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  هاي تولید گیاهی مجله پژوهش

 1391جلد نوزدهم، شماره چهارم، 
   http://jopp.gau.ac.ir  

  

در  Ophiostoma ulmiو  Ophiostoma novo-ulmi   قارچ فیلتر شدههاي کاربرد عصاره
نارون  تحمل به بیماري مرگ هلندي نارون در کردن و غربال به منظورشرایط کشت بافت، 

  (.Ulmus campestris L)  و اوجا (.Ulmus parvifolia Jacq) چینی
  

   1حسین حقیقی و 3کامبیز مشایخی، 2کامران رهنما، 1مریم ممقانی*

دانشیار گروه گیاهپزشکی 2، طبیعی گرگان و منابع انشگاه علوم کشاورزيارشد گروه گیاهپزشکی د ه کارشناسیآموخت دانش1
   طبیعی گرگان دانشگاه علوم کشاورزي و منابع بانیغستادیار گروه باا3 طبیعی گرگان، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع

  

  چکیده
استفاده از . باشد می گیاههاي نارون در اکثر مناطق کشت این  بیماري مرگ هلندي از مهمترین بیماري   

مرگ   بیماري، مطالعه اثرات متقابل گیاه نارون و عامل گیاهی تحت شرایط آزمایشگاهکشت بافت
 به هاي مقاوم تواند از طریق انتخاب، اصلاح و تکثیر ژنوتیپ کند و می  را تسهیل مینارونهلندي 

 برداري از درختان  اقدام به نمونه85 تا 83هاي  به این منظور، طی سال.  کمک کندکنترل این بیماري،
نایی کال توامنظور بررسی  به.  شد و مازندران گلستانيها اوجا و نارون چینی مناطق جنگلی استان

در  ها پس از اعمال تیمارهاي ضدعفونی کننده، ریزنمونه ،دو گونهاین زایی و میزان رشد کالوس 
ي رشد یافته ها وسکال .کشت شدندي رشد ها کننده با تیمارهاي مختلفی از تنظیم MS  کشت پایهمحیط

 .ندزنی شد  مایهOphiostoma novo-ulmiي مختلفی از عصاره قارچ ها نارون چینی و اوجا با غلظت
 در نتایج نشان داد که.  شدتعیین ها مانی سلول  و قابلیت زندهها وس وزن کال پس از تلقیح،،در پایان
داري بیشتر از رشد  طور معنی  بهعامل بیماري رشد کالوس نارون چینی در حضور عصاره مقایسه

 2/13، ي نارون چینیها وس درصد، میزان کاهش وزن کال10که در غلظت  طوري به. استکالوس اوجا 
،  بود درصد23، 50در غلظت نارون چینی ي ها مانی سلول زندههمچنین .  درصد بود28 ، و اوجادرصد

                                                
   ghazi_m2004@yahoo.com: مسئول مکاتبه*
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 در حضور  کهدهد می نشان یجانت.  درصد بود2، 50 در غلظت  اوجايها وسمانی کال که زنده درحالی
 بیشتر ي اوجاها  از کالوسن چینیي ناروها  میزان تحمل و زنده مانی کالوسعصاره عامل بیماري،

عصاره عامل به را  گونه نارون چینی نسبت به اوجا بیشترین مقاومت ،براساس این بررسی .است
  غربال کردن،ي متحملها توان نسبت به انتخاب کالوس میبنابراین با این روش  .دادندبیماري نشان 
 . را تسریع نمودگیاهان مقاوم

  
  Ophiostoma novo-ulmi ،ندي نارون، کشت بافتمرگ هل:  کلیدييها واژه

  
  مقدمه

     شد، که معروفترین با می گونه 30 با بیش از Ulmaceae و خانواده Ulmusگیاه نارون از جنس 
مرگ بیماري عامل  .هستند 5 چینینو نارو4، نارون چتري3، اوجا2، نارون مجنون1ي آن ملجها گونه

 هستند Ophiostoma novo-ulmiو  Ophiostoma ulmiرچ  قا ازدو گونهشامل ، 6هلندي نارون
در مناطق مختلف بر اثر این بیماري زوال و خشکیدگی درختان نارون . )2009ممقانی و همکاران، (

لغ قابل توجهی جهت بهبود درختان آلوده یا جایگزینی آنها نه مباجهان همواره مدنظر بوده و سالی
 از اروپاي شمال غربی گزارش شد 1918ارون، اولین بار در سال بیماري مرگ هلندي ن. شود میهزینه 

بر روي درختان ملج و ، 1959 ایران در سال  دربار  اولین این بیماري).1986کارنوسکی و میکلر، (
رهنما و (  نواحی جنگلی گسترش یافتسایر در سپس و شد پارك ملی گلستان گزارش منطقهاوجا از 

هنوز ي مختلف کشور، ها  کشت نارون در قسمتکاهش خلافبر  امروزه.)2000همکاران، 
این بیماري یکی از . شود میبه خصوص در استان گلستان مشاهده  ها جنگلیی در سطح ها آلودگی

 .)2002رهنما و همکاران، ( رود میشمار   بهسطح جهاناحداث جنگل و پارك در عوامل محدودکننده 

                                                
1- Ulmus glabra  
2- Ulmus glabra var. pendula 
3- Ulmus campestris 
4- Ulmus carpinifolia var. umbraculifera 
5- Ulmus parvifolia 
6- Dutch Elm Disease  
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 که علاوه بر ست اهاي شمال ایران صنعتی موجود در جنگل از ارزشمندترین درختان 1 ناروناندرخت
. شوند هاي شمال ایران محسوب می  اکوسیستم جنگل در تشکیلهاي مهم ارزش اقتصادي، از گونه

