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 چكيده

 3صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی در  ها بر کاج مطبق آزمایشی به منظور بررسی اثر محیط کشت، ریزنمونه و سیتوکینین به

 1روکاریاسهه ( از خانوادۀ آAraucaria excelsaاجرا شد. کاج مطبق ) 1392قزوین در سال  )ره( خمینی المللی امام تکرار در دانشگاه بین

که ایهن گیهاه از طریهق     آنجا منزلۀ یک گیاه زینتی چوبی، ارزش تجاری زیادی دارد. از ست. این گیاه به و بومی جزیرۀ نورفک در استرالیا

آیهد.   شود، دستیابی به یک روش ریزازدیادی برای آن یکی از اهداف مهم در کشت بافت گیاههان چهوبی بهه ب ها  مهی      بذر تکثیر می

 3هها، از   2ههای جهانبی در ریزنمونهه    زایی م تقیم برای القای جوانه ها طی فرایند اندام ها و سیتوکینین بررسی تأثیر محیط کشتمنظور  به

( استفاده شهد. ریزنمونهۀ سهاقۀ میهانی     TEو  ½WPM ،BE ، MSمحیط کشت ) 4( و 2ipو  4، کاینتین3سیتوکینین مختلف )تیدیازرون

ها برای صهفات   بهترین محیط WPMو  TEهای جانبی و همچنین محیط  بهترین هورمون در القای جوانه منزلۀ به 2ipبهترین ریزنمونه، 

 3هها و   هها، طهول جوانهه    دهندۀ همب تگی مثبت بین تعداد جوانهه  شده و ریزازدیادی کاج مطبق ه تند. نتایج همب تگی نیز نشان بررسی 

زایی  رفته و محیط کشت ب تگی دارد. نتایج ریشه کار ها به نوع هورمون به زساقهطورکلی، تولید ری شده بودند. به شاخص کلروفیل بررسی

ها بود. لازم به یادآوری است کهه بررسهی مقهدار کلروفیهل و همچنهین       قادر به تولید ریشه در ریزساقه BAPنشان داد که تنها هورمون 

 شود. بار در کاج مطبق گزارش می تعیین بهترین محیط کشت، برای اولین

 ، هورمون. ، کلروفیل زایی زایی، ریشه آروکاریا، اندام ها: واژه كلید
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4. Kinetin 
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 مقدمه

( یهک گیهاه از خهانوادۀ    .Araucaria excelsaRکاج مطبق )

Araucariaceae طور معمهول، کهاج مطبهق جهز       است. به

ازدیاد این گیهاه از   (.3) شود ای مح و  می گیاهان گلخانه

ای زیادی در ب هیاری  ه گیاهچهگیرد.  طریق بذر صورت می

هههای مخروطیههان بهها موفقیههت از طریههق   از گیاهههان گونههه

دلیهل   انهد. کهاج مطبهق بهه     های مختلف تکثیر شده ریزنمونه

هایش جز  گیاهان باارزش و زینتهی اسهت    تقارن شاخ اره

(. شههایان رکههر اسههت کههه منههابر محههدودی در مههورد  17)

 ارد.ریزازدیادی کاج مطبق و خانوادۀ آروکاریاسه وجود د

، تکثیهر  1988شده در سهال   های انجام براساس پژوهش

و دیگههههر  Araucaria cunninghamiiای  شیشههههه درون

 های جهانبی بررسهی    های آروکاریاسه از طریق مری تم گونه

هههای جههانبی پنهههان،   از مری ههتم BMو در محههیط   شههد 

های عمودگرا تولید شد که این فرایند بهرای چنهدین    جوانه

آمیهز بهود    موفقیهت  Aghathsrobustaو نیهز   گونۀ آروکاریا

 Araucaria)های کاج مطبق  (. تولید کالوس از ریزنمونه6)

exelsaL.) منظور بهاززایی گیهاه    ای به شیشه در شرایط درون

محیط کشت تنهها در   2زایی در هر  کامل بررسی شد و پینه

بضور پیکلورام و فقهط در تهاریکی مشهاهده شهد. امها در      

های بیشهتری ن هبت بهه محهیط      کالوس BMمحیط کشت 

ههای سهاقه    تولید شد و میهزان آن در ریزنمونهه   MSکشت 

زایهی سهوماتیکی در    (. جنهین 1ن بت به برگ زیادتر بهود ) 

( بررسههی شههد.  Araucaria heterophyllaکههاج مطبههق ) 

 ½MSزایههی محههیط  تههرین محههیط کشههت کههالوس مناسههب

در لیتهر   گهرم  میلی 10و  D-2,4گرم در لیتر  میلی 100باوی

NAA  (.3گرم در لیتر کاینتین بود ) میلی 2و  

منزلۀ ریزنمونهه در کشهت بافهت     گرا به های افق از ساقه 

Araucaria excelsaR. Br. var. glauca    اسهتفاده کردنهد

هههای جداگانههه   (. در ایههن پههژوهش، طههی آزمههایش  17)

