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 چکیده

علمی   نام  با  گونه   .Orchis mascula Lثعلب  از  حال  زینتی،  ارزشمند    هاییکی  در  و  بومی  در    نابودیدارویی،  این است. 

گیاهی  ،پژوهش بافت  کشت  این  برای   از روش  است.    گیاه  حفظ  استفاده شده  ترتیب،  ارزشمند  درون   زاییاندام  برای بدین 

شامل محیط    زاییریشهزایی و سپس   های مختلف ساقه محیطبه    پس از گندزدایی سطحی  نما پداژه  هایریزنمونه  ،ایشیشه

تنهایی و در ترکیب با هم به    IAAوBAP  ، NAA  رشد گیاهی شامل  های به همراه تنظیم کننده   OrchiMax  (OM)کشت پایه  

 نماپداژه  ، از کشت ریزنمونه(%100)  زاییشاخهترین  بیشدست آمده  ه  ب  هاینتیجهبراساس    مختلف منتقل شدند.  هایدر غلظت 

نیز  (  80%)   زاییریشه  آمد و بیشترین  دست ه  ب  NAA  گرم در لیترمیلی  0/ 5  و  BAP  گرم در لیترمیلی  2  دارای کشت  در محیط  

   گرم در لیتر بود.میلی 1به میزان  IAA دارایمربوط به تیمار 

 . زاییزایی، ریشهشاخه،  ایشیشهدرون ، کشت .Orchis mascula L :کلیدی هایواژه 

 مقدمه 

نام علمی    ثعلب  تیرهبزرگ  ازکه    است   Orchidaceaeتیره    از  .Orchis mascula Lبا  دنیا  هایترین  گلدار    دارای   گیاهان 

ت  یکی  عنوان  به،  هادیارک   ایب  ثعل (.  Chugh et al., 2009)باشد  گونه می  25000جنس و    800 از گروه تک  هایهریاز   مهم 

ازایلپه  که  هستند  ارزش   ها  ز  یاقتصاد  ، یاهیگ  گوناگونیو    یستیز  هاینظر  به    و  بودهی  فراوان  ت یاهم  یدارا  یشناخت  بایو 

و   دارویی  زینتی،  گیاه  یک  وعنوان  است  داشته  کاربرد  ب  غذایی  مرطوب  ه مین  هایمستی اکوس  شتر یدر  و  جمله    مرطوب  از 

 گوناگونیدر    شانگاه یو جا  ت یعلت اهم   بهها  دیارک های مناطق فوقانی کاسپینی گسترش دارند.  های باز و درخت زارجنگل

در مناطقی    و  برخوردارند  رانیمجموعه فلور ا  وی  بوم  اهانیگ   نیدر بای  هژ یو  ت یاز اهمی  های اقتصادارزش  نیهمچن  وی  ستیز

  ;Mozafarian, 2013رشد می کنند )لرستان ، خوزستان، کردستان و سواحل دریای خزر به صورت خودرو    مانند آذربایجان،

Zare et al., 2019; Ebrahimi et al., 2020.)   

مراتع بالادست جنگلاین   با گل  های گونه اغلب در  بهار  با  هایکاسپینی و در اواخر  تیره و گاهی روشن  ی به رنگ صورتی 

  گوناگونیاز    .O. mascula Lجمله  از    رانیای  ثعلب بوم  هایگونهاز آنجایی  (.  Zare et al., 2019)  شودنمایان میمحوری بلند  
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 شمار مندی چون  ارزش  هایویژگیدر    تغییرهاییتوانند به عنوان منبع ژنتیکی غنی برای ایجاد  د، میبرخوردارنیی  بالا  یستیز

   .(Ebrahimi et al., 2020)زینتی مورد استفاده قرار گیرند های هدف با بهنژادی  هایبرنامه گل در

 علت  به رویهبی هایآوری جمع  و طبیعی محدوده رویش شدن کوچک علت  به گیاهان این جمعیت  ، تازه  هایپژوهش  براساس 

گیاهان تیره    افزایش  مسیر  مشکل بزرگ در  . (Zare et al., 2019)  است   کاهش به  رو شدت به دارویی شناختی و زیبا هایارزش

ویژه    هایریشه  -قارچ  به همزیستی  تنژگیهای نابالغ و بدون آندوسپرم است که برای  ریز و رویان  بذرهای بسیار  ، وجودارکید

ای صورت  محیط درون شیشه در های مختلف ارکیدبذرگونهرهمزیست غی تنژگی بسیاری درمورد  هایپژوهش .دارند نیاز  دخو 