ترین دلایل آن وقوع بیماري   رو به کاهش است که یکی از مهم امروزه تعداد این درختان به شدت
این  در زمینه پژوهش لزوم ، کشورفدر مناطق مختلاري توسعه بیمروند . مرگ هلندي نارون است

 استفاده از بیماريترین روش مبارزه با این  طورکلی مناسب به .ازدس میرا هر چه بیشتر روشن بیماري 
ي مقاوم ها  امکان تکثیر کالوسکهازدیادي این درختان از طریق کشت بافت  ریز .باشد میارقام مقاوم 

 کشت سلول ).b2007 ممقانی و همکاران، (از اهمیت زیادي برخوردار است، سازد نارون را فراهم می
هاي   براي انتقال ژنوسیعیافته که در سطح  اي توسعه هاي اخیر به گونه هاي گیاهی طی سال و بافت

از طرف  .)1997پیریک،  (گیرد میهاي گیاهی، مورد استفاده قرار  کننده مقاومت به آفات و بیماريایجاد
پذیر نیست  گیر بودن، در بسیاري از موارد امکان ، علاوه بر وقت2انتخابروش  صلاح گیاهان به ادیگر

ي گزینش ها  کشت بافت، تکثیر گونه دیگراز مزایاي). 2004شاه پیري و همکاران، ؛ 2002آروین، (
ی از یک. )2007ویدورانگ و همکاران،  (باشد میشده و همچنین امکان انجام کار در تمام طول سال 

مهمترین دستاوردهاي کشت بافت، استفاده از این روش در زمینه شناسایی و تولید درختان مقاوم به 
 به زنی توده سلولی تمایز نیافته نارون  با استفاده از مایه.)1988ززگولا، (  است بودهمرگ هلندي نارون

 را  گیاه نارونیزیولوژیکح توانمندي فوسطتوان  می، شده عامل بیماري عامل بیماري یا عصاره صاف
 ).a1990 پیجوت و همکاران،؛ 1972؛ روبرتز، 1966روبرتز، (تعیین نمود تر  سریع ،در مقابله با بیماري

یا ) خام عصاره(ي گیاهی در معرض عوامل بیماریزا ها را با قرار دادن سلولي مقاوم ها ژنوتیپگزینش 
 انجام دادتوان  می ،ي زنده ماندهها از سلولو سپس باززایی گیاهان ) عصاره خالص(توکسین آنها 

عنوان  ي زنده مانده ممکن است بهها  سلول).2001،  و همکاراندرافایل؛ 1984تاکایی و هیروتسوکا، (
 باشند که در ي سوماکلونالها ي ژنتیکی در یک ریزنمونه وجود داشته باشند یا واریانتها نتاواری

هر دو نوع کشت کالوس و سوسپانسیون سلولی جهت مطالعه . اند وجود آمده شرایط آزمایشگاه به
 با ندموفق شد) 1972(و اسمالی  لستر). 1988، ززگولا(شوند  میزاي گیاهی استفاده  عوامل بیماري

                                                
1- Ulmus sp. 
2- Selection 
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کالوس تولید  ،BA میکرومولار 10 تا 5 حاوي MSبر روي محیط کشت  1نارون سیبریاییکشت برگی 
، از برگ 2منظور ریزازدیادي نارون کاملین به) 1998(ا و همکاران بنجوری. )1997وال و همکاران،  (کند

 از طریق کشت بافت U. minor  نارونتکثیر .کردندان ریزنمونه استفاده وعن و رگبرگ میانی به
موفق ) 2003(اوستري و وارد  ).1993ت و همکاران، چکور(دار نیز انجام شده است  ي جوانهها شاخه

برگ  حاصل از اي مقاومت چندین کلون از کالوس شیشه اي کشت درونه شدند با انجام آزمایش
، جهت )1991(همچنین آگراوال و گوپتا  . ارزیابی کنند4 را به بیماري لکه برگی سپترویایی3سپیدار
 دار ي جوانهها سرشاخهي مقاوم به بیماري لکه برگی سپتوریایی، از روش کشت ها یابی به کلون دست

بیان کردند ) b1990( پیجوت و همکاران .کردند 5 موراشیگ و اسکوگط کشت بر روي محی،سپیدار
زایی بر روي کالوس  انجام آزمون بیماري ،هلندياستفاده  به مرگ  گیاه نارونقاومتکه جهت بررسی م

والنتاین و  .تر است  مقرون به صرفهیي نارون از نظر زمانها در مقایسه با انجام این آزمون بر روي قلمه
 Hypoxylon به شانکرPopulus tremuloides منظور بررسی مقاومت به) 1988(ران کامه

mammatumدر تماس عصاره خالص عامل بیماري قرار  راد شده این گیاهاي ریزازدیها ، کالوس 
 را در معرض عصاره خالص Prunus persicaي کالوس گیاه ها کشت) 1988(مرش لاگ ها  .ندددا

ي زنده مانده را ها ي مقاوم از کالوسها ه قرار داد و گیاهچXanthomonas campestrisشده باکتري 
) مقاوم به مرگ هلندي نارون (Ulmus americanaي ها پیجوت نشان داد که کالوس .باززایی نمود

دست آمده از درختان  ي بهها حالی که کالوسدرزنده ماندند،  Ophiostoma ulmiدر حضور عصاره 
 کروري و همکاران،؛ a1990 ،پیجوت و همکاران (از بین رفتندقارچ حساس در حضور عصاره 

