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  چكيده

باشد كه تكثير غيرجنسي آن از طريق قلمـه تـاكنون    هاي زاگرس مي ترين گونه درختي در جنگل بلوط ايراني فراوان

هـاي در   منظور سرشاخه  اينبه. گردد موفقيت در تكثير غيرجنسي، موجب تسريع كارهاي اصلاحي مي. استانجام نشده 

در محـيط   WPMو  MSهـاي مختلـف نـيم     كشـت  حال رشد بهاره دارا و فاقد جوانـه رأسـي بلـوط ايرانـي در محـيط     

اده سـترون كننـده شـامل اتـانول،     هـا، چهـار نـوع م ـ   منظور سترون كردن ريزنمونه به. كشت داده شدند ،اي شيشه درون

هاي مختلـف مـورد آزمـون قـرار گرفـت و      همراه توئين در غلظت كلريدجيوه، هيپوكلريت سديم و هيپوكلريت پتاسيم به

تـأثير تيمارهـاي مختلـف اسـيد اسـكوربيك، اسـيد       . ها ثبت شـد  اي شدن ريزنمونه رتبة آلودگي، ترشحات فنلي و قهوه

. مـورد ارزيـابي قـرار گرفـت     ،هـا  اي شـدن ريزنمونـه  ريكي بر ميزان ترشحات فنلي و قهوهفعال و تا ، زغالPVPاستيك، 

. شـد بررسـي   BAPو  NAAهاي مختلف دو هورمـون  ها با استفاده از غلظت زايي ريزنمونههمچنين نرخ پرآوري و پينه

 NAA ،4/0 تـر يدر ل گـرم يل ـيم 4/0، شـاهد (ها با چهـار تركيـب هورمـوني اكسـين     دهي ريزنمونهتوان ريشه ،در پايان

و سـه غلظـت هورمـون     )گـرم در ليتـر  ميلـي  3/0و  1/0بـه ميـزان    IBAو  NAA مخلـوط  و IBA تـر يدر ل گرم يليم

نتايج نشان داد كه بهترين شرايط جهـت اسـتقرار و   . مورد ارزيابي قرار گرفت) گرم در ليتر ميلي 1و  4/0، 0(سيتوكنين 

و انتقـال بـه   % 1/0هـا بـا كلريـدجيوه     هارة بلوط ايرانـي،  سـترون كـردن ريزنمونـه    هاي در حال رشد بپرآوري ريزنمونه

ترتيب به NAAو  BAPافزايش غلظت . باشد فعال مي يا زغال PVPگرم در ليتر  ميلي 5/0همراه  به WPMكشت  محيط

دهـي  از تيمارهـاي ريشـه   هـيچ يـك  . ها نداشت داري بر نرخ پرآوري ريزنمونهگرم در ليتر تأثير معني ميلي 1/0تا يك و 

 .نشدها منجر به تشكيل ريشه در ريزنمونه

  بلوط ايراني، پرآوري، ترشحات فنلي، زاگرس، كشت بافت : كلمات كليدي

  

  مقدمه

 Quercus(با توجه به پراكنش وسيع بلوط ايراني 

brantii Lindl. (هاي زاگرس  در جنگل)زاده و متيني

، نقش اين گونه )1385مهاجر، ؛ مروي1385همكاران، 

حفاظت از خـاك، آب و جلـوگيري از فرسـايش در    در 

رويـه  دليل قطع بي از طرفي به. منطقه انكارناپذير است

هـا   هاي نامناسب و تعليف دام، اين جنگل برداري و بهره

كـه ميـزان     نحـوي  كننـد، بـه  سير قهقرايي را طي مـي 
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هاي اين گونه پوشش، رويش و زادآوري در رويشگاه تاج