کشت درون    و   افزایی برای ریز  یهایکه پیشرفت   وجود اینا  ب  .شده است ها  آن  برخی از   موجب تجاری شدن تولیدگرفته که  

برخی  شیشه دارزی  ارکیدای  درهای  انبوه  صورت  به  دست   گرمسیری  به  تجاری  درمورد  هاینتیجهآمده،    سطح   اندکی 

O. mascula L.   کند و پراکنش محدود به شکل طبیعی کمیاب بوده و قسمت    افزایشاین گیاه به دلیل    .به دست آمده است

آن از یک    پیاپی  هایبرداشت ،  نتیجه. در  شودباعث از بین رفتن گیاه می  مورد استفاده گیاه که ریشه است، در صورت برداشت 

منطقه منجر به ریشه کنی آن گونه شده است. قیمت بالای این گیاه در بازارهای داخلی و بین المللی باعث افزایش درخواست  

در    شاهد انقراض این گونه خواهیم بود.  پایانشود که در  بازار و در نتیجه برداشت بیشتر از مراتع و فشار بیشتر به گیاه می

 آوری مناسبی داشته باشد. تواند ارزکار باعث رفع نیاز بازار شده و می  قابل کشت و شروع کشت و هاینتیجه تولید گیاهچه

 ها مواد و روش

 ی1نماپررداژه  برررگ و  هایتهیه ریزنمونه استفاده شده است. قسمت   برایگیاه ثعلب به عنوان گیاه مادری    از  پژوهشدر این  

ها بررا . شستشرروی سررطحی و اولیرره ریزنمونررهندشررد به عنوان ریزنمونه انتخرراب مترمیلی پنج به اندازه تقریبی  شدهگفته  گونه  

ها مدت حدود نیم ساعت انجام شد. سررپس ریزنمونررهه  ها زیر آب جاری بو قرار دادن آن  202-تویین  افزودن چند قطره مایع

در منتقررل شرردند. در ایررن مرحلرره کشت بافت به زیر دستگاه هود  برای گندزداییاز آن  پسسه نوبت با آب مقطر شستشو و 

. شد استفاده هاریزنمونه برای گندزدایی ثانیه 30 و دقیقه 3  مدته  ب  رتیب به ت  %70  الکل   از  سپسو    %0/ 1از کلرید جیوه    آغاز

ون دردرنررگ برریها های گیاهی، ریزنمونهاز سطح نمونه گندزدا هایماده کامل حذف هدف با و گندزدایی همرحل  پایان  از  پس

 شد. شستشو همراه با همزدن کامل انجام   بارو سه  شده قرار داده گندزدایی شدهآب مقطر 

در    4NAAو  لیتررر(    میلی گرم در  2  و  1،  0سطح )در سه    3BAPشامل    های رشد گیاهی  کنندهتنظیم    اثر  زایی  ساقهدر مرحله  

در   (لیتررر  میلرری گرررم در  2و    1،  0)در سه سررطح    5IAAاثر    زاییو در مرحله ریشه،  لیتر(  میلی گرم در  1و    0/ 5،  0سه سطح )

قرررار  مورد بررسی زاییریشهو  زاییشاخه هایبر شاخص OM (Duchefa Biochemie B.V. Netherland)محیط کشت پایه 

افررزوده نیز  گرم در لیتر سوکروز  20و  گرم در لیتر تریپتون 2گرم در لیتر زغال فعال به همراه   OM  2محیط کشت  به    .گرفت 

 .شدندخریداری  Sigma Aldrich Company (UK)شیمیایی از شرکت    هایمادههورمون ها و شد. 

ن ماده ژله کننده  لیتر آگار به عنوا  گرم در  7میزان    پایانتنظیم شد و در    5/ 8تا    5/ 6حیط بین  م    pHپس از تهیه محیط کشت،  

  1/ 5و فشار     سلسیوسدرجه    121دمای    زیرای  کشت درون شیشه  برای مورد نیاز    هایوسیلهکشت و    هایمحیط  .استفاده شد

اتاقک    ه بزایی  ریشهو    زاییشاخهحله  ر کشت شده در م  هایریزنمونهشدند.    گندزدایی دقیقه در اتوکلاو    20اتمسفر به مدت  

 

1- Protocorm       2- Tween -20     3- 6-Benzylaminopurine     4- 1-Naphtaleneacetic acid    5- Indole-3-acetic acid 
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  تاریکی   ساعت   8  و  روشنایی  ساعت   16  نوری  دوره  و  لوکس  5000  نور  شدت  ،سلسیوس  درجه  25±2رشد با شرایط دمای  