گرای انتههایی اولیهه،    های گوناگون شامل ساقۀ افق ریزنمونه

گرای زیر انتههایی،   گرای انتهایی ثانویه و ساقۀ افق فقساقۀ ا

میکرومهول(،   24و  0 ،3 ،6 ،12) BAتأثیر تیمارههای   تحت

TDZ (0 ،3/0 ،6/0 ،2/1 و  4/2و )میکرومهههههههولIBA  و

NAA ( 1 ،2  بررسی شدند. نتایج نشان داد  3و ،)میکرومول

های انتهایی اولیه و ثانویهه واکنشهی بهه تیمارههای      که ساقه

شهده همچنهان    های استفاده ورمونی نشان ندادند. ریزنمونهه

کهه اسهتفاده از محهیط      گرایی خود را بفظ کردند رشد افق

(. 17دههی نداشهت )   جامد یا مهایر ههیت تهأثیری در ریشهه    

 Araucaria excelsaR. Br. var. glaucaهههای  گیاهچههه

شیشه از نظر یکنواختی ژنتیکهی   یافته در شرایط درون تکثیر

ههای   (. نههال 17ارزیهابی شهد )    RAPDنگهاری   نگشهت با ا

نتهایج  . سالۀ کاج مطبق برای این پهژوهش اسهتفاده شهد    سه

شیشه  شده در شرایط درون های باززایی نشان داد که گیاهچه

(. بههاززایی تعههدادی از 18انههد ) هههای اولیههه شههبیه بههه نهههال

مشکل است و ایهن گیاههان    in vitroمخروطیان در شرایط 

ههها در محههیط کشههت  هههای سههیتوکینین لظههتن ههبت بههه  

اند، اما باززایی چند گونه از جنس آروکاریا در چند  ب اس

های مختلهف گهزارش شهده     پژوهش با استفاده از ریزنمونه

 (.19است )

شهده در   ههای انجهام   با توجه به مطالب فوق و پژوهش

دست آوردن  های اخیر از ریزنمونۀ ساقۀ اصلی برای به سال

بافت این گیاه در این آزمایش اسهتفاده شهد.   فناوری کشت 

هدف پژوهش باضر بررسهی ریزازدیهادی کهاج مطبهق بها      

زایههی م ههتقیم )بهها اسههتفاده از   اسههتفاده از تکنیههک انههدام 

محهیط کشهت مختلهف بهر      4ههای جهانبی( و تهأثیر     جوانه

 زایی آن است. اندام

 

 ها مواد و روش

ب هنی  های یک الۀ کاج مطبق از مؤس ۀ پرورش گل  نهال

باغ کهرج تهیهه و بهرای اجهرای آزمهایش بهه        واقر در چهار

المللههی  آزمایشههگاه کشههت بافههت گیههاهی دانشههگاه بههین   
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منظهور ضهد عفهونی     قزوین منتقل شهد. بهه   )ره( خمینی امام

ساعت زیهر   5مدت  بهابتدا کل اندام هوایی گیاه ها  ریزنمونه

جریان آ  شیر قرار گرفتنهد و گنهدزدایی سهطحی شهدند.     

و برای ادامۀ کار به زیر لامینرایرفلهو    اقۀ اصلی جداسپس س

 96ای در الکهل    صورت لحظه ها ابتدا به منتقل شد. ریزنمونه

وشهو بها آ  مقطهر     درصد فرو برده شدند و بعد از ش هت 

 3دقیقهه در محلهول هیپوکلریهد سهدیم      15مدت  استریل به

بهار ههر یهک     4قرار گرفتند. سپس  20درصد باوی توین 

ور و آبکشهی   دقیقه در آ  مقطر اسهتریل  وطهه   5 مدت به

ههای انتههایی گیهاه     متهر از ق همت   میلهی  5شدند. به اندازۀ 

دلیل ان داد ابتمالی آوندها بر اثر تمهاس بها مهواد ضهد      به

هههای  عفههونی کننههده، بریههده شههدند و در آخههر ریزنمونههه 

 متر تق یم شدند. سانتی 1ه  7/0شده به طول  آماده

تعیین بهترین ق همت سهاقه بهرای تولیهد     منظور  ابتدا به

تکرار کهه   3های جدید، یک طرح کاملاً تصادفی با  گیاهچه

هها   ریزنمونه در هر تکرار بود، طرابی شد. نمونهه  3شامل 

ق مت ساقه )بالایی، میانی و پایینی( بودنهد در   3که شامل 

میکرومولار هورمون کاینتین بود،  5/0که باوی MSمحیط 

ساعت روشنایی  16ر اتاق رشد با فتوپریود ماه د 2مدت  به

هفتهه   3هها ههر    قرار گرفتنهد. ریزنمونهه   C25تحت دمای 

بهرداری از   هفتهه یادداشهت   8بار واکشت شدند. بعد از  یک

 صفات انجام شد. 