نقـوي و  (يار انـدك اسـت   دليـل شـدت تخريـب بس ـ    به

همچنين با توجـه بـه اهميـت ايـن     ). 1388همكاران، 

 كـرد رويشناسي و اقتصـادي،   گونه از ابعاد مختلف بوم

هـاي ايـن منطقـه، موجـب ارتقـاء       اصلاحي بـه جنگـل  

هـاي   يكـي از روش . شودميكرد كمي و كيفي آن  عمل

هاي اصلاحي، دستيابي بـه تكثيـر    مؤثر در اجراي پروژه

ي، جهت تكثيـر و بررسـي درختـان منتخـب     غيرجنس

هايي كه تاكنون جهت تكثير غيرجنسي  تلاش. باشدمي

انـد حـاكي از آن    هاي مختلف بلوط صورت گرفتـه گونه

هـاي   يـابي بـه ايـن امـر از طريـق روش     است كه دست

هـاي نابجـا    معمول مانند قلمـه، پيونـد و توليـد ريشـه    

بـذرهاي  از طرفي بذر بلوط در دسـته  . باشدمشكل مي

مدت بـذور آن   بوده و نگهداري طولاني 1ترانتكلسيري

پذير دليل حساسيت بالاي اين بذور به خشكي امكان به

. )Mohan Jainne & Häggman, 2007(نيســت 

تـوان هـر زمـان و بـه هـر       ولي با انجام ريزازديادي مـي 

نواخــت و ميــزان كــه لازم باشــد گياهــاني ســالم، يــك

ــل ســاخت  ــا حفــظ كام ار ژنتيكــي و امكــان مرغــوب ب

 & George(سـازي بلندمـدت را توليـد كـرد      ذخيـره 

Klerk, 2008( .  

از طرفي ريزازديادي گياهان با استفاده از 

دليل  هاي كاملاً رشديافته در عرصه عمدتاً بهريزنمونه

  بودن بافت مريستمي  غيرفعال

                                                
1
 Recalcitrant  

)Chalupa, 1993; Romano & Martins-

Loução, 1992 ( اكسيداسيون سريع آلودگي بالا و

 & Jain(هاي آن پس از كاشت دشوار است  بافت

Priyadarshan, 2009 .(رو در برخي موارد  ازاين

هاي در حال رشد بهاره كه از آلودگي  استفاده از شاخه

تر و توان رويشي بيشتري برخوردار هستند توصيه كم

هرچند در ) Barlass & Skene, 1978(شود  مي

اي كه رشد  هاي بهاره از شاخه برخي موارد استفاده

هاي در حال  جاي شاخه طولي آن متوقف شده است به

  ). Volkaert et al., 1990(تر بوده است  رشد مناسب

اي توسط  شيشهكردن در شرايط درونضدعفوني

كلسيم، هيپوكلريت موادي نظير اتانول، هيپوكلريت

 سديم، كلريدجيوه، با توجه به نوع گونه و گياه مورد

گيرد  هاي مختلف صورت مي ها و زمان نظر، در غلظت

)Lizarraga et al., 1989 .(كه منشأ  درصورتي

آلودگي داخلي باشد، پس از قطع ريزنمونه و يا در 

زا با محيط هنگام واكشت امكان تماس عامل بيماري

در برخي موارد  .)Höfer, 2009(شود  كشت فراهم مي

ها و  كش قارچ علاوه بر موارد فوق استفاده از

شود  هاي مختلف نيز توصيه ميبيوتيك آنتي

)Kritzinger et al., 1997 .(  

هاي مختلف جنس  كاررفته در گونه هاي به روش

باشند كه از جمله مؤثرترين  بلوط نيز بسيار متنوع مي

هاي دارا و  كردن ريزنمونهتوان به ضدعفوني ها مي آن

ر آب جاري به رأسي با شستشوي اوليه د فاقد جوانه
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ها در  مدت يك ساعت و سپس قراردادن ريزنمونه

