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  چکيده
  

به  ) .Araucaria excelsa L(هاي ساقه و برگ كاج مطبق    زنمونهيد پينه از ريشرايط لازم براي تول
   كشت موراشيگ و اسكوگيها   بدين منظور محيط. منظور باززائي گياه مورد مطالعه قرار گرفت

) MS(  و گوبتا و پولمن)BM (نفتالين استيك - حاوي اسيد آلفا )NAA( ،  ايندول بوتريك اسيد
)IBA( ،2,4-D  ) 4،2 -پيريدين - 2 – 3،5،6 - آمينو-  4(كلورام يو پ)  دي كلروفنوكسي استيك اسيد 

يتر  گرم در ل30گرم در ليتر همراه با   ميلي4 و 2، 1، 5/0، 2/0زان يك به ميهر  )كربوكسيليك اسيد
 مشاهده يكيكلورام و فقط در تاريكشت تنها در حضور پ  در هر دو محيط ييزا پينه. ساكارز استفاده شد

زان آن در يد شد و ميتول  MS نسبت به محيط كشتيشتري بيها   كالوس  BM اما در محيط كشت .ديگرد
 كشت يها   ها به محيط    بدني، پينهيها   به منظور ايجاد رويان. ادتر بودي ساقه نسبت به برگ زيها   ز نمونهير

BM و MSهاي پايين     حاوي غلظتNAA ، IBA ،2,4-D   2/0 و1/0زان يك به ميكلورام هر يپ و 
گرم در ليتر   ميلي30 تول، ي گرم در ليتر مان30 اكسين حاوي  بدونن محيطيگرم در ليتر و همچن ميلي

 گرم 80و ) 6000با وزن مولكولي ) ( PEG(ليكول  گرم در ليتر پلي اتيلن گ4، )ABA(آبسزيك اسيد 
  .هاي كشت مذكور رويان بدني ايجاد نشد   ك از محيطيدر ليترساكارز منتقل شدند، اما بر روي هيچ 

  
  ي شيشه اپينه، رويان بدني ،كاج مطبق، درون:  كليدييها   واژه

  
  قدمهم

يك گياه ) L. Araucaria excelsa(كاج مطبق 
   Araucariaceaeر زيبا از خانواده سوزني برگ بسيا

هاي مطبق و افقي آن شهرت فراوان    باشد که شاخه مي    
اي و  به طور معمول كاج مطبق جزء گياهان گلخانه. دارد

باشد اما در شمال كشور در خارج از گلخانه نيز  مي    يآپارتمان
 مواجه ياه اصولاٌ با مشکلاتين گياد ايازد. شود مي   كشت 
که گياهان حاصل از بذر معمولاٌ مطبق نيستند يبه طوراست 

از آنجايي كه زينتي بودن اين گياه به دليل مطبق ). ٣(
شود  مي   ضرورتاٌ از قلمه تكثير  بودن آن است به همين دليل 

 يشه دار شده و در صد کمي ريز به سختي آن نيها   اما قلمه
ن استفاده از بنابراي. دن شويل ميدياه کامل تياز آنها به گ

 كشت بافت به منظور دست يابي به فنآوري يها   روش

اي  تواند از اهميت قابل توجه مي   كاج مطبق  ريزازديادي 
  .برخوردار باشد

ط درون ياه در شراين گي ايها   ز نمونهيد کالوس از ريتول
ن مراحل مطالعات کشت بافت يتر ي از ضروريکي يشه ايش

شكل و تمايز نيافته است  سلولي بيپينه توده .  باشديآن م
در . شود مي    تمايز يافته گياه حاصل یها   كه معمولا از بافت

هاي    هاي کنترل کننده فعاليت   جريان ايجاد پينه بيان ژن
افته به ويژه فتوسنتز متوقف يز يط تماي گياه در شراياتيح

 از قيبل ييها   تي كه با فعاليهائ   شده و به جاي آن ژن
تقسيم سلول و مقابله  متابوليسم اوليه، سنتز ديواره سلولي، 

كشت ). ١٠(شوند  مي   ها در ارتباط هستند فعال    با استرس
پينه براي مطالعه جداسازي پرتوپلاست، گزينش سلول، 

هاي ثانويه    رويان زايي بدني، اندام زايي و توليد فرآورد

             E-mail:m.esnaashari@basu.ac.ir     ۰۹۱۲‐۳۱۵۵۱۲۶:تلفن  محمود اثنی عشری: نويسنده مسئول*
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 که يد و قابل نگهدارايد کالوس زيتول ). ٤(شود  مي   استفاده 
 مشاهده شده است نشان ياهي گيها   در تعداد زيادي از گونه