منظور تهأثیر محهیط    بعد از انتخا  بهترین ریزنمونه، به

دار ها و مق زایی، طول ساقه های مختلف بر میزان ساقه کشت

محیط کشهت مختلهف    4شده،  های تولید سبزینگی ریزساقه

(13 )MS½( ،23)TE، (12 )WPM ( 25و) BM  در ایههن

صهورت فاکتوریهل در    آزمایش بررسی شد. این آزمایش بهه 

 3تکرار که هر تکرار شهامل   3قالب طرح کاملاً تصادفی با 

سهیتوکینین مختلهف کهاینتین     3تهأثیر   ریزنمونه بود وتحهت 

میکرومهههولار  16/0) ،)2ip (5/0 (mgرومهههولار میک 75/0)

mg) 1/0( و تیدیازرون ))میکرومهولار  002 /mg) 004/0 ))

گهرم در   30محهیط بهاوی    4قرار داشتند، طرابی شد. هر 

( Agar-Agar Merckگهرم در لیتهر آگهار )    8لیتر ساکارز و 

های کشت قبهل از اتهوکلاو کهردن و     بودند. اسیدیتۀ محیط

تنظهیم شهد.    8/5ه  7/5سید کلریدریک بین افزودن آگار با ا

ماه در اتاق رشد بها فتوپریهود    2مدت  ، بهها درنهایت نمونه

 قرار گرفتند.  C2 ± 25ساعت روشنایی تحت دمای  16

تفههاوت رنهه  در ریزسههاقۀ   تههر بررسههی دقیههقبههرای 

منظهور   ، از سنجش میزان کلروفیل استفاده شد. بهشده تولید

م بافهت بهرگ در ازت مهایر بها     استخراج کلروفیل، یک گر

لیتر بهافر   یلیم 3خوبی پودر شده و به آن  استفاده از هاون به

Tris-HCl 500mM بهاوی   7اسیدیتۀ  باmM 1  سهدیم دی

لیتهر از   میلهی  200اضافه شد. سپس  1اتیل دی تیو کاربامات

لیتهر اسهتون سهرد     میلی 800بافت برگی و بافر استخراج به 

و   انکوبه شد -C°20در دمای  مدت یک ساعت اضافه و به

دقیقه سهانتریفیوژ   10مدت  هزار دور در دقیقه به 13بعد در 

یری میزان کلروفیل کل، گ اندازهشد و از عصارۀ بالایی برای 

و  =445Aهههای  مههوج  طههولدر  bو کلروفیههل  aکلروفیههل 

463B=  نانومتر توسط اسپکتروفتومتر استفاده شد. کلروفیل

گیههری شههد و اعههداد  تکههرار انههدازه 3ههها در  کلیههۀ نمونههه

( محاسهبه  µg/mlب ب ) های زیر بر آمده در فرمول دست به

 (:4شد )

(1) (A×(2.96–(B×12.7)  کلروفیل=a 

(2) B)   ×4.68)–(A×22.9 کلروفیل= )b 

(3) (B×+(8.02(A×20.2 )کلروفیل کل= 

منظهور   شده به تولید 2های ماه، ریزساقه 3پس از گذشت 

زایهی منتقهل شهدند. بهدین      های ریشه محیطتولید ریشه به 

 IAAو  BAPسهط    4بهاوی  MS½منظور، محیط کشهت  

و  7/0، 35/0، 0میکرومول در لیتر که معهادل   8و  4، 2، 0)

                                                           
1. Sodium diethylditiocorbamat 

2. Microshoots 
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گهرم در   میلی 8/1و  9/0، 45/0و صفر،  IAAگرم  میلی 4/1

بود( تیمار و در قالب طرح کاملاً تصهادفی اجهرا    BAPلیتر 

سههاعت  16و فتوپریههود  C25ههها در دمههای  شههد. نمونههه

بهار واکشهت    هفتهه یهک   4ها هر  روشنایی اعمال شد. نمونه

 SPSSو  Excelافهزار   ها با استفاده از نرم شدند. تجزیۀ داده

ها با استفاده از آزمهون   انجام شد. مقای ۀ میانگین داده 16.0

 درصد انجام شد. 5ای دانکن در سط  ابتمال  چنددامنه

 

 نتایج و بحث

 یزنمونهاثر ر

هایی کهه   هفته تعداد نمونه 8در این بررسی، بعد از گذشت 

تولید ریزساقه کهرده بودنهد را در ههر تیمهار )ههر یهک از       

منزلهۀ یهک تیمهار در نظهر گرفتهه شهدند.(        هها بهه   ریزنمونه

آمههده از بههین  دسههت شههمارش شههدند و براسههاس نتههایج بههه

منزلهۀ بهتهرین    شده، ق مت وسط بهه  های آزمایش ریزنمونه

تهوان   تهر مهی   طهور دقیهق   (. به1 ریزنمونه شناخته شد )شکل

میانی ساقه و بعد از آن ق مت پهایینی سهاقه     گفت ق مت

منزلهۀ   زایهی بهه   درصهد سهاقه   15و  77ترتیب با  هر کدام به

بهترین ریزنمونه شناخته شدند ولی ق همت انتههای سهاقه    

زنی را  یعنی ق مت نزدیک به مری تم کمترین درصد جوانه

 (.2 ت )شکلداش

های مختلف یک گونه به  ریزنمونه  های گوناگون واکنش

سهلولی   دلیل شهرایط درون  تواند به محیط  ذایی یک ان می

ههای   جملهه نهوع و میهزان هورمهون     از  ویژۀ یک ریزنمونهه 

بهههاززایی در  (.20رشهههدی درون گیهههاه و  یهههره باشهههد )