 چینی و ي کالوس در دو گونه نارونها مانی سلول بار، قابلیت زنده  در این بررسی براي اولین ).1992
هدف از  .عنوان یک الگوي عملی با ترکیبات رنگ آمیزي حیاتی مورد آزمایش قرار گرفته است  بهاوجا
ین بهترین محیط کشت پایه به همراه مناسبترین غلظت هورمونی براي استقرار و  تعیپژوهشاین 

                                                
1- Ulmus pumila 
2- Commelin 
3- Populus sp. 
4- Septoria mosiva 
5- Murashige and Skoog 
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 بررسی  و به روش کشت بافتي گرفته شده از دو گونه نارون چینی و اوجاها  ریزنمونهریزازدیادي
  .باشد می میزان تحمل کالوس این دو گونه به عصاره قارچ عامل مرگ هلندي نارون

  
  ها مواد و روش

اقدام به  ،85 و 84، 83ي ها طی بازدیدهاي مکرر، در سال: کالوس تولید جهت  گیاهینمونهتهیه 
 استان گلستان يها جنگلو نارون چینی   درختان اوجاي انتهایی و جانبیها  از جوانهبرداري نمونه

  .صورت گرفت )بهشهر( و مازندران) گرگان، شصت کلاته(
منظور  به کرده ومتر تقسیم   سانتی5 تا 2 به قطعات  رااه نمونه :ها  و ازدیاد کالوسها  ریزنمونهکشت

 30مدت   و بهند برس کشی شد، با مایع ظرفشویی و آبآنها را، ها ریزنمونهکاهش آلودگی سطحی 
ي روي ها سپس به کمک تیغ استریل، فلس .گردیدندور   درصد غوطه1بنومیل قارچکش دقیقه در 

 در .ور شدند  درصد غوطه70در الکل  دقیقه پنجمدت  به ها نمونه ،پس از شستشو،  جدا شدها جوانه
در هر .  دقیقه قرار داده شدند2 درصد کلرید جیوه به مدت 1/0 در محلول ها  ریزنمونه،آخرین مرحله

 .)1986فینک و همکاران،  ( با آب دوبار تقطیر استریل انجام شدها مرحله ضدعفونی، آبکشی نمونه
 صورت مورب برش زده که هر قطعه با یک گره یا ري بهمت  سانتی1ت  به قطعا راها ریزنمونه

 در طول شاخه ایجاد  استریلچک با نوك اسکالپل کو یک برش. همراه بود یا انتهاییجانبی جوانه
متر داخل محیط کشت قرار داده   میلی3 به عمق مورب، می یا ک عمود صورت بهها ریزنمونهگردید و 

 و تعیین بهترین محیط کشت و مناسب ترین تیمار براي رشد ها یی ریزنمونهمنظور کشت ابتدا به .شدند
ي کشت مختلف بر رشد ها منظور بررسی تاثیر محیط به.  استفاده شدMSکشت محیط  از ها کالوس

.  تکرار استفاده شد3 رشد و  تنظیم کننده تیمار8 با MS و کالوس زایی از محیط پایه ها ریزنمونه
 درصد همراه با 20 شیر نارگیل ، درصد20شیر نارگیل ، )شاهد(کننده رشد  ون تنظیمبد:  شاملتیمارها

، بنزیل )ام پی  پی5/0محلول پایه  از ml 3 (توفوردي، )ام پی  پی5/0 از محلول پایه ml4( 1توفوردي
 و) ما پی  پی5/0 از محلول پایه NAA() ml 4( نفتالین استیک اسید ،)ام پی  پیBA( )1/0(آمینو پورین 

   ).ام پی  پیKin() 5/0(کینتین 

                                                
2,4 Dichloro Phenoxy Acetic Acid-1  
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 مورد استفاده در این O. novo-ulmiجدایه قارچ  :مرگ هلندي نارونعامل   قارچعصارهتهیه 
شناسی گروه گیاهپزشکی دانشگاه علوم کشاورزي و منابع   از کلکسیون آزمایشگاه بیماريپژوهش

 مایع سیب  کشت محیطاز ،ل بیماريعاممنظور تهیه سوسپانسیون اسپور  به .طبیعی گرگان تهیه شد
ي مایع تلقیح شده با قارچ عامل مرگ هلندي نارون ها کشت. استفاده شد )PDB (1 دکستروز-زمینی

)  دقیقه در دور90(گراد و نور پایین بر روي دستگاه چرخان   درجه سانتی22 روز در دماي 25مدت  به
ي عاري از اسپور تهیه ها عصاره نسیون اسپور،ي سوسپاها کشتاز  ، این مدتبعد از. قرار داده شدند

 لایه عبور داده شد، سپس 4  شده  اتوکلاوها از پارچه ململ  براي انجام این کار، مایع درون ارلن.شد
، سوسپانسیون اسپور قارچ از کاغذهاي )CU (2توکسین سراتوالمینقارچ حاوي براي تهیه عصاره 

 شده بلافاصله در صاف و عصاره یکرومتر عبور داده شد م2/0صافی نیترو سلولزي با قطر منافذ 
  اسپور و مسیلیومنبودنجهت اطمینان از  ).a1990پیجوت و همکاران،  (ي لازم استفاده شدها غلظت

ي حاوي ها بر روي سطح پتري  مذکورسی از عصاره  یک سی صاف شده، عصارهعامل بیماري در
 گراد  درجه سانتی25±1  در دمايشد وجام ان ططمخ ، کشت دو درصد3 آگار–کشت آب  محیط

