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بررسي تاثير غلظت هاي مختلف هورمون هاى سيتوكينين بر ريز ازديادي گل 
(In vitro) شدر شرايط شيشه (Zinnia elegans thumbelina) آهار ظريف
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چكيده
كشت بافت گياهي مقدمه اي در زيست فناوري بوده و ريز ازديادي (تكثير و توليد انبوه گياهان) از طريق فنون مختلف
از جمله غلظت فاكتورهاي زيادي  اين روش است و  از مهم ترين و موفقيت آميزترين كاربرد  بافت گياهي، يكي  كشت 
به دست آوردن اين پژوهش  از  هورمون در ريزازديادي گياهان در شرايط درون شيشه اي موثر و مهم مي باشد. هدف 

) ظريف  آهار  گل  ازديادي  ريز  روى  بر  غلظت ها  اين  اثر  بررسى  و  سيتوكينين ها  مناسب  غلظت هاى 
درون بركشت  گياهي  رشد  كننده هاي  تنظيم  اثرات  بررسي  مى باشد.جهت   ( شيشه( شرايط  در   (  
)، آزمايشي با استفاده از غلظت هاي مختلف انواع سيتوكينين ها (بنزيل آمينو پورين شيشه اي گل آهار ( 
) صورت گرفت. ااسكوگ ( و كينتين با غلظت هاي1، 2 و3 ميكرومولار) به صورت فاكتوريل در محيط كشت موراشيگ 
ريز نمونه هاي به كار گرفته شده، رويان همراه دو لپه نيمه شده بود. درصد جوانه زني، تعداد و طول برگ، طول ساقه و
با غلظت 3 ميكرومولار بود. بهترين غلظت در طول ريشه مورد بررسي قرار گرفت. بيشترين تعداد برگ در هورمون 
با غلظت 2 ميكرومولار، هم چنين توليد شاخه در هورمون  با غلظت 2 ميكرومولار افزايش طول برگ، هورمون
با غلظت 1 ميكرومولار و بيشترين افزايش طول ريشه مربوط ديده شد. بيشترين افزايش طول ساقه مربوط به هورمون 

به هورمون  با غلظت 2 ميكرومولار بود.
گل آهار، ريزازديادي، هورمون سيتوكينين، كشت درون شيشه اي. گكليد واژه:

مقدمه
 (Zinnia elegans thumbelina) گل آهار ظريف
يكى از گونه هاى زينتى خانواده Asteraceae با گل هاي 
كه  است  مكزيك  وبومي  بوده  مانند  رنگارنگ، كوكب 
و پرورش مى يابد(2). امروزه تكثير درون شيشه اي يكي 
گياهان  از  بسياري  اي  خزانه  تكثير  تجاري  جنبه هاي  از 
بافت گياهي  افزايشى دارد (3).كشت  به  بوده و روند رو 
مقدمه اي در زيست فناوري و ريزازديادي( تكثير و توليد 
انبوه گياهان) از طريق فنون مختلف كشت بافت گياهي، 

اين روش از مهم ترين و موفقيت آميزترين كاربرد  يكي 
است(8). در بيشترروش هاي ريزازديادي گياهان زينتي از
محيط آگار جامد براي فراهم كردن شرايط رشد و تكثير
ريزنمونه ها استفاده مي شود (4). اين محيط در مقايسه با
محيط هاي مايع حالت هايي مانند شيشه اي شدن را كمتر
نشان مى دهد، البته گاهي به منظور تكثير بيشتر و كاهش
هم زمان پديده شيشه اي شدن از محيط داراي دو فاز (فاز
نيز نيز استفاده مي شود (5). گاهي  مايع روي فاز جامد) 
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ابتدا ريزنمونه در محيط مايع كشت داده شده و سپس به 
محيط جامد منتقل مي شوند (6). (7). هدف از اين پژوهش 
تاثير غلظت هاى مختلف هورمون هاى سيتوكينين  بررسى 

ظريف( آهار  گل  ريزازديادى  ميزان  روى  بر 
) مى باشد.

مواد و روش ها
 (Zinnia elegans thumbelina) بذرهاي گل آهار
از  پس  و  تهيه  محلات  گياه  و  گل  تحقيقات  ايستگاه  از 
30 دقيقه شستشو با آب جاري و الكل 70 درصد، توسط 
دقيقه   15 مدت  به  درصد   2 سديم  هيپوكلريت  محلول 
ضدعفوني شد. پس از 3 بار شستشو با آب مقطر استريل، 
محيط  به  لپه   2 همراه  به  رويان  و  جدا  را  بذر ها  پوسته 
به همراه غلظت هاي  (MS)اسكوگ كشت موراشيگ
مختلف كينتين و بنزيل آمينو پورين (1،2،3 ميكرومولار)، 
pH و آگار 8٪ منتقل شدند. كليه مواد، ظروف و  با 8/5
محيط هاي كشت در دماي 120 درجه سانتي گراد به مدت 
20 دقيقه اتوكلاو و پس از سرد شدن محيط هاي كشت، 
2-5 ريز نمونه به ظروف شيشه اي (ويالهاي) حاوي محيط 
با دوره نوري 16 ساعت  اتاقك رشد  منتقل و در  كشت 
 1000  -1200 نور  شدت  و  تاريكي  ساعت   8 روشنايي، 
بود.  تكرار   10 شامل  تيمار  هر  شدند.  نگهداري  لوكس 