دقيقه و متعاقب آن  5- 10مدت  درصد به 70اتانول 

درصد به  1/0 ها به محلول كلريدجيوه انتقال ريزنمونه

دقيقه  5- 10به مدت  80 قطره تويينسه همراه 

)Ostrolucka et al., 2007 (همچنين در . اشاره كرد

روي ساقه  Quercus lobata ي گونهتحقيقي كه در 

ساله اين گونه صورت گرفت، هاي يك نهال

دقيقه در سه مدت  متري به سانتيپنج هاي  ريزنمونه

همراه  درصد بهشش كلسيم محلول هيپوكلريت

خوبي  ، بهششبا اسيديته   80درصد تويين 05/0

). Johnson & Walker, 1990(شدند ضدعفوني 

و  Q. roburي ديادي دو گونهمنظور ريزاز همچنين به

Q. petrea هاي رأسي و جانبي، از با استفاده از جوانه

 20درصد براي مدت  3/0تا  1/0 محلول كلريدجيوه

 & Chalupa, 1984(دقيقه استفاده شد  40الي 

 .Q بلوط در تحقيقي ديگر كه بر روي دو گونه). 1993

leucotrichophor   وQ. glauca  ،انجام شد

 10ها به مدت  مطلوب با خيساندن ريزنمونه نتيجه

درصد حاصل شد  05/0 دقيقه در محلول كلريدجيوه

)Purohit et al., 2002 .(  

خودكاتاليزوري است  شدن بافت يك پديده ايقهوه

تركيبات فنلي . شودميها كه موجب مرگ ريزنمونه

كه اين . شوندميتوليد شده باعث ايجاد صدمه به بافت 

اي دنبال آن، قهوه خود باعث آزاد شدن فنل بيشتر و به

طور كلي، براي جلوگيري به. شودشدن بيشتر بافت مي

ها، بايد ضمن عمل شدن ريزنمونهاي از قهوه

ها را در تماس نزديك با ضد اكسيد  جداسازي، آن

از  ).Comptan & Preec, 1986(ها قرار داد كننده

توان به انجام  شدن مي اي هاي كاهش قهوه جمله روش

، كاهش غلظت )McCown, 1986(هاي مكرر واكشت

و يا   Na-DIECA1، افزودن )Evers, 1981(ساكارز 

ها با  تيمار ريزنمونه كشت، پيشگلوتامين به محيط

 ,Compton؛Marks & Simpson, 1990(تاريكي 

ها در تاريكي و يا نگهداري كشت) 1999

)Monteuuis & Bon, 2000 (اره نموداش .

Ostrolucka et al. (2007) منظور حذف فنل در به

گرم در ليتر ميلي 100ها را در محلول بلوط، ريزنمونه

  و دقيقه قرار دادند 30اسيد اسكوربيك به مدت 

Mohan Jainne & Häggman (2007)  3  10تا 

فعال را جهت حذف ترشحات فنلي  گرم در ليتر زغال

  .در بلوط توصيه نمودند

هاي متعدد از معني تحريك رويش ساقه پرآوري به

عوامل مختلفي بر پرآوري و . باشديك ريزنمونه مي

طور كلي استفاده از به. ها تأثير دارد ميزان رشد آن

نسبت بالاي سيتوكينين به اكسين موجب تحريك 

هرچند در برخي موارد . شودميها پرآوري در ريزنمونه

 ها نظير،ي سيتوكينيناستفاده از غلظت بالاي برخ

BA   وBAP است شده ها موجب توقف رشد ساقه

)Vieitez et al., 1983 Chalupa, 1984; .(

                                                
1
 Sodium-diethyldithiocarbamate 
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Ostrolucka et al. (2007) 1-5/0 گرم در ليتر ميلي

