلاتاثر 
جدول ( (p≤0.01) دار بودچه معنيبر روي ارتفاع گياه آهن

) متر در گياهچهميلي 79/82(ها بالاترين ارتفاع گياهچه. )4
-بهآهن  نانوكلاتگرم در ليتر ميلي 13/0در محيط حاوي 
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 78/65(ها كمترين ارتفاع گياهچه). 3جدول (دست آمد 
گرم در ميلي 34/0در محيط حاوي ) متر در گياهچهميلي
  ).3جدول (ثبت شد  آهن نانوكلاتليتر 

هاي ريزنمونه: بر روي تعداد برگ آهن نانوكلاتاثر 
، )شاهد(آهن  نانوكلاتمحيط كشت بدون شده در كشت

را توليد ) برگ در هر گياهچه 76/6(بيشترين تعداد برگ 
، آهن نانوكلاتدر ميان تمام تيمارهاي ). 3جدول (كردند 

محيط در ) عدد در گياهچه 64/6(بيشترين تعداد برگ 
كمترين . دست آمدگرم در ليتر آن بهميلي 13/0حاوي 

 34/0در محيط حاوي ) عدد در گياهچه 05/4(تعداد برگ 
 تجزيه. دست آمدآهن به نانوكلاتگرم در ليتر ميلي

هاي داري را در ميان غلظتها، اختلاف معنيواريانس داده
بر روي تعداد برگ نشان  (p≤0.01) آهن نانوكلاتمختلف 

  .)4جدول ( داد

غلظت : بر روي تعداد و طول ريشه آهن نانوكلات اثر
، بيشترين تعداد ريشه آهن نانوكلاتگرم در ليتر ميلي 13/0

 53/87(و بالاترين طول ريشه ) عدد در گياهچه 76/4(
كمترين تعداد . )3جدول ( را القا كرد) متر در گياهچهميلي

 70/0شده با غني در محيط) عدد در گياهچه 17/3(ريشه 
همچنين، . مشاهده شد آهن نانوكلاتگرم در ليتر ميلي

در ) متر در گياهچهميلي 53/72(كمترين طول ريشه 
 نانوكلاتگرم در ليتر ميلي 34/0شده با هاي غنيمحيط
ها نشان واريانس داده تجزيه). 3جدول (محاسبه شد  آهن

مختلف هاي داري در ميان غلظتداد كه اختلاف معني
. )4جدول ( داردنبراي توليد ريشه وجود آهن  نانوكلات

دار بود اين اختلاف در ارتباط با طول ريشه معني
.(p≤0.01)  

 Orchis catasetumآهن روي تكثير و رشد اركيد  نانوكلاتهاي مختلف غلظت اثر ساده -3جدول 

  طول ريشه 
  )مترميلي(

 ارتفاع گياهچه تعداد برگ  تعداد ريشه
 )متريليم(

-تعداد اجسام شبه
 پروتوكورم

آهن  نانوكلات
 )گرم در ليترميلي(

56/79 b 22/4 a 76/6 a 77/76 a 20/10 a 0 
53/87 a 76/4 a 64/6 a 79/82 a 18/10 a 13/0  
42/72 c 07/4 a 87/5 a 78/65 b 33/8 b 34/0  
67/73 bc 17/3 a 05/4 b 61/66 b 61/6 c 70/0  

 .ندارندبا هم داري اي دانكن تفاوت معنيدرصد آزمون چند دامنه 5ف همسان هستند در سطح احتمال هايي كه داراي حرودر هر ستون ميانگين

 Orchis catasetumآهن روي تكثير و رشد اركيد  نانوكلاتهاي مختلف تجزيه واريانس اثر غلظت -4جدول 

  طول ريشه  تعداد ريشه  رگتعداد ب  ارتفاع گياهچه پروتوكورم-تعداد اجسام شبه آزاديدرجه منبع تغييرات

  55/0  02/2  29/1  13/2 28/7 4  تكرار

  ns15/1  **36/10  50/13**  02/8**  44/15**  3 تيمار
  -  -  -  -  - 12  خطا

  22/8 92/33  75/15  31/10 09/11 - (%) ضريب تغييرات 
  داريعدم معني:  nsو 05/0دار در سطح معني: *، 01/0دار در سطح معني: **