، بعد از یک هفته هیچ گونه رشدي از قارچ بر روي ند روز در انکوباتور قرار داده شد10 تا 7مدت  به
که عدم رشد قارچ بر روي محیط کشت موید  )1988هامرش لاگ، ( محیط کشت مذکور مشاهده نشد

  .ه بود شدصافعدم وجود پروپاگول عامل بیماري در عصاره 
در دو  ي نارون با عصارهها زنی نهال مایه: ي نارون چینی با عصاره عامل بیماريها زنی نهال مایه

  . متري از محل تلقیح اول انجام شد  سانتی25متري بالاي طوقه و دیگري به فاصله   سانتی5ناحیه 
قت  با رMSي نارون در محیط کشت پایه ها بررسی تاثیر عصاره قارچ بر رشد کالوس

2
1 : 

ي مختلف عصاره از محیط کشت ها ي کالوس در غلظتها منظور ارزیابی و سنجش زنده مانی سلول به
MS غلظت با

2
دهنده این محیط کشت که شامل  میزان تمام عناصر تشکیل.  استفاده شدpH=6/5 و 1

گلیسین و میواینوزیتول بود، به نصف تقلیل یافت، ولی مقادیر ها،  محلول ماکرو، میکرو، آهن، ویتامین
عد از  ب،محیط فوق. )1962موراشیگ و اسکوگ،  (ساکارز و آگار مصرفی ثابت بود و تغییري نکرد

                                                
 Potato Dextrose Broth-1  

2- Cerato-ulmin 
 Water Agar-3  
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 50 و 20، 10، 5، 1ي ها استریل غلظت تحت شرایط. اي ریخته شده اتوکلاو شدن داخل ظروف شیش
 بدون عصاره MSکشت محیط .  تکرار اعمال شد4از تیمارها در درصد از عصاره تهیه و به هر یک 

گرم انتخاب و در 5/0جهت مایه زنی، قطعات کالوس با وزن . عنوان تیمار شاهد در نظر گرفته شد به
 داري شدند گراد نگه  درجه سانتی23±1در دماي  هفته 7مدت  به سطح محیط قرار داده شدند و

ر حضور عصاره قارچ،  دها  سلول زنده مانیگیري قابلیت منظور اندازه به ).a1990پیجوت و همکاران، (
 گرم از 5/0ترتیب که  ینا  به).1975زور، ا و مویلات( استفاده شد 1آمیزي تترازولیوم از آزمون رنگ

سپس .  شدگذاشته رنگ تترازولیوم یک درصد شده با عصاره قارچ در محلول بی زنی ي مایهها وسکال
داري   نگه ساعت در شرایط تاریکی3مدت  گراد به  درجه سانتی45 تا 40کوباتور با دماي  در انها نمونه

 صورت گرفت و در نتیجه درصد 96 الکل اتیلیک توسط روش رنگبري از کالوس سرانجام، .شد
 شده توسط عصاره میزان آسیب وارد .)2001ابراهیم و کوییک،  ( انجام شدها استخراج رنگ از نمونه

دستگاه اسپکتروفوتومتر با هاي تیمار شده در مقایسه با نمونه شاهد   به نمونه هلندي نارونعامل مرگ
منظور تعیین قابلیت رشد  در پایان به. )2003پلا و همکاران، (گیري شد  اندازه نانومتر 480با طول موج 

 ي انجام شد در پترMSي مختلف عصاره، کشت آنها بر روي محیط ها ي تیمار شده با غلظتها وسکال
  .)a2007 ممقانی،(

 6، با  طرح کاملاً تصادفی قالب طرح فاکتوریل دربا استفاده از،  ها  وسزنی کال  پس از مایه   :طرح آماري 
ریتـز  ( انجام شد 2سخ پا- منحنی دز و Rفزار    با استفاده از نرمها تجزیه و تحلیل داده  ،   تکرار 4تیمار و   

  ). 2005و استریبیگ، 
  

  نتایج
در محیط  و شیرنارگیل کننده رشد تنظیمدر تیمارهاي مختلف رشد کالوس نارون چینی مقایسه 

تاثیر . )1شکل  ( داشتندمتفاوتی تاثیر ها وسي رشد روي وزن کالها کننده نوع محیط و تنظیم :MSپایه 
  درصد5 در سطح احتمال ها وسرشد کالمیزان  بر روي MS پایهمحیط به شده  تیمارهاي اعمال

 درصد شیر 20 حاوي MSروش دانکن نشان داد که تیمار  میانگین تیمارها بهمقایسه  .ار بودد معنی

                                                
 Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC test)-1  
 Dose Response Curve-2  
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بالاترین وزن کالوس . داشتنسبت به سایر تیمارها  ها وس در وزن کالداري افزایش معنی) A(نارگیل 
ه همراه شیرنارگیل بو کمترین مربوط به تیمار   گرم37/2با وزن   درصد شیرنارگیل20مربوط به تیمار 

   ).1 جدول( گرم بود 16/0 با وزنتوفوردي 
 3 پـس از  ها گیري کال اندازه: ي نارون چینی و اوجا از نظر میزان رشد و رنگها مقایسه ظاهري کال 

 مکمل MSي نارون چینی رشد یافته بر روي محیط پایه         ها  دهد که میزان زنده مانی کال      میهفته نشان   
ي رشـد  هـا  ي اوجا بیشتر بود، به طوري که بعد از این مدت کالوسها  البا شیر نارگیل، در مقایسه با ک      

کال . کرده نارون چینی تمام سطح محیط را فرا گرفتند ولی این رشد در کالوس اوجا بسیار آهسته بود               
اي تغییر رنگ  به وجود آمده از نارون چینی، کرم و روشن ولی در اوجا به سرعت از رنگ زرد به قهوه            