ههای بهالگ گیاههان چهوبی      شده از بافت های گرفته ریزنمونه

های جوان آن با موفقیت کمتری انجام شهد.   ن بت به بافت

دلیل تغییهرات فراوانهی کهه از نظهر      تواند به این موضوع می

فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی در مربلۀ انتقهال از جهوانی بهه    

های گیهاهی   دهد باشد. هورمون بلوغ در این گیاهان رخ می

ههها بههه  ههها نقههش مهمههی در پاسههن ریزنمونههه و  لظههت آن

 (. 8زایی و تغییرات فازی طی ریزازدیادی گیاه دارند ) دامان

 

 
 های قوی در محیط مشابه شدن و تشکیل گیاهچه طویل (B ؛میانی در محیط حاوی كاینتین ۀساق ۀاز ریزنمون  ساقه ایجاد ریز( A. 1  شکل
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 كاج مطبق ۀهای مختلف ساق زایی در كشت قسمت درصد ساقه .2  شکل

 

دربهارۀ تهأثیر ترکیبهات     2004در سال طی گزارشی که 

ههها و  نمکههی مختلههف، منههابر کههربن مختلههف، سههیتوکینین 

زایی کاج با استفاده از ریزنمونۀ کوتیلدون  ها در ساقه اک ین

ههای   هها در طهول ریزنمونهه    بیشترین تعداد ساقه  منتشر شد

طور عمهده در ق همت انتههایی کوتیلهدون      کوتیلدونی و به

ههای بهاوی    وتیل( در تمام محهیط )نزدیک به بخش هیپوک

(. نتیجهۀ آزمهایش   22وجهود آمهد )   سیتوکینین و اک ین بهه 

باضر با نتیجۀ پژوهش فوق مطابقهت نهدارد. ایهن تفهاوت     

شده در  های استفاده تواند ناشی از اختلاف سن ریزنمونه می

توان بهه   این تفاوت را میاین دو آزمایش باشد. دلیل دیگر 

که دیگر پژوهشگران  طوری داد، بهاختلافات ژنوتیپی ن بت 

شهدت   نیز به این نتیجه رسیدند که توسعه و تمایز ساقه بهه 

 (.7تأثیر ژنوتیپ درختان است ) تحت

 

 زایی تأثير عوامل مختلف در ساقه

 3زایهی ههر    با توجه به نتایج تجزیۀ واریانس فراینهد سهاقه  

ها، محیط و اثر متقابهل ایهن دو در صهفات     عامل سیتوکینین

شده مؤثر بودند که در ادامه هر یهک از ایهن عوامهل     رسیبر

 (.1 بررسی شدند )جدول 

 

 زایی یند ساقهاها و تعداد جوانه طی فر واریانس آنزیم ۀتجزی. 1 جدول

   یانگین مربعاتم  
 درجۀ

 آزادی
 منابر تغییرات

 طول جوانه مقدار کلروفیل کل aکلروفیل  b کلروفیل
 تعداد جوانه

 هدر هر ریزنمون

9/80  15/30  01/34  17/7  ns 13/8  3 محیط 

266 4/184  4/89  75/249  8/21  3 هورمون 

9/20  12/10  96/9  98/6  ns 26/1  ns 9 محیط ×هورمون 

01/1 ns 64/0  ns 46/0  ns 9/15  ns 15/2  ns 32 Error 

- - - - - 48 Total 

39 12 21 33 26 - C.V% 

 دار  یرمعنا ns  درصد 1ودن در سط  ابتمال دار ب ** معنا
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 ها اثر سيتوکينين

ویهژه   زایهی گیاههان چهوبی بهه     بررسی منابر در مورد سهاقه 

هورمون تیهدیازرون، کهاینتین و     دهد که بازدانگان نشان می

2ip و  10، 20، 6اند ) زایی داشته بیشترین کاربرد را در ساقه

بیشهترین   2ipورمهون  آمهده ه  دست (. با توجه به نتایج به17

هها و مقهدار    تأثیر را در مورد صفات تعداد و طهول جوانهه  

 bو  aکلروفیل کل داشت، امها در مهورد صهفات کلروفیهل     

 (.2تر بود )جدول  هورمون کاینتین مناسب

 

  شده لیدهای تو جوانه، طول جوانه و مقدار كلروفیل جوانه ها در تعداد ثیر هورمونأمیانگین دانکن ت ۀمقایس .2 جدول

 تیمار
 تعدا جوانه در 

 هر ریزنمونه
 ها میانگین طول جوانه

(mm) 
 مقدار کلروفیل کل

(µg/ml) 
 a (µg/ml)مقدار کلروفیل 

 bمقدار کلروفیل 

(µg/ml) 

 ab4/0± 66/2 ab0/1 ±42/8 b 2/0 ± 1/5 a23/0±11/9 a3/0 ±1/11 میکرومول کاینتین 75/0

 2ip a 42/0± 33/3 a 1/1 ± 11 a 4/0± 55/6 a2/0±63/8 b2/0±56/9میکرومول  5/0

 میکرومول022/0

 تیدیازرون
b 3/0± 59/1 b 2/0 ± 4/5 c 2/0 ±8/2 b1/0±01/5 c 4/0± 25/5 

 c 04/0± 25/0 c05/0± 42/0 d05/0±32/0 b1/0±65/0 d 04/0± 63/0 شاهد

 درصد ه تند. 5ار در سط  ابتمال د های دارای بروف مختلف بیانگر اختلاف معنا مطابق آزمون دانکن، میانگین
 