 آنها ياهان و آسان بودن دست ورزين گي ايدهنده سازگار
 کشت يکه کارهايدر حال.  استيشه ايط درون شيدر شرا

 همراه با ياهي گيها   گر گونهي از ديادي زيبافت در تعداد
 اصطلاحا  کهدسته دوماهان يگ .  مواجه استيمشکلات

 به يشه ايط درون شيده شده اند در شراي نام١سرسخت
جه قابل ياٌ نتيو غال  پاسخ داده يها به سخت   ماري از تياريبس

 در ياهانين گيکار با چن. شود يتوجه از آنها حاصل نم
شتر و اعمال ي مستلزم وقت و دقت بيشه ايط درون شيشرا

 دست يج مطلوبيبتوان به نتا باشد تا يژه مي ويها   مراقبت
اهان سرسخت جنس يکاج مطبق از جمله گ). ١٩(افت ي

Araucaria  گزارش شده است يا  شهيط درون شيدر شرا 
که يكي از مهم   Araucaria angustifoliaگونه در  ). ٢(

باشد و در    ميAraucariaهاي چوبي جنس    ترين گونه
 بافت  به ويژه د مطالعات متعدد كشتي رويل ميجنوب برز

 .)١٦ ،١١، ٦، ٥( صورت گرفته است يکين سوماتيد جنيتول
 براي ايجاد  در همه اين گزارشات از ريزنمونه رويان بذري 

 و D-2,4كشت حاوي  هاي    هاي بدني روي محيط   رويان 
NAAتا كنون هيچ بررسي مشابهي  .   استفاده شده است

ده و ي نگردامانج) Araucaria excelsa(روي كاج مطبق 
 یها   زنمونهيدر اين مطالعه براي اولين بار ايجاد پينه از ر

  .جوان برگ و ساقه كاج مطبق گزارش داده شده است
  

  ها   مواد و روش
ط يمواد گياهي از كاج مطبق در حال رشد در شرا

روي  هاي جوان    د و سرشاخهيگلخانه در همدان تهيه گرد
 يسطح خارج. ي جدا شدندهاي فرعي از گياه مادر   شاخه

سفيد ( درصد هيپوكلريد سديم ٢ها با محلول    سرشاخه
 دقيقه استريل شده و ٢٠به مدت ) تکسيكننده تجارتي وا

. با آب مقطر استريل شستشو داده شدند سپس سه بار
ها جدا و به قطعاتي با     برگ و ساقه از سرشاخهيها   زنمونهير

اده شدند و براي ايجاد  ميلي متر برش د٣‐٤طول تقريبي 
 NAAحاوي   BMو   MS  کشت يها   پينه روي محيط 

                                                                                 
1. Recalcitrant 

IBA ،2,4-D ٢، ١، ٥/٠، ٢/٠زان يک به مي و پيكلورام هر 
 گرم در ليتر ساكارز قرار ٣٠با  همراه  گرم در ليتر   ميلي٤و 

 درجه سانتي گراد در ٢٥±٢ها در دماي    نمونه. داده شدند
 ساعت روشنايي با استفاده از ١٦دو شرايط تاريكي مداوم و 

 µmolبا شدت روشنايي  هاي فلورسنت سفيد سرد    لامپ
m-² s-1تعداد   هفته، ٦بعد از  .  نگهداري شدند٣٠

ها    دند و سپس پينهي داراي پينه شمارش گرديها   زنمونهير
به منظور ايجاد رويان . در محيط كشت تازه واكشت شدند

 BMو   MSهاي كشت    ده به محيطهاي ايجاد ش    پينه،بدني
پيكلورام  و  NAA ،IBA ،2,4-Dهاي پايين    حاوي غلظت

گرم در ليتر و بدون اكسين   ميلي٢/٠ و ١/٠زانيک به ميهر 
 ميلي گرم در ليتر ٣٠  گرم در ليتر مانيتول، ٣٠حاوي 
,ABA گرم درليتر ٤  PEG ٨٠( و غلظت بالاي ساكارز 

 درجه سانتي ٢٥±٢ در دماي منتقل شدند و) گرم در ليتر
 ساعت روشنايي با ١٦گراد در شرايط تاريكي مداوم و تحت 

 شدت روشنايي  باهاي فلورسنت سفيد سرد   استفاده از لامپ
µmol m-² s-1اسيديته همه .  نگهداري شدند٣٠