BAP  گرم در ليتر  ميلي5/0-1/0به همراهNAA  را

منظور پرآوري جنس بلوط  به WPMكشت در محيط

همچنين در تحقيقي ديگر استفاده از . توصيه نمودند

گرم در ليتر  ميلي 01/0و  BAPگرم در ليتر ميلي 5/0

NAA كشت را در محيطWPM  بهترين شرايط براي

). Chalupa, 1983(شد تعيين   Q. roburپرآوري

 ,.Vieitez et al(هاي جوان استفاده از ريزنمونه

 Chauvin(كردن ساكارز با فروكتوز ، جايگزين)1983

& Salesses, 1988(فعال و  ، اضافه نمودن زغال

نيز در ) Ostrolucka et al., 2007(جيبرليك اسيد 

. شدها تحقيقات مختلف، موجب طويل شدن شاخه

كلي استفاده از نسبت بالاي اكسين به  طور به

دهي ضروري است سيتوكنين براي شروع ريشه

)McCown, 1986 .( همچنين تركيب دو نوع اكسين

NAA  وIBA دهد دهي را افزايش ميمقدار ريشه

)Ostrolucka et al., 2007 ؛Chalupa, 1984 .( با

گرم ميلي 5/0و  NAAگرم در ليتر ميلي 1/0تركيب 

به ميزان   Q. roburدردهي ميزان ريشه IBAدر ليتر 

). Chalupa, 1984(درصد افزايش يافت  95تا  70

Ostrolucka et al. (2007)  نيز نتايج مشابهي در

دست آوردند به  ها بهدهي انواع بلوطمورد ريشه

و  NAAگرم در ليتر ميلي 1/0كه با تركيب  طوري

 WPMدر محيط كشت  IBAگرم در ليتر ميلي 3/0

در تحقيقي كه . شددهي حاصل بيشترين ميزان ريشه

دهي منظور ريشه به Chalupa et al. (2002) توسط

تنهايي به IBAانواع جنس بلوط انجام شده استفاده از 

 IBAصورت تركيبي از  و يا به) گرم در ليترميلي 5/0(

موجب ) گرم در ليترميلي 4/0هر كدام ( NAAو 

عوامل فيزيكي و . شدتوليد ريشه در انواع بلوط 

ها دهي ريزنمونهشيميايي متعددي موجب ريشه

عنوان  Gaspar & Coumans (1987). شوند مي

 دمايآبي،  نمودند كه شش عامل فيزيكي شامل تنش

بالا، زغال فعال، اكسيژن بالا و شدت نور پايين موجب 

همچنين . شوندميها دهي ريزنمونه تحريك ريشه

هاي شيميايي نظير افزايش بر، كلسيم و منگنز محرك

 Dتامين و نيز حضور برخي از تركيبات فنلي و وي

 ) 1987(شوند دهي تواند موجب تحريك ريشه مي

Gasper & Coumas  طي تحقيقي كه توسط

Badoni et al. (2010) دهي منظور ريشه بهQ. 

robur  نمك و  كشت كمنجام شد، استفاده از محيطا

دارشدن به ريشه) گرم در ليتر 10(ساكارز پايين 

  .شدها منجر ريزنمونه

كه ريزازديادي بلوط ايراني در هيچ يك  با توجه به اين 

از مراحل آن تاكنون به انجام نرسيده است و بـا توجـه   

به پراكنش و اهميت بسيار بالاي ايـن گونـه مخصوصـاً    

هــاي غــرب ايــران، در ايــن تحقيــق امكــان  در جنگــل

موفقيـت  . ريزازديادي اين گونه مورد بررسي قرار گرفت

هـاي   گونه موجـب تسـريع فعاليـت    ريزازديادي در اين
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بلـوط    اصلاحي و در نهايت بهبود كمي و كيفـي گونـه  

  .شدايراني خواهد 

  