بعد از سه هفته گياهچه ها به خاك منتقل و مراحل رويش 
بذرها به صورت هفتگي بررسي و پارامترهايي مانند درصد 
جوانه زني، تعداد و طول برگ، طول ساقه و طول ريشه 
اندازه كيري شد. درصد جوانه زني رويان ها در غلظت هاي 
مختلف هورمون هاي كينتين (KIN) و بنزيل آمينو پورين 

(BAP) از فرمول زير بدست آمد:

وآزمون  SPSS افزار نرم  از  استفاده  با  آمارى  تحليل 
 و تست دانكن در سطح كمتر از0/05 بررسي و 

رسم نمودار ها به كمك برنامه Excelصورت گرفت.
نتايج

زني  جوانه  درصد  بالاترين  شده  انجام  دربررسى هاى 
كمترين  و  كينتين  ميكرومولار  تيمار1  به  مربوط   ٪92/5
بنزيل  ميكرومولار  تيمار3  در  رويان ها  جوانه زني  درصد 
كلي  طور  به   .(1 گرديد(نمودار  مشاهده  پورين  آدنين 
KIN جوانه زني رويان ها در حضور غلظت هاي مختلف

بيشتر ازBAP بود.
ميكرومولار   3 تيمار  در حضور  برگ،  تعداد  بيشترين 
بنزيل آدنين پورين مشاهده گرديد كه با تيمارهاي ديگر 
ميكرومولار   2 تيمار  گرچه  دارد  داري  معني  اختلاف 

نمودار 1-اثر غلظت هاى متفاوت هورمون هاى سيتوكينين بر روى ميزان درصد جوانه زنى رويان هاى
(Invitro) رشد يافته در شيشه (Zinnia elegans thumbelina) گل آهار

درصد جوانه زني رويان ها 100×تعداد رويان هاى جوانه زده =
       تعداد كل رويان ها
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را موجب  بيشترين رشد طولي برگ  پورين  بنزيل آدنين 
گرديده ولي با ساير تيمار هاي BAP تفاوت معني داري 
اين تيمار باعث توليد شاخه در  نداشته است (جدول 1). 
طول  افزايش  (شكل1).بيشترين  مى شود  رست ها  دانه 
ساقه مربوط به تيمار1 ميكرومولار بنزيل آدنين پورين در 
BAP حدود 27/5 ميلي متر است و در ساير غلظت هاي

حضور  در  مى دهد.  نشان  را  كمتري  افزايش  ساقه  طول 
به  مربوط  ساقه  طول  افزايش  بيشترين   ،KIN غلظت هاي 
ميلي متر مى باشد  غلظت 2 ميكرومولار در حدود 27/27 
(جدول 1).در اين پژوهش تيمار هورموني 2 ميكرومولار 
كينتين تشكيل بلند ترين ريشه را القا نموده و در حضور 
طول  كمترين  پورين  آدنين  بنزيل  ميكرومولار   2 غلظت 

ريشه در دانه رست ها مشاهده شده است(جدول 1).

بحث و نتيجه گيري
در اين پژوهش بيشترين در صد جوانه زني رويان هاي 
گل آهار در حضور هورمون كينتين با غلظت 1 ميكرومولار 
صد  در   82/6 نيز  شاهد  گروه  در  گرديد،گرچه  مشاهده 
در  زني  بالاي جوانه  اين در صد  زده كه  رويان ها جوانه 
محيط فاقد هورمون را مي توان به حضور مقادير زيادي از 
كربن، عناصر معدني و هورمون هاي ذخيره شده در لپه ها 
بر جوانه زني رويان ها  BAP نسبت داد (9). اثر هورمون
به  است.  ديگر گزارش شده  كينتين درتحقيقات  از  بيش 
كه  داد  گزارش   2007 سال  در  Hartinie مثال  عنوان 
در محيط كشت  Labisia pumila aجوانه زني رويان هاي

حاوي BAP با غلظت 1 ميكرومولار بيش ازدرصد جوانه 
Nزنى رويان هاى محيط كشت حاوي KIN است. مشابه اين 

Zinnia elegans) جدول 1- اثر غلظت هاي مختلف هورمون  هاى سيتوكينين بر فاكتور هاي رشد دانه رست هاي گل آهار
(in vitro )در شيشه( thumbelina