 . شدند منتقل

ریز   5  تکرار و  3تصادفی با    پایه به طور کاملطرح    بافاکتوریل    آزمایشدر قالب    زاییریشهو    زاییشاخهتیمارها در مرحله  

رسم نمودارها    برایو   SPSS (Ver. 15, USA) از نرم افزارها  برای واکاوی داده.  ندرفت شیشه مورد بررسی قرار گ نمونه در هر  

افزار  از احتمال  تفاوت  .استفاده شد Excel نرم  در سطح  شدند.    P˂0/ 01ها  آزمون  ها  میانگین  مقایسهسنجیده  از  استفاده  با 

 . صورت گرفت  %1در سطح دانکن 

 نتایج و بحث

پاسخ مثبت    نماپداژه  های تنها ریزنمونه  زاییشاخهمختلف    هایکشت شده در تیمار  ینماپداژهبرگ و    هایاز بین ریزنمونه

  سیاه  پایانند و در ماند هفته، همچنان بدون تغییر 4 به فاصله زمانی زیرکشت بار  4از  پسبرگ حتی  هایند. ریزنمونهنشان داد

نوساقه ها،  روی ریزنمونه،  زاییشاخههای کشت مختلف  محیط  در   نماپداژهاز کشت ریزنمونه    پسدو ماه    شده و از بین رفتند.

پدیدار شد است.  1در شکل    ثعلب ای  درون شیشه  زاییاندام مراحل  همه  .  جدید  داده شده  پژوهش  نشان  از    هایدر  پیشین 

گیاه بالغ مادری و هم از   استفاده شده است. هم ازهای مختلف ارکید  ای گونهدرون شیشهمختلفی برای افزایش    هایریزنمونه

از  گیاهچه حاصل  بذرهای  شیشه  تنژگی  شده  درون  در  تهیه  ریشه  ریزنمونه  از  مثال  عنوان  به  شیشه  افزایشاند.  ای درون 

ریزنمونه برگ نیز   (.Tsukazaki et al., 2000)  استفاده شده است   Rhynchostylis  و  Doritaenopsisچون   هم  های ارکیدگونه

استفاده   .Aerides maculosum Lindl   و  .Vanda coerulea Griff. ex Lindl  مثل  های ارکیدت بافت بسیاری از گونه کش   برای

مورد  . (Seeni & Latha, 2000; Murthy & Pyati, 2001)  است   شده نیز    نماپداژه  و  نیساگاز جمله  ها  ریزنمونه  دیگردر 

 (. Parthibhan et al., 2015; Sheelavantmath et al., 2000وجود دارد ) های فراوانی گزارش

های رشد گیاهی( از نظر درصد های مختلف )نوع، ترکیب و غلظت تنظیم کنندهبه دست آمده بین تیمار  هاینتیجهبر اساس  

ترین  بود. بیش  %100تا    20زایی در تیمارهای مختلف مورد بررسی، از  زایی تفاوت وجود داشت و میانگین درصد شاخهشاخه

 (.  2 میلی گرم در لیتر بود )شکل NAA 5 /0میلی گرم در لیتر و   BAP 2کاربرد زایی نیز مربوط به درصد شاخه

ها ریشه  زایی، روی ریزنمونههای مختلف ریشهرون محیط کشت های باززایی شده به دپس از گذشت دو ماه از انتقال شاخه

ای زایی در شرایط درون شیشهقابل توجه بوده است. میانگین درصد ریشه   IAAها نشان داد که اثر هورمونایجاد شد. نتیجه 

تیمار    زایی مربوط بهریشه% بوده است. بیشترین درصد 80تا    13روز در تیمارهای مختلف مورد بررسی، از    30پس از گذشت  

را نشان    %60  زاییمیلی گرم در لیتر که درصد ریشه  IAA  2میلی گرم در لیتر بود. شایان گفتن است که تیمار    IAA  1کاربرد  

 (. 3میلی گرم در لیتر ندارد )شکل   IAA  1داده است از نظر آماری تفاوت معنی داری با تیمار 
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روی ریزنمونه   انگیزش شاخه جدید، ب( زایی شاخه کشت در محیط  نماپداژه؛ الف( کشت ریزنمونه ثعلب ای درون شیشه  زایی اندام  -1شکل 

 سانتی متر.   1، خط مقیاس= انگیزش ریشه روی شاخه د(   شاخه ج( رشد طولی   نماپداژه

Figure 1- In vitro organgenesis of O. mascula L.; A) Culturing of protcorm explant on shoot induction 

medium, B) Shoot induction, C) Shoot elongation, D) Root induction, scale bar= 1cm.  