  ).2شکل (دادند 
  

 
 

: ي رشد، الفها کننده  حاوي تنظیمMSمحیط پایه  ي واکشت شده نارون چینی درها  مشخصات ظاهري کال-1 شکل
نفتـالین اسـتیک   : کینتـین، و : بنزیل آدنـین، ه :  توفوردي، د:ج توفوردي،+ شیر نارگیل : شیرنارگیل بیست درصد، ب

  . درصد20 کشت شده در تیمار شیرنارگیل کالوس: شاهد، ي: اسید، ز

 د ج ب  الف

 ي ز و ه



1391) 4(، شماره )19(هاي تولید گیاهی  مجله پژوهش   
 

 125

  

  . حاوي شیر نارگیلMSنارون چینی در محیط کشت : اوجا و ب:  مقایسه کالوس، الف-2شکل 
  

زنی  بیست روز پس از مایه: ي نارون چینیها  به نهالصاف شده عامل بیماري تلقیح عصاره
صورت تغییر رنگ تدریجی  ه ابتدایی بمعلای. شدبیماري ظاهر  می، علا عصارهه بي نارون چینیها نهال

 علایم. ایجاد شددر آنها  پژمردگی خشک و حالت ها بعد از مدتی شاخه. بودم پژمردگی یو ظهور علا
 ایجاد ها که سوسپانسیون قارچ در نهال  می توسط عصاره حاوي توکسین به علایها ایجاد شده در نهال

   .شابهت داشتکند،  می
  عصاره عامل بیماري به زنیههفته بعد از مای 7 :ها وسکالعصاره به  مایه زنی نتایج به دست آمده از

 از ها  پاسخ، داده–ي دز ها طبق منحنی.  یادداشت شدها ي نارون چینی و اوجا، وزن کالها وسکال
 ها وسدست آمده، کال براساس نمودارهاي به. کردند میتبعیت ) 4g(معادله لجستیک نوع چهار پارامتري 

با افزایش غلظت دهد که  مینتایج نشان .  عصاره نشان دادند مختلفيها ي متفاوتی به رقتها خپاس
 به  درصد50که عصاره قارچ با غلظت  میهنگا. یابد میعصاره، وزن کالوس در هر دو گونه کاهش 

 زنی شده با ي مایهها وس روز در کال10پس از .  متوقف شدها وسشد، رشد کال مایه زنی ها وسکال
  درصد5 و 1ي ها در حالی که در غلظت. اي شدن مشاهده شد  درصد، حالت نکروز و قهوه50غلظت 

 در یک شاهدتیمار در مقایسه با  از نظر وزنی ها وسمشاهده نشد و کال ها وس کالرشد در اثر بازدارنده
 ولی ، نشد مشاهدهي درصد در وزن کالوس نارون چینی تغییر10از غلظت صفر تا  .سطح قرار داشتند

 50 و 20افزایش غلظت عصاره در تیمارهاي .  درصد شدید بود20کاهش وزن کالوس در غلظت 
روند مشابهی براي رقم اوجا نیز . )3شکل (میزان رشد کالوس شد  می گر7/0درصد منجر به کاهش 

اوجا که تفاوت وزن کالوس  طوري به. مشاهده شد، ولی کاهش وزن کالوس در نارون چینی بیشتر بود

 ب الف
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، مجانب پایین و شیب از نظر )4شکل (با توجه به نتایج حاصل . ي مختلف زیاد نبودها در غلظت
داري داشت و فرمول   مجانب بالایی اختلاف معنیداري با یکدیگر نداشتند، ولی آماري اختلاف معنی

  : پارامتري گامپرتز به این صورت است4معادله ، )1(
)1                          (                                    f(x)= c + (d-c) exp (-exp(b(log(x)- e))) 

 50 و 20شود، در دو غلظت  میطور که مشاهده   نمودار به این صورت اصلاح شد و همانبنابراین
 نشد و این کاهش وزن در هر دو گونه تقریباً هدرصد، تفاوتی در کاهش وزن دو گونه کالوس مشاهد

 8/1 درصد حدود 10 ولی افزایش وزن کالوس نارون چینی در غلظت .)4شکل ( گرم بود 5/0معادل 
 در دو گونه نارون  کالوسدهد که سرعت رشد مینتایج نشان  . گرم بود7/0گرم و در اوجا حدود 

کالوس همچنین در هر دو گونه با افزایش غلظت، سرعت رشد . )5شکل  (چینی و اوجا متفاوت است
  .دشش رشد بیشتر مشاهده هتر کالوس، کاشلی در نارون چینی به دلیل رشد بی و،کمتر شد

  

 داري در  روز نگـه 35پس از ( MS  در محیطها  تأثیر ترکیبات مختلف بر وزن و خصوصیات ظاهري کال-1 جدول

  ).    تکرار3گراد، با   درجه سانتی25 ±2دماي

 غلظت  تیمارها
وزن کالوس درمحیط 

  ظاهريشکل رنگ  )گرم (MSکشت

  محکم و سخت  زرد روشن  a37/2   درصد20   20%شیرنارگیل : الف
شیرنارگیل همراه :ب

  )D-4،2(توفوردي 
cc4 5/0 از محلول پایه   

 %20پی پی ام با شیر نارگیل 
c  16/0  سست  تیره رنگ  

   5/0 از محلول پایه D-4،2(  cc3(توفوردي :ج
 پی پی ام

c19/0  سست  تیره رنگ  

نسبتا ترد و   زرد رنگ  b95/0  پی پی امBA(  1/0(بنزیل آدنین : د
  شکننده

نفتالین استیک اسید : و
)NAA (  

cc 4 5/0 از محلول پایه   
 پی پی ام

b33/1   کرم مایل به
  سست و آبدار  قهوه اي

  سست  تیره رنگ  b09/1  پی پی امKin (  5/0(کینتین : ه
  سست  کرم رنگ  b08/1 فقط محیط کشت  شاهد: ز