ها بها   و طول آن  این نتیجه در مورد صفات تعداد جوانه

 5/0(. اسهتفاده از  17)  ها مطابقهت دارد  نتایج دیگر پژوهش

ها و  بیشترین اثر مثبت را روی تعداد جوانه 2ipمیکرومولار 

 2ipمیکرومهول   9/4همچنین  لظت (. 17ها دارد ) طول آن

شههده  Pinushelderichiiجوانههه در  62/1د منجههر بههه تولیهه

، سههیتوکینین کههاینتین و سههپس   2ipبعههد از (. 21اسههت )

ها داشتند. این نتیجهه   تیدیازرون تأثیر مثبتی در ایجاد جوانه

ههها کههه تیههدیازرون را ب ههیار مههؤثر  بهها بعضههی از گههزارش

 دلیهل  توانهد بهه   دان تند متفاوت است که این موضوع می می

رایط فیزیولوژیکی گیاه مادری و القای بیان نمونه، ش نوع ریز

ها باشد کهه نقهش مهمهی در تشهکیل      توسط سیتوکینین  ژن

مول تیدیازرون سبب  میکرو 6ساقۀ جانبی دارند. استفاده از 

(. 24شهود )  زایهی در کهاج سهفید مهی     تولید بیشترین سهاقه 

ههای   منزلۀ یکی از اجزای مهم محیط همچنین تیدیازرون به

ههای گیهاهی    ر القای باززایی تعدادی از گونهه منظو کشت به

منظور بررسی اثر تیهدیازرون در ایجهاد    به .(14معرفی شد )

ههای جهوان کهاج     ههای جهانبی و نابجها از سرشهاخه     ساقه

کار گرفته شد  های مختلف تیدیازرون به ای،  لظت مدیترانه

روز در  6مدت  میکرومول تیدیازرون به 4/44(. کاربرد 10)

هها در محهیط عهاری از     و واکشهت ریزنمونهه   DCRمحیط 

ساقۀ  19ه  17شده با ز ال فعال سبب تولید  هورمون و  نی

طورکلی، این نتیجهه باصهل    بهجانبی در محور جنینی شد. 

زایی در  ترین هورمون در القای انداممؤثرشد که تیدیازرون 

منظور دستیابی به یک پروتکل  به .(10ای بود ) کاج مدیترانه

های جهانبی گیهاه    از جوانه  .Ston pine Lشت بافتبرای ک

(. در ایههن آزمههایش از 7منزلههۀ ریزنمونههه اسههتفاده شههد ) بههه

هههای مختلههف  در  لظههت BAPمتههاتوپلین، تیههدیازرون و 

 5/1اسههتفاده کردنههد کههه نتههایج نشههان داد کههه اسههتفاده    

میکرومولار تیدیازرون بهترین نتیجه را در توسهعه و تمهایز   

های جوان سهطوح   جوانه .(14صد( داشت )در 59ها ) ساقه

های بهالگ   های سیتوکینین در مقای ه با جوانه متفاوت از بازه

همین علت، کاربرد سهیتوکینین بیرونهی ممکهن     دارند و به 

ههای بهالگ و    است سبب تحریک و تقویهت دوبهارۀ جوانهه   

 (.27شود )  های جوان  تمایز جوانه



 (.Araucaria excelsaR)های مختلف در ریزازدیادی كاج مطبق  توكینینتأثیر محیط كشت ریزنمونه و سی
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 اثر محيط کشت

ای متفاوتی دارنهد   یاهی نیازهای تغذیههای گ که گونه آنجا از

منزلۀ یک روش تکثیر گیاه  و موفقیت کشت بافت گیاهی به

تهأثیر ترکیهب محهیط کشهت اسهتفاده       تا بد زیهادی تحهت  

محهیط کشهت متفهاوت اسهتفاده شهد. نتهایج        4شود، از  می

محهیط   4تجزیۀ واریانس نشان داد که تفاوت معناداری بین 

شده وجهود دارد   صفات بررسی شده در مورد بیشتر استفاده

تهأثیر محهیط قهرار     هها تحهت   و فقط میانگین طول ریزساقه

که نتایج مقای ۀ میانگین نشهان داد کهه در    طوری نداشت به

شده که منجر به تولیهد   های تولید تعداد جوانه WPMمحیط 

هایی که  ها بیشتر بود. محیط ها شدند از سایر محیط ریزساقه

رای تولیهد کهالوس در کهاج مطبهق     نیترات کمتری دارند به 

برگهان بهرای مطالعهات     مؤثرتر است. زیرا در بیشتر سوزنی

های دارای نیترات پایین استفاده  کشت بافت از محیط کشت

رسد که این نتیجهه در مهورد تولیهد     (. به نظر می1شود ) می

هههای کههاج مطبههق نیههز درسههت باشههد.  ریزسههاقه از جوانههه

که نیترات آمونیهوم   TEو  WPMهای  که در محیط طوری به

 BMگرم در لیتر( در مقای هه بها محهیط     میلی 400کمتری )