 

 
 .% 1در سطح   به کار رفته با استفاده از آزمون دانکن مختلف هایدر تیمار زایی شاخه میانگین درصد  مقایسه  - 2شکل 

Figure 2- Mean separation of shoot induction (%) in different treatments based on Duncan’s test at 1% 

level. 
 

زایی از بیشترین میزان شاخه  .Blume  Rhynchostylis retusa [.L]  ای از ارکیدزایی بدنی گونهدر پژوهشی برای انگیزش رویان

میلی گرم در    1و    BAPمیلی گرم در لیتر    1/ 5به همراه    MS   (Murashige & Skoog, 1962)های بدنی در محیط کشترویان

  و    IAAهای  به همراه هورمون   MSزایی نیز، محیط کشت نیم غلظت حاصل شد. محیط کشت بهینه برای ریشه   NAAلیتر  
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IBA  گرم درلیتر معرفی شدمیلی  0/ 5هرکدام به میزان (Shahinul & Bhattacharjee, 2015 .)  2010در پژوهشی دیگر در سال  

پداژه ریزنمونه  از  استفاده  رویانبا  بهترین  محیط  را  ی  زاینما  لیتر  میلی  0/ 1  حاوی  MSغلظت    نیمدر  در    0/ 4و    NAAگرم 

  ریزنمونه  Oncidiumارکید    پژوهشی دیگر در نوعی از  در(.  Chung et al., 2010)  دست آوردندبه  BAPدر لیتر   گررم  میلری

با   را    بهترینزایی  رویان  %60گره  دیگری روی  Chen et al., 2000)داشت  نتیجه  بررسی  در  ای(.  نام   گونه  با   علمی  ارکید 

Dendrobium densiflorum Lindl.    گرم در لیتر  میلی  0/ 5مشخص شده است کهBAP  نما  های شبه پداژهبرای انگیزش نمونه

نیز برای تشکیل    1KINمیلی گرم در لیتر    (. نیم et al.Luo, 2007هفته، بهترین تیمار بود )  6عدد در ریزنمونه شاخه( طی    15)

پداژهنمونه شبه  بود.  های  مناسب  با    BAPنما  ترکیب  نمونه  NAAدر  شمار  بیشترین  به  دستیابی  شبه  برای  در پداژههای  نما 

بررسی است برخی  شده  پیشنهاد  در  پداژه  (.Kim & Kim, 2003) ها  رویان  تولید  برای  پرتوان  بسیار  ریزنمونه  عنوان  به  نما 

 .(Chung et al., 2005; Chung et al., 2007) گزارش شده است  Dendrobiumو  Oncidium هایارکید

 

 
 .% 1در سطح   به کار رفته با استفاده از آزمون دانکن های مختلفدر تیمار زایی ریشه میانگین درصد  مقایسه  - 3شکل 

Figure 3- Mean separation of root induction (%) in different treatments based on Duncan test at 1% level. 
 

 نتیجه گیری

برای شاخه زایی و    NAAو     BAPهای رشد گیاهی چون  یافته های حاصل از این پژوهش نشان داد که استفاده از تنظیم کننده 

IAA   نما  برای پداژه  ریزنمونه های  زایی روی  مثبت    O. masculaگونه    ی ریشه  با داشتندتاثیر  اهمیت    .  به  ریزافزایی  توجه 

کارایی  ها و از آن  آن  نگه داریهای کمیاب و در خطر نابودی، به دلیل ارزش تجاری و  ارکید نوع و غلظت تنظیم   ،جا که 

گونه  های رشدکننده برای  ارکید، متفاوت است،  های مها و رقمگیاهی  تنظیم   دیگر بررسی    برایدیگری    های پژوهشختلف 

   .شودزایی پیشنهاد میزایی و ریشهها بر درصد شاخههای مختلف آنهای رشد گیاهی و اثر غلظت کننده
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Abstract  

Orchis muscula L. is one of the worthwhile ornamentals, medicinal, native and endangered species in 

Iran. In this research, plant tissue culture method has been used to propagate this valuable plant. For in 

vitro organogenesis, protocorm explants were surface sterilized and then cultured on different shoot 

and root induction media based on OrchiMax (OM) medium, supplemented with plant growth 

regulators with different concentrations alone or in combination. Based on results, the most shoot 

induction (100%) was obtained from protocorm explants cultured on medium containing 2 mg L-1 

BAP and 0.5 mg L-1 NAA and the highest root induction (80%) was belonged to the treatment of IAA 

at 1 mgL-1.  

Keywords: Orchis mascula L., In vitro culture, Shoot induction, Root induction. 
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