هاي كشت قبل از اتوکلاو نمودن با استفاده از    محيط
NaOH بسته يد و براي تنظيم گرد٨/٥ يک نرمال تا حد 

به ) Agar-Agar, Merck( کشت از آگار يها   طيشدن مح
 اثر نوع يبه منظور بررس.  گرم در ليتر استفاده شد٧زان يم

از  د کالوس ي توليکلورام روير مختلف پيط کشت و مقاديمح
 اجرا يش در قالب طرح کاملا تصادفين آزمايها، ا   ز نمونهير

سه  ک در يمار و هر ي هر تيزنمونه برايد و پانزده ريگرد
ها با استفاده از نرم    ل دادهيه و تحليتجر . منظور شد تکرار 
ها با استفاده از    نيانگيتاٌ ميرفت و نهاي صورت پذSASافزار 

  .سه شدندي دانکن مقايا آزمون چند دامنه
  

  نتايج و بحث
  ايجاد پينه  

 با هاي كشت بافت   هاي گياهي كار   گونه در بيشتر    
 روز بعد از ٢٥در اين بررسي ). ٤(ايجاد پينه آغاز شده است 

هاي كشت حاوي پيكلورام در    شروع كشت، تنها در محيط
 ١شكل(برگ  و ) A ١شكل ( ساقه يها   زنمونهيمحل برش ر

B (رنگ  داراي  هاي نوع اول    پينه. ديدو نوع پينه ايجاد گرد
ريع بودند اما به و رشد س) C ١شكل(اي  زرد مايل به قهوه
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 هفته رشد آنها متوقف و نهايتاٌ نكروز و سياه ٢‐٣فاصله 
 مذکور قبل از سياه شدن به محيط كشت يها   پينه . شدند

دند اما مجدداٌ رشد آنها متوقف و سياه يتازه منتقل گرد
 ١شكل( مي   هاي نوع دوم داراي رنگ سفيد كر   پينه. شدند

D (هاي نوع اول،    رخلاف پينهب. و سرعت رشد پايين بودند
 همچنان BMو   MS کشت يها   طي محيها بر رو   ن پينهيا

 رسد که در کاج مطبق يبه نظر م. به رشد خود ادامه دادند
که ارتباط   شاخه و نوع آن يز نمونه رويمحل انتخاب ر

د ي نمونه دارد در توليکيولوژيزيط فيم با سن و شرايمستق
  .است آن موثر يرکالوس و نوع قابل نگهدا

 
 روي توليد BM و MSهاي كشت     اثر محيط‐ ١جدول 

هاي برگ و ساقه كاج مطبق در حضور يك    پينه از ريزنمونه
     هفته بعد از کشت٦گرم در ليتر پيكلورام  ميلي

 محيط كشت
هاي برگ داراي    تعداد ريزنمونه

  پينه
هاي ساقه    تعداد ريزنمونه

  داراي پينه

MS   b٣٣/٧    b٤  

BM   a١٢    a٩  

ها با استفاده از آزمون چند دامنه اي دانکن    مقايسه ميانگين
انجام شده و حروف غير مشابه در هر ستون نشانگر % ٥در سطح 

 ها است   دار بين تيمار اختلاف معني
  

  جاد کالوسياثر عوامل مختلف بر ا
   BM و MS محيطاثر  : الف

ط يدر شرا  هاي گياهي   اي اكثر گونه نيازهاي تغذيه    
بنابراين .  جهت رشد مطلوب متفاوت استيا شهيدرون ش

ه ياهان توصيتوان محيط كشت واحدي را براي همه گ نمي
دن به يلذا انتخاب محيط كشت مناسب به منظور رس. نمود

در اكثر .  هر گياهي ضروري استيرشد مطلوب برا
محيط كشت   هاي گياهي كار کشت بافت با استفاده از   گونه
MS   آغاز شده است، زيرا اين محيط كشت بطور موفقيت

هاي گياهي به كار    آميزي در کشت بافت و سلول اكثر گونه
 MSدر اين مطالعه اثر دو نوع محيط كشت ). ٢(رفته است 

.  کاج مطبق بررسي شديها   زنمونهيد پينه از ريبر تول  BMو 
زان توليد آن در در دو محيط کشت پينه ايجاد شد اما مي

 درصد و در ٨٥هاي برگ حدود    در ريزنمونه(  BMمحيط 
جدول (بيشتر بود  ) درصد ٦٠ حدود هاي ساقه   ريزنمونه