گهرم در لیتهر(    میلهی  825) MS½میلی گرم درلیتر( و  604)

 (.3دارند تعداد بیشتری جوانه تولید شد )جدول 

 

 

 ها اثر متقابل محيط در سيتوکينين

 TEو  WPMبراسههاس نتههایج مقای ههۀ میههانگین در محههیط 

شهود   بیشترین تعداد جوانهه تولیهد مهی    2ipون باوی هورم

بیشتر است امها   WPMها در محیط  هرچند که تعداد جوانه

دار نی ت و ههر دو طبهق مقای هۀ میهانگین      این تفاوت معنا

(. نکتهۀ  4گیرنهد )جهدول    دانکن در یک کهلاس قهرار مهی   

 WPMتولید تعداد محدود جوانهه در محهیط   درخور توجه 

د بیانگر تأثیر مثبت و اثرگذار ایهن  توان عاری از هورمون می

هها در ریزازدیهادی    محهیط کشهت باشهد. تهأثیر سهیتوکینین     

محهیط   .(12های کاج بررسی شده اسهت )  خوبی در گونه به

کههار  هههای بههه کشههت، شههرایط کشههت و مقههدار سههیتوکینین

دههد.   تهأثیر قهرار مهی    زایهی را تحهت   شده، فرایند اندام برده

ظهت، نهوع کهاربرد و زمهان     قبیهل  ل  های دیگهری از  فاکتور

هها مهؤثر اسهت. در     زایهی آن  ها در انهدام  نمونه نگهداری ریز

 WPMمحهیط   aمورد شاخص کلروفیهل کهل و کلروفیهل    

باوی کاینتین بیشترین تأثیر را داشهت در صهورتی کهه در    

بیشترین تهأثیر را   2ipباوی  TEمحیط  bشاخص کلروفیل 

ی، گیاههان  کله  طهور  ایجاد کرد. لازم بهه رکهر اسهت کهه بهه     

ها سبزتر و  ن بت به سایر محیط WPMشده در محیط  تولید

که این نتیجه با نتایج چندین پهژوهش کهه در     تر بودند قوی

های گذشته در مورد تأثیر سیتوکینین در مقدار کلروفیل  سال

 (. 27و  11، 9انجام شده است، مطابقت دارد )
 

  شده های تولید و مقدار كلروفیل جوانه  جوانه در تعداد ثیر نوع محیط كشتأمیانگین ت ۀمقایس. 3  جدول

 محیط
 تعداد جوانه در

 هر ریزنمونه

مقدار کلروفیل 

 (µg/ml)کل
 aمقدار کلروفیل 

(µg/ml) 

 مقدار کلروفیل
b (µg/ml) 

½MS 
b05/0±1/1 c06/0±35/2 b3/0±83/4 c 13/0±4/4 

BE b25/0±6/1 c1/0±22/2 b1/0±83/4 c 13/0±5/4 

WPM a43/0±3 b19/0±57/4 a 25/0±02/7 b3/0±13/8 

TE ab25/0±2/2 a1/0±63/5 a 15/0±37/7 a 23/0±53/9 
 درصد ه تند. 5دار در سط  ابتمال  های دارای بروف مختلف بیانگر اختلاف معنا مطابق آزمون دانکن، میانگین 



 پور و همکاران میترا تقی

 

 1394بهار و تابستان   1 شماره  3دوره 
8 

 2ipتحت تیمارهای كاینتین، تیدیازرون و  TEو  MS ،BE ،WPMهورمون( محیط  ×)محیط  متقابل میانگین اثر ۀمقایس .4جدول 

 هورمون محیط کشتنوع 
 تعداد جوانه در هر

 نمونه ریز

 مقدار کلروفیل

 (µg/ml)کل
 aمقدار کلروفیل 

(µg/ml) 
  bمقدار کلروفیل 

(µg/ml) 