LSD )558/0    ) درصد      
  .محیط موراشیگ و اسکوگ:  MS. درصد تفاوت معنی دار دارند5یی که داراي حروف مشترك نیستند، در سطح ها میانگین
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در وزن کالوس دو گونه نارون چینی  ،Ophiostoma novo-ulmi قارچ ي مختلف عصارهها  تأثیر غلظت-3شکل 
  . هفته7 پس از و اوجا

    
دو گونه نارون چینی  در وزن کالوس Ophiostoma novo-ulmi  قارچختلف عصارهي مها  تأثیر غلظت-4شکل 
  . شدند همپوشانی، زمانی که دو شکل هفته7 پس از و اوجا

 )درصد(غلظت عصاره قارچ 

 )درصد(غلظت عصاره قارچ 
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   . هفته7 پس از ي مختلف عصاره، در رشد کالوس دو گونه نارون چینی و اوجاها  تأثیر غلظت-5شکل 

  
شـده از   ترازولیوم، میزان مایع رنگـی خـارج      مده از آزمون ت   دست آ  در نتایج به  : نتایج آزمون تترازولیوم  

 هـر  دست آمده از کـالوس  شدت رنگ محلول به .  متفاوت بود  ي مختلف  تیمارها  در ي کالوس ها  سلول
ي هـا  کـه در غلظـت   ن عصاره قرمز پررنگ بود درحالیي پاییها غلظتدر   دو گونه نارون چینی و اوجا     

رنگ بـه صـورتی و حتـی سـفید یـا       فته و این رنگ از قرمز کم   خود گر  بالاتر، کالوس رنگ کمتري به    
   :)2 (ي کالوس با استفاده از فرمولها مانی سلول زنده میزان. )7 و 6ي ها شکل( رنگ متمایل شد بی
  

1ODتیمار مایه زنی شده   
×100 

ODشاهد   
  

                                                                               
                                                

1 -  :OD نانومتر480عدد خوانده شده توسط اسپکتروفتومتر در طول موج  . 

 )درصد(غلظت عصاره قارچ 
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ي کالوس در هر ها مانی سلول درصد زنده، 8با توجه به شکل  ).2001ابراهیم و کوییک، (دست آمد  به
 درصد، میزان مرگ و میر 50 و 20ي بالاي ها در غلظت . با افزایش غلظت رابطه معکوس دارد گونهود

ي کالوس ها انی سلولم  درصد میزان زنده10ي پایین، براي مثال ها در غلظت.  بیشتر بودها سلولدر 
 درصد 85 و 90تیب تر  درصد به1 درصد و در غلظت 35 و 50ترتیب معادل  نارون چینی و اوجا به

 درصد در مقایسه با 50شده نارون چینی در غلظت  زنی ي کالوس مایهها مانی سلول درصد زنده. است
  . )8شکل  ( درصد بود20گونه اوجا، 

  

  
  درصد50)  و        درصد      20)    ه    درصد         10) د           درصد      5) ج                 درصد1) ب             صفر درصد) الف  

  

از راست به چپ به .  درصد96 رنگ خارج شده از کالوس نارون چینی پس از قرارگرفتن در الکل اتیلیک -6شکل 
  . درصد50 و 20، 10، 5، 1، 0: يها ترتیب غلظت

  

  
  درصد50)      و    درصد      20)    ه    درصد         10)       د     درصد      5)     ج    درصد         1)         ب    صفر درصد ) لفا  
  

از راست به چپ به ترتیب .  درصد96 رنگ خارج شده از کالوس اوجا پس از قرارگرفتن در الکل اتیلیک -7شکل 
  . درصد50 و 20، 10، 5، 1، 0: يها غلظت
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گیري شده  ي مختلف عصاره اندازهها ي کالوس نارون چینی و اوجا در غلظتها  درصد زنده مانی سلول- 8شکل 
  .توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر

 
 با رقت MSشده بر روي محیط      زنی  ي مایه ها  نتایج کشت مجدد کالوس   

2
 نشان داد که در غلظت 1

ي سـاپروفیت  ها ي بالاتر قارچها ، کالوس نارون چینی قادر به ادامه رشد بود اما در غلظت درصد5 و   1
  با رقـت MSدر گونه اوجا هیچ گونه رشدي از کالوس بر روي محیط کشت  . مانع رشد کالوس شدند   

2
 O. novo-ulmi قـارچ ي نارون چینی و اوجا نشان داد که عصاره ها زنی کالوس مایه.  مشاهده نشد1

عـصاره قـارچ مـذکور،    . گـذارد  میي کالوس هر دو گونه تاثیر ها مانی و رشد سلول  بر روي میزان زنده   
 اثر ممانعت و بازدارندگی داشت و این ممانعت رشدي با افزایش غلظت عـصاره               ها  روي رشد کالوس  

 50همچنین غلظـت  . ن چینی بودي اوجا بیشتر از ناروها بیشتر شد، ولی این اثر بازدارندگی در کالوس     
  . شدها درصد عصاره در هر دو گونه، موجب توقف کامل در رشد کالوس