 در مطالعات کشت BMط کشت ياستفاده از مح). ٢شماره
جاد ي ايز براي نAraucaria angustifoliaبافت گونه 
 MSط کشت ي مح.)١٦(ز بوده است يت آميکالوس موفق
است كه   يترات بالاتري نيدارا  BMط کشتينسبت به مح

 برگ و ساقه يها   زنمونهيد کالوس از ريتول رسد  يبه نظر م
به . ردي گيقرار م ر مقدار آن ي تحت تاثينحو کاج مطبق به 

ط کشت يبرگان استفاده از مح يشتر سوزنيهمين جهت در ب
 . )٢(زتر بوده است يت آمين موفقيترات پائي نيدارا
  هاي رشد    تنظيم كنندهاثر  :ب

 تحت تاثير يا شهيط درون شيتشكيل پينه در شرا   
نوع و مقدار مواد تنظيم كننده رشد است كه به محيط 

 استفاده يها   م کنندهين تنظياز ب). ١٨(شود  مي   كشت اضافه 
شده در اين مطالعه، تنها در محيط كشت حاوي پيكلورام از 

ر ي اثر مقاد١جدول شماره . ها پينه ايجاد شد   جداكشت
 ساقه و برگ يها   زنمونهيايجاد پينه از ر بر  کلورام يمختلف پ

 Araucariaدر گونه .  دهديکاج مطبق را نشان م
angustifolia  سوزني برگ،  ي ها   گر از گونهيو تعدادي د

ز بوده است يت آمي براي ايجاد پينه موفقD-2,4استفاده از 
جاد کالوس يا  روي D-2,4که در اين بررسي يدر حال). ١٦(

اين مسئله ممكن .  کاج مطبق اثر نداشتيها   زنمونهياز ر
 يها   يرا بررسي ز،است با ژنوتيپ كاج مطبق در ارتباط باشد

نشان داده است که  رگان بسياري از سوزني ب مربوط به 
هاي نيمه خواهري آنها    هاي زيادي در بين ژنوتيپ   تفاوت 

   ).٢(وجود دارد 
  ز نمونه ياثر ر : ج

 از يمتفاوت در بسياري از مطالعات كشت بافت دامنه   
 مختلف يك گونه يها   زنمونهيد پينه در بين ريزان توليم

د يتول  رسي در اين بر.)١٧(گياهي نشان داده شده است 
حدود ( بيشتر  سه با برگ ي ساقه در مقايها   ز نمونهيپينه از ر

 ايجاد شده روي يها   پينه ).٢ و ١جداول ( بود )  درصد٩٠
 يهاي نوع دوم و قابل نگهدار   زنمونه ساقه اكثراٌ از پينهير

ز نمونه يك گونه به شرايط يهاي متفاوت ر   پاسخ . بودند
تواند با  مي   م کننده رشد يو تنظه ييكسان از نظر تغذ 

 از قبيل الگوي يها   زنمونهي ويژه درون سلولي ريها   حالت
 رشد داخلي در ارتباط يها   ر هورمونيبيان ژن و نوع ومقاد

و   Araucaria angustifolia در كشت بافت گونه. باشد
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ز نمونه يهاي بذري به عنوان ر   ها از رويان   اكثر سوزني برگ
 ).١٦ ، ١٤، ٧(زائي بدني استفاده شده است  رويان  براي

زنمونه براي كشت بافت ياستفاده از رويان بذري به عنوان ر
كاج مطبق زينتي ممكن است نامناسب باشد، زيرا گياهان 

شوند  يحاصل از رويان بذري در شرايط طبيعي غير مطبق م
 شده از يياهان باززاي وجود دارد که گياديو احتمال ز

ر مطبق يز غي نيا شهيط درون شي در شراي بذريها   نيجن
 . داردياز به مطالعات بعدين مطلب نيشوند که البته  اثبات ا

  
د پينه از ير مختلف پيكلورام روي تولي اثر مقاد‐٢جدول 

 برگ و ساقه كاج مطبق با استفاده از محيط كشت يها   زنمونهير
BM هفته بعد از کشت٦   

ميلي (پيكلورام  
  ) در ليترگرم

 هاي   زنمونهير تعداد
  برگ داراي پينه

هاي    زنمونهير تعداد
  ساقه داراي پينه

٢/٠  b       ٣٣/٤  b       ٣٣/٦   
٥/٠  b            ٥  b        ٨ 
١  a       ٩  a        ١٢  
٢  a         ٣٣/٩  a      ١٣  
٤  a        ١٠  a        ٣٣/١٢  

 دانکن در يها با استفاده از آزمون چند دامنه ا   نيانگيسه مي مقا
ر مشابه در هر ستون نشانگر يانجام شده و حروف غ% ٥سطح 