( شكل1-دانه رست هاي گل آهار (Zinnia elegans thumbelina) در شيشه (
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Swainsona به  a و گياه Kniphofia aنتايج را بر روي گياه

دست آمده است (10). سيتوكينين هاى آزمايش شده در 
اين بررسى را مي توان بر اساس فعاليت هاي فيزيولوژيكي 
اثرات  داراي  كه  پورين  آمينو  بنزيل  الف-  گروه  دو  به 
تقسيم  باشد،  مي  فعال  بسيار  كينتين كه  ضعيف تر و ب- 
كرد. در رشد طولي ريشه و ساقه نيز كينتين موثرتر از بنزيل 
آمينو پورين عمل كرد، در حالي كه BAP در شاخه زايي 
اثر قوي تر و موثرتري داشت. سيتوكينين ها، هورمون هاي 
گياهي هستند كه در تنظيم فرايند هاي مختلف رشد و نمو 
حائز اهميت اند. از ميان فعاليت هاي متعدد اين هورمون، 
مورفوژنز  و  بذر  زني  جوانه  رويش،  بر  آن ها  اثرات 
از روش هاي  استفاده  قابل توجه است.با  اندام هاي هوايي 
همه  در  را  هورمون ها  اين  فعال  بسيار  متابوليسم  جديد، 
مراحل جوانه زني از مرحله جذب آب تا ظهور ريشه اوليه 
و شروع استقرار دانه نشان داده شده است (11). از طرف 
جوانه  بر  متنوعي  اثرات  اگزوژن،  ديگرسيتوكينين هاي 
تحريك  اثرات  دارند.  مختلف  گونه هاي  در  بذر ها  زني 
كنندگي آن ها بيشتر مربوط به مقابله با فاكتورهاي تنشى 
است. كينتين يكي از تنظيم كننده هاي رشد است كه دوره 
بين مي  از  القاء شده،  به وسيله شوري  را كه  دانه  خواب 
برد(12). تنش القا شده به وسيله فلزات سنگين نظير سرب 
اندوژن  افزايش زآتين و زآتين ريبوزيد  و روي، موجب 
در بذر هاي گياه نخود مى شود (13)، در حالي كه كينتين 
Lupinus را خنثي مى نمايد  اثرات مضر مس و روي در
ناميه  قوه  كينتين  كه  است  شده  گزارش  چنين  هم   .(14)
بذرهايي را كه در معرض تنش هستند از طريق محافظت 
غشاهاي سلولي در برابر تنش اكسيداتيو افزايش مي دهد 

(15). در بذر هاي تعدادي از لگوم هايي كه تعداد دانه هاي 
تاثيري  بذر  زني  جوانه  بر  سيتوكينين ها  است،  زياد  آن ها 
ندارد (16).  و همكاران(2004) ثابت كرده اند 
كه گيرنده هاي سيتوكينين مشابه در شناسايي و تشخيص 
سيتوكينين ها به عنوان ليگاند و نيزانتقال سيگنال هاي خود به 
فرايند هاي بيولوژيكي متفاوت عمل مي كنند (17). حضور 
BAP شاخه زايي و تشكيل ساقه هاي متعدد را در تحقيق 

كشت هاي  محيط  كه  حالي  در  نمود،  تحريك  حاضر، 
شاهد و حاوي كينتين در شاخه زايي شكست خوردند. اين 
و  Nikolic يافته ها در مورد باززايي ساقه ها، با تحقيقات
 ( همكاران ( 2006) هم خواني دارد(18).(2005)
BAP, KIN به تنهايي و يا به صورت تركيبى  Nنشان داد كه

برتكثير شاخه در اكاليپتوس اثرات خوبي دارند و بهترين 
تيمار شاخه زايي را در غلظت هاي 2 ميكرومولار كينتين 
ريزازديادي گونه  در  BAP ميكرومولار  و غلظت 0/25 

E.impensa بيان نمود (19). در اين پژوهش نيز اثر

قبلي هم سويي دارد. در  با پژوهش هاي  بر شاخه زايي كه 
BAP به عنوان سيتوكينين  اكثر بررسى هاى كشت بافتى،

كند. مي  عمل  زايي  شاخه  در  فعال  بسيار 
BAP اثر منفي  نشان داد  (1993)كينتين در تكثير شاخه
Bionda و همكاران (2004) نيز گزارش دادند  aدارد(20).

پديده مشابهي در رابطه با تاثير ضعيف سيتوكينين بر تكثير 
محققين  دارد(21).  وجود  Mandevilla گياه در  شاخه 
ديگر نيز اثر مثبت كاربرد سيتوكينين ها را در صفات شاخه 
BAP زايي نشان دادند(22). با به كار بردن 2ميكرو مولار

توليد شاخه و افزايش رشد طولي آن در  MS در محيط
Z.ZZ مشاهده شد.  elegans
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