  
  بحث

این امر عمدتاً بـه دلیـل ترشـح مـواد        ي درختی اغلب با مشکلاتی همراه است،        ها  کشت بافت گونه     
شده  عی غیرکنترلي درختی از محیط طبیها ي گونهها  جوانهانتخاب و ، فنلی و یا سایر عواملموسیلاژي

 )درصد(غلظت عصاره قارچ 
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اثـر پـذیري مـواد     ، باعـث شـد  هـا   ترشح مقدار زیادي مواد موسیلاژي بعـد از حـذف فلـس         .باشد می
بین رفتند کـه بـا اسـتفاده از    از  یش در طول آزماها ضدعفونی کننده تقلیل یابد و تعداد زیادي از نمونه       

ي چوبی به دلایل مختلـف  ها اي گونه  کشت درون شیشه.تیمار کلرید جیوه میزان آلودگی کاهش یافت      
 ضـدعفونی سـخت تـر و    ،هـا  باززایی نسبتاً ضعیف، سرعت کم تکثیر، نقش خواب در جوانه          از جمله 

 MS  پایه محیط از آنجا که ).1997پیریک، (ي علفی مشکل تر است ها ترشح مواد فنلی، نسبت به گونه
 گـران   پژوهشتوسط   چوب تي درختی سخ  ها  گونهدر مورد بسیاري از      )1962 موراشیگ و اسکوگ،    (

  نیـز پـژوهش  در ایـن  . اسـت  نتیجه مطلوب داشـته  نیزاستفاده از آن  زیادي مورد استفاده قرار گرفته و     
 ي رشدها کننده تنظیماز این محیط پایه با افزودن برخی  ها زایی ریزنمونه جهت کشت، استقرار و کالوس

 در حضور شیر نارگیل نسبت به MSیط پایه  در محها وس افزایش وزن کالپژوهشدر این  . شداستفاده
علـی رغـم    .)b2007  و همکـاران، ممقـانی  ()1جدول (کند  می اثر مطلوب این ترکیب را تایید       ،شاهد

 حضور توفوردي در تیمار  که در تیمار حاوي شیر نارگیل، مشاهده شدها وسافزایش معنی دار وزن کال
احتمالاً حـضور توفـوردي بـا شـیر نارگیـل یـک اثـر             .دهد میر نارگیل را کاهش     شیشیر نارگیل تاثیر    

دهد که شـیر نارگیـل در    می نشان ها نتیجه تجزیه و تحلیل داده   .  دارد ها  وسبازدارنده در میزان رشد کال    
ر کـال زایـی از بـرگ    د) a1990(وت و همکـاران  جپی.  تاثیر زیادي داشته استها وسافزایش وزن کال  
شـیر نارگیـل   .  درصد به نتایج مشابهی دست یافتند10تیمار شیر نارگیل  با استفاده از   1نارون آمریکایی 

ویـدورانگ و همکـاران،    (ت درصد روغـن اس ـ 35 تا 30که محتوي ) 2/6(اسیدي   pH بامایعی است   
 اهمیت در این بررسی، تاثیر مثبت این ترکیب طبیعی در افزایش وزن کالوس و بـه    داراينکته  . )2007

تواند به علت خاصیت شبه سیتوکنینی شـیر نارگیـل           میباشد که    میري کالوس   تعویق انداختن دوره پی   
ي تقـسیم سـلولی نقـش دارنـد     هـا   هم در تشکیل کالوس و هم تسریع فراینـد     ها  باشد، زیرا سیتوکینین  

شود،  می بیشتر کال زایی ءي رشد تا حد معینی باعث القاها افزایش غلظت تنظیم کننده ).2002آروین، (
 باعـث  ، بـالاتر رود  حدرانی کال زایی دانست و چنانچه از این   حتوان آن را غلظت ب     می که   به گونه اي  

 که ایجاد   ندنشان داد ) 1997(اران  کوال و هم   ).b2007 و همکاران،    ممقانی(شود   میی  یکاهش کال زا  
 علایـم ظاهر شدن توکسین موجب . پذیر است سهولت امکان  سیبریایی و اوجا به کالوس از برگ نارون   

تاکـایی و هیراتـسوکا،   (د شـو  می بیماري مرگ هلندي نارونعلائم  افیزیولوژیک و مرفولوژیک مشابه ب  
                                                
1- Ulmus  americana    
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بافت چوبی   میي پارانشیها  سلولوارد عبور کرده و  سلولی از منافذ غشاء سراتوالمین نیتوکس). 1984
جود در عناصر آوندي مو میي پارانشیها  به ناحیه سلول سراتوالمیني  ها  با ورود مولکول  . شود مینارون  

ق رکاهش تع ـ) 1966 (زهمچنین روبرت. شود می توکسین، افزایش پدیده تنفس حادث    بهو واکنش آنها    
تواند در کـاهش تعـرق نقـش     می سراتوالمینبنابراین . گزارش کرد O. ulmi هي آلوده بها را در نارون
 هـا  رت وارد بـر الکترولیـت   و خـسا فزایش تنفس، تخریب نفوذپذیري غشاکاهش تعرق، ا . داشته باشد 

 عوامـل . ي نارون در سطح سلولی اثر متقابلی وجـود دارد ها  و بافت سراتوالمینبیانگر آن است که بین      
از جمله عوامل شـناخته شـده   . دن تاثیر دارعامل مرگ هلندي نارون در درختان نارون    بر توسعه    زیادي