  .ها است   مارين تي دار بياختلاف معن
 
 

  
  
  
  
  
  
  
 
 

  
 كاج مطبق روي محيط كشت يها   زنمونهيد پينه از ري تول‐١شكل 
BMز نمونه ساقه ي ريپينه رو. ك ميلي گرم در ليتر پيكلورام حاوي ي

)A.(ز نمونه برگ ي ري روپينه)B .( پينه نوع يك با رنگ قهوه اي مايل

    ).D(پينه نوع دو با رنگ سفيد ). C(به زرد 

   نور اثر: د
ط ينور براي القاي پينه در شرا از به يگياهان از نظر ن   

 هستند به طوريكه بعضي  با يكديگر متفاوتيا شهيدرون ش
در اين ). ١(دهند  مي   از آنها در نور و بعضي در تاريكي پينه 

ي در ئ شده در معرض روشناي نگهداريها   ز نمونهيمطالعه ر 
ک از تيمارهاي مورد بررسي پينه ايجاد نکردند و يهيچ 

هاي ايجاد شده در شرايط تاريكي مداوم به    حتي انتفال پينه
رسد كه نور عامل  مي   به نظر . ي سياه شدندشرايط روشناي

در گونه  . بازدارنده در ايجاد و رشد پينه در كاج مطبق باشد
Araucaria angustifolia   نيز از تاريكي مداوم براي 

  ).١٦ ، ١١(ايجاد پينه استفاده شده است 
   از پينهيکي سوماتبررسي ايجاد رويان 

 روي محيط كشت هاي گياهي پينه بر   در بيشتر گونه
شود و براي  مي   د يها تول   بالايي از اكسيننسبتا حاوي غلظت 

 مذکور به محيط کشت يها    بدني، کالوسيها   ايجاد رويان
ها و يا فاقد تنظيم    مشابه اما حاوي غلظت پاييني از اكسين

هاي ايجاد شده    پينه). ١٥(شوند  مي    رشد منتقل يها   كننده
هاي كشت مشابه اما حاوي     به محيطيدر اين بررس

ک ي هر IBA و D ،NAA-2,4کلورام، يهاي پايين پ   غلظت
 ميلي گرم در ليتر منتقل شدند اما بر ٢/٠ و ١/٠زان يبه م

. ها مذکور رويان بدني ايجاد نشد   ک از محيطيروي هيچ 
م کننده ي فاقد تنظBM و MS کشت يها   طياستفاده از مح

 ساکارز يتول و غلظت بالاي، مانABA، PEG  يرشد حاو
 يري تاثيکي سوماتيها   نيجاد جنيز در اين) تري گرم در ل٨٠(

ها نشان داده شده    اري از بررسييکه در بسيدر حال. نداشت
تول و ساكارز بالا ي، مانABA ،PEG از قبيل يباتيكه ترک

در  گياهان به ويژه  كشت پينه  ايجاد و توسعه رويان در 
 ياريدر بس). ١٣ ، ١٢، ٩(كنند  مي    برگان را تحريك سوزني
از پينه  آساني  توان به  نمي   هاي گياهي سرسخت    از گونه

 Araucariaهاي جنس   گونه). ٨(ه نمود ي بدني تهيها   رويان
). ٢(اززايي به حساب آمده اند بجزء گياهان سرسخت براي  

نيز  ش كاج مطبق ين آزمايبا توجه به نتايج بدست آمده از ا
 جزء يا شهيط درون شي در محيزائ ني جنيممكن است برا

 يها   زيرا استفاده از روش. ديگياهان سرسخت به حساب آ
 از پينه ساير انواع يکيمتداولي كه براي ايجاد رويان سومات
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به . ها معمول است در کاج مطبق موفقيت آميز نبود   كاج
 بدني از پينه كاج يها    به رويانيابي هرحال براي دست

  . دي به عمل آيشتريمطبق بايد مطالعات ب
 نمود که يريجه گين نتيچن توان  مي   در يك نگاه كلي 

ط درون ي كاج مطبق در شرايها   زنمونهيد پينه از ريتول

ظيم تنهايي از قبيل نوع و ميزان    به فاكتور يا شهيش
. بستگي دارد ط كشت يزنمونه و محي رشد ، نوع ريها   كننده

هاي ديگري از قبيل    تواند در پژوهش مي   ش ينتايج اين آزما 
 و اندام زايي يزايي بدني، كشت سوسپانسيون سلول رويان

 .رديكاج مطبق مورد استفاده قرار گ
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