WPM Kin ab 6/0± 67/3 a3/2± 5/12 a 1/1± 84/14 ab 48/0± 44/8 

WPM 2ip a 6/0± 67/4 c 8/1± 84/7 d 0/1± 08/9 d 45/0±1/5 

WPM TDZ bca 2/0± 67/2 d 6/1± 18/5 e 85/0± 1/6 e 4/0± 46/3 

WPM free 
bc2/0± 1 e1/1± 58/2 e 8/0± 53/2 f 2/0± 3/1 

TE Kin ab 8/0± 3 b1/2± 16/10 b 8/0± 84/12 bc 5/0± 53/7 

TE 2ip a 6/0± 34/4 b 3/2± 7/10 a 1/1± 38/15 a 48/0± 48/9 

TE TDZ bc 2/0± 33/1 c 8/1± 62/8 cd 85/0± 9/9 d 5/0± 54/5 

TE free 
c0±0 f0±0 g0±0 g0±0 

BE Kin ab 8/0± 3 c 0/2± 75/8 e 8/0± 8/4 eg 2/0± 21/1 

BE 2ip abc 5/0± 2 c 8/1± 72/7 c 85/0± 93/10 c 5/0± 7/6 

BE TDZ bc 1/0± 33/1 e 1/1± 88/2 f 8/0± 25/2 eg 2/0± 96/0 

BE free 
c0±0 f0±0 g0±0 g0±0 

MS½ Kin bc 1/0± 1 d 6/1± 03/5 e 85/0± 78/5 e 4/0± 24/3 

MS½ 2ip abc6/0± 33/2 e 1/0± 22/0 d9/0± 08/9 d 5/0± 92/4 

MS½ TDZ bc 1/0± 1 e 5/1± 37/3 f 8/0± 78/2 eg 2/0± 25/1 

MS½ free 
c0±0 f0±0 g0±0 g0±0 

 درصد ه تند. 5دار در سط  ابتمال  رای بروف مختلف بیانگر اختلاف معناهای دا مطابق آزمون دانکن، میانگین

 

گرم در لیتر کاینتین سبب تولید سبزینگی  میلی 2بداقل 

ها شد و براساس مشاهدات پیشهنهاد کردنهد کهه     در کالوس

ها و سنتز کلروفیل و مقدار پروتئین محلول به  رشد کالوس

کشهت کنتهرل    وسیلۀ ن بت کهاینتین و سهاکارز در محهیط   

بیشهترین مقهدار کلروفیهل در محهیط کشهت       .(9شهود )  می

(. در بررسی تأثیر سهیتوکینین  26باوی زآتین باصل شد )

های سیب در محهیط کشهت،    در تغییر مقدار کلروفیل برگ

ها در تعیین مقدار  ها نشان داد نوع سیتوکینین نتایج پژوهش

 (.9کلروفیل مؤثر است )

 

  تاهمبستگی بين صف
ههای   ی همب تگی پیرسون نشهان داد کهه بهین صهفت    بررس
شهده در ایهن پهژوهش همب هتگی مثبهت و ب هیار        بررسی
هها، طهول    داری وجود دارد یعنی با افزایش تعداد جوانه معنا
کند و شاخص کلروفیل نیز افزایش  ها نیز افزایش پیدا می آن
(. این مطلب با توجهه بهه گهزارش دیگهر     5یابد )جدول  می

اشههاره بههه ایههن موضههوع داشههتند کههه    پژوهشههگران کههه
ها اثر مثبتهی بهر روی ن هبت کلروفیهل دارنهد و       سیتوکینین
منزلهۀ مهؤثرترین سهیتوکینین در افهزایش مقهدار       کاینتین بهه 

کلروفیل بود و سبب افزایش چشمگیر مقهدار کلروفیهل در   
 .(13، قابل توجیه است ) مقای ه با تیمار شاهد شد



 (.Araucaria excelsaR)های مختلف در ریزازدیادی كاج مطبق  توكینینتأثیر محیط كشت ریزنمونه و سی
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 ها و مقدار كلروفیل ها، طول جوانه یانگین تعداد جوانهضرایب همبستگی بین م .5جدول

 مقدار کلروفیل
b 

 مقدار کلروفیل کل aمقدار کلروفیل 
 میانگین طول

 ها جوانه

 تعداد جوانه در

 هر ریزنمونه
 صفات

 تعداد جوانه در هر ریزنمونه 1    

   1 67/0  ها میانگین طول جوانه 

  1 53/0  55/0  لمقدار کلروفیل ک 

 1 88/0  64/0  68/0   مقدار کلروفیلa 

1 94/0  99/0  57/0  6/0   مقدار کلروفیلb 

 درصد 1** معنادار بودن در سط  ابتمال 

 

 زایی ریشه

زایهی اثهر    با نوجه به نتایج تجزیهۀ واریهانس فراینهد ریشهه    

(. از بهین  6دار شهد )جهدول   زایهی معنها   ها در ریشه هورمون

 8رفتههه در ایههن آزمههایش، تنههها تیمههار   رکهها تیمارهههای بههه

(. لازم بهه  3 سبب تولید ریشه شد )شکل BAPمیکرومولار 

ای  گونهه ریشهه   مهاه ابتهدایی ههیت    2یادآوری است کهه در  

ماننهدی   ها زوائد  ده باصل نشد و فقط در انتهای ریزساقه

هها   شکل گرفت که در ماه سهوم پریموردیهای ریشهه از آن   

هایی به طول  طی یک ماه ریشه ط طور متوس خارج شد و به

 inزایهی در شهرایط    انهدام  متر تولید کردنهد.  سانتی 5/1ه  1

vitro   شامل یک سری وقایر پیچیده است که یک سهلول و

ههای خهارجی و    ها در پاسن به محهر   یا گروهی از سلول

هههای گیههاهی دسههتخوش تغییههرات  داخلههی ماننههد هورمههون

دهی در  ای بر روی ریشه شوند. ب یاری از مطالعات پایه می

ها  شود. از گیاهچه انجام می in vitroبال باضر در شرایط 

شهود و همچنهین در برخهی     منزلۀ ریزنمونه اسهتفاده مهی   به

شهود   هایی که از درختان بالگ گرفتهه مهی   موارد از ریزنمونه

ههای   هها تولیهد ریزقلمهه    کننهد. در برخهی گونهه    استفاده می

قطعهی شهده    vitroinدر شهرایط  زایی  دار توسط اندام ریشه

های بیشتری باید در مورد اثهر عهواملی مثهل     پژوهش .است

سههن گیههاه بخشههنده، ژنوتیههپ و نههوع ریزنمونههه، کیفیههت  

ها، تیمارهای اک ین، سی تم ریشه و شرایط محیط  ریزقلمه

(. هرچند 2ریشه و سازگاری گیاه با محیط مورد نیاز است )