  بحث
توانند براي ازدياد مي )PLBs(پروتوكورم - هاجسام شب

هاي افزودن غلظت. سريع اركيدها مورد استفاده قرار گيرند

 Orchisهاي اركيد ، تكثير و رشد گياهچهNAAو  BAكم 

catasetum تركيبي از  استفاده .را تحريك كردBA  و
NAAبراي ريزازديادي اين اركيد در حال انقراض ،، 
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 2/0تواند غلظت گرچه، اين مقاله ميا. شودپيشنهاد مي
رشد  كنندهعنوان يك تنظيمرا به BAگرم در ليتر ميلي

تحريك تشكيل سرشاخه و توليد ريشه گياهي منفرد براي 
كاليموتو و همكاران  نتايج مشابهي توسطاما . معرفي كند

اين . دست آمدبه.Oncidium sp بر روي اركيد  )12(
- -يشترين تشكيل اجسام شبهمحققان نشان دادند كه ب

 در محيط پروتوكورم و بيشترين تعداد سرشاخه و ريشه
 BAP. مشاهده شد BAPگرم در ليتر ميلي 2/0شده با غني
 2البته، . بهتر بود NAAتنهايي نسبت به تركيب آن با به

-ميلي 5/1تنهايي يا در تركيب با به BAPگرم در ليتر ميلي

را بر ) درصد 100(مشابهي  شهتعداد ري NAAگرم در ليتر 
بذر اركيد بدون  كهاز آنجايي. روي سرشاخه القا كرد

اي آندوسپرم است، بنابراين به شرايط محيطي و مغذي ويژه
، يك پروتوكورم- اجسام شبه ).4( زني نياز داردبراي جوانه

-جديد تمايز مي است كه به شاخه ناقص و ابتدايي اندام

بسيار مريستمي  پروتوكورم- شبه اجسامهاي سلول. يابد
يافته و توليد تواند براي ازدياد افزايشهستند، بنابراين مي

- -اجسام شبه ).38( كار رودهاي اركيد بهزمان گياهچههم
عنوان ريزنمونه توسط بسياري از محققان به پروتوكورم

هاي كمياب و در خطر براي ريزازديادي بسياري از گونه
 ،33 ،31 ،28 ،20، 9، 7( شوندكار برده ميانقراض اركيد به

ها ها و سيتوكينيناركيدها براي نمو گياهچه به اكسين. )39
هاي رشد گياهي كنندهتنظيم نوع و غلظت .)28( نياز دارند

-نقش مهمي در طي ريزازديادي بسياري از اركيدها ايفا مي

 هرا براي توليد بيشين BAاثر مثبت  مطالعهاين  .)3( كنند
 NAAدر تركيب با  BA. پروتوكورم نشان داد-اجسام شبه

هاي ديگر در ها با برخي يافتهاين يافته. ثرتر عمل كردؤم
لو  مطالعه. )31 ،28( طي ريزازديادي اركيدها مطابقت دارد

 Dendrobiumبر روي ريزازديادي اركيد  )17(و همكاران 

huoshanense ه در نشان داد كه بيشترين تشكيل سرشاخ
. تشكيل شد iP-2ميكرومولار  5- 15محيط كشت حاوي 

و كينتين  BAP ،NAA ،TDZچندين مطالعه، اثر مثبت 
)KIN (پروتوكورم -را براي باززايي گياهچه از اجسام شبه

بيشترين كاربرد را  NAAو  BAP. )21، 16، 6( نشان داد
- كنندهاين تنظيم ).6( در ريزازديادي اغلب اركيدها دارند

ثري در ريزازديادي ساير گياهان ؤرشد گياهي نقش م هاي
نشان دادند ) 16(لو و همكاران ). 2، 1(كنند زينتي ايفا مي

- براي القاي اجسام شبه BAPگرم در ليتر ميلي 5/0كه 
هفته،  6طي ) ساقه عدد در ريزنمونه 15(پروتوكورم 
نيز براي تشكيل  KINگرم در ليتر ميلي 5/0. بهترين بود

در تركيب با  BAP. پروتوكورم مناسب بود-ام شبهاجس
NAA براي دستيابي به بيشترين تعداد اجسام شبه- -

 ،14( پروتوكورم طي برخي مطالعات پيشنهاد شده است
 اگرچه. هاي ما در تناقض با اين نتايج استيافتهالبته . )27

شده به افزوده NAAشان دادند كه ن) 16(لو و همكاران 
داري پاسخ طور معنيبه BAP ظت بهينهمحيط حاوي غل