تـوان طـول آونـد     مـی د، ن نقش دارO. novo-ulmiدر میزبان که در حساسیت درختان نارون به قارچ 
 ،د نواحی لیگنینی شده، تولید تایلوزی میزان انسداد آوندي، تول  ،چوبی، قطر آوندها و میزان رشد درخت      

وال و همکاران  .)1972روبرتز،  (نام برد را  تولید مواد شبه فیتوآلکسینی، میزان تعرق، تنفس و فتوسنتز          
 O. ulmi بـه وسـیله اسـپورهاي قـارچ     U. pumilaي نـارون  هـا  دریافتند که مایه زنی سلول) 1997(

ي سوسپانـسیون  هـا   مایـه زنـی کـشت      . شده اسـت   1لیاز -موجب تحریک در فعالیت فنیل آلانین آمینو      
 نـشان داد کـه تجمـع    O. ulmiبـا اسـپورهاي   ) حـساس (و اوجـا  ) مقـاوم (سلولی نـارون سـیبریایی   

 در سوسپانسیون سـلولی  به طوري که ،ه متفاوت است اسکوپولتین هیدروکسی کومارین در این دو گون      
زنی  از جوانه 2نتی مشاهده شد که اسکوپولدیگردر آزمایشات   . ندیافترا  تجمع   ینبیشترنارون سیبریایی   

پیجـوت و   .)1997وال و همکـاران،   (ي آن جلـوگیري کـرد  هـا  مسیلیوم  و رشد O. ulmiاسپورهاي 
ي کالوس به دست آمده از برگ نـارون آمریکـایی تلقـیح        ها مشاهد کردند که سلول   ) a1990(همکاران

در ساختار سلولی نشان ) حساس و مقاوم(یی را با توجه به نوع رقم ها ، تفاوتO. ulmiشده با عصاره 
ن یتوکـس  میکـرو مـولار از   2براي هر دو رقـم مقـاوم و حـساس نـارون، در غلظـت بـالاي           . دهند می

دهـد کـه میـزان پژمردگـی         میشان  ناین نتایج   .  مشاهده شد  اه   درصدي سلول  75، تخریب   سراتوالمین
ي دفـاع  هـا  یکـی از سیـستم   . مرتبط استها  موجود در بافت برگتوکسین سراتوالمین با میزان  ها  برگ

فیزیولوژیکی درختان نارون مقاوم به مرگ هلندي نارون، کاهش میـزان فعالیـت آنـزیم کاتـالاز اسـت           
ي سـلولی، روش    هـا    در کـشت   هـا   بـودن سـلول    نظـور تعیـین زنـده     به م ). 1992کروري و همکاران،    (

                                                
1- Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) 
2- Scopoletin 
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این روش بـر اسـاس   . گزارش شده است  مثبت  ) 1975(توسط تاویل و مزور     آمیزي با تترازولیوم     رنگ
منظـور از زنـده بـودن سـلول، اسـتعداد          . باشد می بافت و میزان تنفس نسبی      ها  بودن بافت  زنده یا مرده  

آزمون تترازولیوم کلراید یک روش بیوشیمیایی بـراي انـدازه        . باشد یم یسلول براي انجام تقسیم سلول    
بودن و دقت این روش اسـت        از مزایاي این روش، سریع    . باشد می ها  بودن و سلامت سلول    یري زنده گ

همبـستگی  با استفاده از آزمون تترازولیـوم،     اگرچه .آید میدست   که برآورد سریعی از قابلیت زیستی به      
تـوان   مـی  ، آنهـا  درصد قابلیت حیـات  با ها   حتی اسپور قارچ    و هارزنی در بذ    رصد جوانه مثبتی را بین د   

ي نـارون  هـا  وسمـدت از کـال   ي کوتاهها  در کشت توان همچنان   اما می  .)1991 ، و کوپتا  اگراوال(یافت  
آوري  گیـري نـسبت بـه جمـع       تـوان بـا روش غربـال       میچینی و حتی اوجا در کمتر از طول سه هفته           

  .گیري نمود در نتایج اشاره گردید، اقدام و پیکه  طوري ي متحمل و پایدار همانها وسالک
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Abstract   
   Dutch elm disease is the most important disease of elm trees in most planting 
regions. The use of tissue culture of plant under in vitro condition, to make easy 
study of interaction elm trees and Dutch elm disease agent and help for control 
disease via selection, improvement and reproduction resistant genotype. For this 
purpose during years 2004 until 2006, samples were collected from Ulmus 
campestris and Ulmus parvifolia in Golestan and Mazandaran provinces forest. In 
order to study ability and value of callus growth this two species, after use 
sterilized treatment, samples cultivated on MS media with different treatments 
from growth regulator. Growth callus from U. parvifolia and U. campestris were 
inoculated with different concentration of culture filtrates of Ophiostoma novo-
ulmi. Fresh weight callus and vital cells after exposed to different concentration of 
culture filtrate was measured. Results showed the weight callus on two species was 
different and growth of callus of U. parvifolia (Chinese elm) was more significant 
(P= 0/05) than U. campestris. As thought the rate of weight decrease of callus in U. 
parvifolia and U. campestris, at 10% concentration was 13/3 and 28% respectively. 
Rate of cell vitality at 50% concentration of culture filtrate in U. campestris was 2 
% but in U. parvifolia in the same concentration was 23 %. So it could concluded 
that the rate of tolerance and viability Chinese elm cells was more after exposed to 
media culture filtrate. On the basis of this study, U. parvifolia (Chinese elm) show 
most resistant to Dutch elm disease. Therefore, this method can fast of screening 
with select of tolerant calli.  
Keywords: Dutch elm disease; Tissue culture; Ophiostoma novo-ulmi 1 
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