ای در مخروطیههان  بهفراینههدهای مولکههولی یک ههان یهها مشهها

های فیزیولوژیکی و تکهاملی   شناسایی شده است اما تفاوت

زایی همچنان ناشناخته باقی مانده است. در یک مطالعه  اندام

انجام شهد مشهاهده شهد کهه سهط        P. contortaکه روی 

ژن از مربلۀ القهای ریشهه بهه مربلهۀ توسهعه       200ترجمۀ 

در ایهن گونهه از     کند که اشاره بهه شهبکۀ پیچیهده    تغییر می

درصهد   97(. در یک گزارش اعلام شد کهه  5گیاهان دارد )

 10وقتهی کهه از    Pinusroxburgiiههای   زایی از ساقه ریشه

قبل از انتقال به محیط مایر استفاده شد، بهه   BAمیکرومول 

 P. sitchensisهههای  دسههت آمههد. در یههک مههورد ریزسههاقه

ده از ههیت  شده از ریزنمونهۀ کوتیلهدون بهدون اسهتفا     گرفته

درصههد  84گههرفتن در ب ههتر کشههت تهها  هورمههونی بهها قههرار

 25ه  1ههایی در محهدودۀ    در  لظهت   IBAدار شدند. ریشه

میکرومههول  8/14ه  5/2میکرومههول و ا لههب در محههدودۀ  

 10متفههاوت اسههت امهها  NAAشههود.  لظههت  اسههتفاده مههی

بال بهترین نتهایج   این میکرومول بیشترین استفاده را دارد. با

NAA میکرومههول بههه دسههت آمههده اسههت   50ر  لظههت د

زایهی   که در  لظت پایین سهبب درصهد کهم ریشهه     بالی در

 (.15)شود  می
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 زایی ها در ریشه واریانس اثر هورمون ۀتجزی .6جدول 
 های میانگین مربعات ریزنمونه

 دار ریشه
 منابر تغییرات درجۀ آزادی

66/0 7 هورمون 

05/0 ns 14 خطا 

 کل 24 -

20 - C.V% 

 درصد 1** معنادار بودن در سط  ابتمال  

 ns دار معنا  یر  

 
 BAPهای موجود در محیط حاوی  تولید ریشه در ریزساقه .3  شکل

 

دار بعهد از   های ریشهه    گیاهچهمنظور ایجاد سازگاری،  به

رسهید بهه محهیط     2ه  cm 5/1ها به بدود  اینکه طول ریشه

کولیهت و   سهه، ورمهی  دارای ن بت م اوی خا  مزرعه، ما

ها بهه خها ،    خا  برگ منتقل شدند. پس از انتقال گیاهچه

و  C25ها با کی ۀ فریزر پوشیده شهدند و در دمهای    گلدان

ساعت روشنایی قهرار گرفتنهد. ههر روز یهک      16فتوپریود 

نهایهت بعهد از گذشهت     شد تا در سوراخ در کی ه ایجاد می

ها بهه   ون، گلدانشدن گیاهچه به شرایط بیر روز و مقاوم 10

مهاه از   2محیط خارج منتقل شدند. بعد از گذشهت بهدود   

درصد گیاهان سهالم و بهه    75انتقال به محیط طبیعی بدود 

هرچند که رشد ایهن گیهاه در     رشد طبیعی خود ادامه دادند

 .مقای ه با گیاهان طبیعی کمتر بود

 گيری نتيجه

ط طورکلی، در این پژوهش سعی بهر ایهن بهود کهه محهی      به

ههای   مناسب و نیز بهترین سیتوکینین، برای تولیهد ریزسهاقه  

توان  آمده می دست کاج مطبق معرفی شود. براساس نتایج به

TE  وWPM و  شده ها برای صفات بررسی را بهترین محیط

بههاززایی کههاج مطبههق در نظههر گرفههت. همچنههین از بههین   

بیشترین تهأثیر را در مهورد    2ip شده های ارزیابی سیتوکینین

زایی این گیاه نیهز   داشت. در مورد ریشه شده صفات بررسی

بهترین پاسن را نشان داد امها بها توجهه بهه      BAPهورمون 

زمان طولانی صهرف ایهن فراینهد شهد بهه نظهر        اینکه مدت

رسد که نیاز به مطالعۀ بیشتر دارد. از نتایج این پهژوهش   می

توان در مطالعات آیندۀ کشت بافت کاج مطبهق و دیگهر    می

 های کاج استفاده کرد. ونهگ
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