را اصلاح نكرد  Dendrobium densiflorumهاي ريزنمونه
هاي بيش از پروتوكورم در غلظت- و حتي توليد اجسام شبه

 IBAدر برخي اركيدها،  .گرم در ليتر كاهش يافتميلي 1
براي  NAA، مطالعهاين در  .زايي را القا كردريشه

. بود IBAثرتر از ؤ، بسيار مOrchis catasetumريزازديادي 
 Vanda(بر روي نوعي وانيل  )28(روي و همكاران  مطالعه

coerulea( يك اركيد در خطر انقراض، نشان داد كه يك ،
 80/3و  NAAميكرومولار از  36/5تركيب سازگار بين 

- - اجسام شبهحداكثري  توليدموجب  BAPميكرومولار 
    .شد پروتوكورم

در خطر انقراض در مقياس ركيدهاي كمياب و ريزازديادي ا
بايد توسعه و حفاظت آنها  دليل ارزش تجاريوسيع، به

ها براي ها و سيتوكينينيك نسبت مناسب از اكسين. يابد
كارايي . مورد نياز است پروتوكورم-اجسام شبه بهينه تكثير

ها و هاي رشد گياهي براي گونهكنندهنوع و غلظت تنظيم
در غلظت  NAAو  BA. ختلف اركيد، متفاوت استارقام م

 Orchisپروتوكورم - و رشد اجسام شبه توليدويژه براي 

catasetum مناسب هستند .  
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با توجه به جديدبودن فناوري نانو و روند رو به رشد 
ر اين ثا هاي زيادي دربارهمطالعات در اين فناوري، گزارش

. وجود نداردهاي رشد و نمو گياهان كود بر روي شاخص
موجود در ارتباط با كشت خاكي برخي گياهان  هاي گزارش

-آنها ميو اثر نانوكودها بر روي مورفولوژي و فيزيولوژي 

ويژه نانوكلات آهن در روي اثر نانوذرات به همطالع. باشد
نتايج  مقايسه. شرايط كشت بافت بسيار محدود است

انوكلات آهن رشد گياهي و نهاي كنندهحاصل از اثر تنظيم
هاي رشد گياهي از كنندهتنظيم نشان داد كه مطالعهاين در 

- گيريپتانسيل بسيار بالاتري براي تغيير مثبت صفات اندازه

اين بررسي نشان داد كه . شده در اركيد برخوردار هستند
پروتوكورم، ارتفاع گياهچه، تعداد برگ، -تعداد اجسام شبه

در  كردههاي رشدهچهتعداد ريشه و طول ريشه در گيا
هاي رشد گياهي بسيار كنندههاي كشت حاوي تنظيممحيط

هاي كشت حاوي در محيط كردههاي رشدبيشتر از گياهچه
بنابراين استفاده از نانوكلات آهن در . نانوكلات آهن بودند

 .شودتوصيه نمي Orchis catasetumريزازديادي اركيد 
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Abstract 

Many orchid species are threatened with the danger of extinction. Here, a protocol was 
developed for high frequency in vitro multiplication of an endangered orchid, Orchis 
catasetum using plant growth regulators and iron Nano-chelate. Protocorms, as explants 
were cultured on Murashige and Skoog (MS) medium fortified with different 
concentrations of N6-benzyladenine (BA), α-naphthaleneacetic acid (NAA) and indole-
3-butyric acid (IBA) either individually or in combination and iron Nano-chelate. A 
combination of 0.5 mg l-1 BA and 0.5 mg l-1 NAA was found to be suitable for 
maximum protocorm-like bodies (PLBs) regeneration (18.84/plantlet) from protocorm 
explants. The maximum number of root (6.94/plantlet) and leaf (9.50/plantlet), also the 
highest plant height (124.10 mm/plantlet) and root length (178.90 mm/plantlet) were 
obtained on MS medium supplemented with 0.5 mg l-1 BA a long with 0.5 mg l-1 NAA. 
Related to the effect of iron Nano-chelate, maximum plant height (82.79 mm/plantlets), 
maximum root number (4.76/plantlets) and root length (87.53 mm/plantlets) were 
observed in explants cultured in MS medium enriched with 0.13 mg l-1. Plantlets were 
transplanted to pots filled with perlite, wood pieces, ionolite and mineral cartridge shell 
(1:1:1:1), also perlite individually and transferred to the greenhouse. Upon ex vitro 
transfer, 100% of plants survived.  

Key words: Protocorm, In vitro propagation, Nano-fertilizers, Plant growth regulators 