  ها مواد و روش

هاي در حـال رشـد درختـان بـالغ بلـوط      سرشاخه

تحقيقـاتي دانشـگاه   -ايراني واقـع در جنگـل آموزشـي   

متر قطـع  سانتي 20تا  15ياسوج در اوايل بهار به طول 

هـا سـه   ابتـدا سرشـاخه  . شـدند و به آزمايشگاه منتقل 

كشـي  دقيقه با آب لولـه  15مرتبه و هر مرتبه به مدت 

متـر ابتـدايي   سـانتي  5سـپس  . شـدند شهري آبكشـي  

و به مدت  ندشدهاي آن حذف  ها قطع و برگ سرشاخه

ــس از آن    2 ــد و پ ــانده ش ــر در آب خيس ــاعت ديگ س

غذ آلومينيوم پيچانده و صورت مرطوب در كا ها به نمونه

تـا روز بعـد    گـراد سـانتي  درجه 4در يخچال در دماي 

طـول   هايي به ها، ريزنمونه از اين سرشاخه. نگهداري شد

متر با تعداد يك الي دو جوانه سانتي 5/1الي  1تقريبي 

هـاي دارا و فاقـد   و ريزنمونـه  شـد در هر ريزنمونه تهيه 

 3مدت  ها بهزنمونهري. جوانة انتهايي از يكديگر جدا شد

پـــس از آن . ســـاعت ديگـــر در آب قـــرار داده شـــد

ها آبكشي شده و به زير لامينارفلو جهت انجام  ريزنمونه

منظـور   بـه . شـدند مراحل بعدي سترون كردن منتقـل  

هـايي بـا چهـار هـدف      ريزازديادي بلوط ايراني آزمايش

ضدعفوني نمـودن، حـذف ترشـحات فنلـي، پـرآوري و      

هـاي در حـال رشـد بهـاره      سرشاخه دهي بر روي ريشه

تيمارهـاي ضـدعفوني شـامل    . بلوط ايراني انجـام شـد  

 70(، اتـانول  )شـاهد (تيمارهاي شستشو بـا آب مقطـر   

و يـا همـراه بـا    ) درصـد  1و  1/0(و كلريدجيوه ) درصد

و تـوئين  ) مولارميلي 300(هيپوكلريت سديم و كلسيم 

مـادة  در هـر   هـا  يزنمونهر. انجام شد 1بر اساس جدول 

و  يـد گرد يضـدعفون  يقـه دق 5مدت  كننده به يضدعفون

. شد يو آبكش يساندهدر آب مقطر خ يقهدق 5 ياندر پا

عنـوان شـاهد اسـتفاده     با آب مقطـر بـه   يسه بار آبكش

ريزنمونه به محـيط   10بافت  در هر ظرف كشت .يدگرد

درصد ژلرايـت   28/0جامد شده با  MSكشت پاية نيم 

صورت عمودي منتقل و در اتاق كشـت قـرار گرفـت     به

درجـــه  27ســـاعت تـــاريكي،  8ســـاعت نـــور و  16(

مربع بر ثانيـه نـور   ميكرومول بر متر 150گراد و  انتيس

شدن و نشـت   ايميزان آلودگي، قهوه). فعال فتوسنتزي

  .ترشحات فنلي دو هفته پس از استقرار ثبت شدند

منظـور حـذف ترشـحات فنلـي مـورد       مارهايي كه بهتي

گـرم در   10و  PVP )5/0 ،1آزمون قرار گرفتند شامل 

بـه  (، مخلوط اسيد سيتريك و اسـيد اسـكوربيك   )ليتر

 100و  150گـرم در ليتـر و يـا    ميلي 50و  75ترتيب 

گـرم در   3و  1، 5/0(فعـال   ، زغـال )گـرم در ليتـر  ميلي

روز تاريكي در دمـاي   14و  2، 1(و تيمار تاريكي ) ليتر

بود كه در دو محيط كشت نـيم  ) گراد درجة سانتي 27

MS  وWPM منظـور تعيـين بهتـرين     به. انجام گرفت

تيمار پرآوري، دو نوع ريزنمونة دارا و فاقد جوانة رأسي 

درصد بـه محـيط    1/0پس از ضدعفوني با كلريد جيوة 

 PVPگـرم در ليتـر    ميلـي  5/0همراه با  WPMكشت 
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در سـه سـطح    NAAهـاي  شد و تأثير هورمون منتقل

در چهـار   BAPو ) گـرم در ليتـر   ميلي 1/0، 01/0، 0(

بـر نـرخ   ) گـرم در ليتـر  ميلـي  1و  5/0، 1/0، 0(سطح 

زايي و طـول شـاخه مـورد ارزيـابي قـرار       پرآوري، پينه

ــت ــه. گرف ــان، ب ــار   در پاي ــرين تيم منظــور تعيــين بهت

د جوانـة رأسـي   دهي، دو نوع ريزنمونـة دارا و فاق ـ  ريشه

درصد به محـيط   1/0پس از ضد عفوني با كلريد جيوة 

بـا   PVPگرم در ليتر  ميلي 5/0همراه با  WPMكشت 

گـرم  ميلي 4/0، 0(هاي اكسين در چهار سطح هورمون

و تركيبي  IBAگرم در ليتر ميلي NAA ،4/0در ليتر 

گـرم  ميلـي  3/0و  1/0هـاي   با غلظت NAAو  IBAاز 

گرم ميلي 1و  4/0، 0(ين در سه سطح و كينت) در ليتر

تجزيـه و تحليـل   . مورد آزمايش قرار گرفتنـد ) در ليتر

طرفـه كروسـكال    ها به كمك آنـاليز واريـانس يـك    داده

واليس و مقايسات ميانگين دوگانه با استفاده از آزمـون  

U ويتني و مقايسات ميانگين چندگانه با اسـتفاده  -من

ضريب تصحيح آلفـاي  همراه  ويتني به-من U از آزمون

  .بنفروني انجام شدند

  

  نتايج

طرفه كروسـكال   نتايج حاصل از تجزيه واريانس يك

سـازي نشـان    واليس براي بررسي اثر تيمارهاي سترون

داد تيمارهاي مورد استفاده در تغييـر ميـزان آلـودگي    

). 000/0، آلفـا  159كـاي مربـع   (ها مؤثر بـود   ريزنمونه

نتايج حاصـل از مقايسـه ميـانگين تيمارهـاي مختلـف      

خ آلودگي، نرخ ترشـحات  سازي از نظر صفات نرسترون

شـده  نشـان داده   1اي شدن در شكل فنلي و نرخ قهوه

 70شـده  بـا الكـل    هاي ستروندر اين بين نمونه. است

ــت ســديم   ــس از آن هيپوكلري درصــد  2/2درصــد و پ

از نظر ميزان آلودگي و نرخ ترشحات ) مولارميلي 300(

) درصد 95در سطح اطمينان (داري فنلي تفاوت معني

) شـده بـا آب مقطـر    شسـته (ريزنمونه هاي شـاهد   را با

طـور   ها بـه شدن ريزنمونه اينداشتند و تنها ميزان قهوه

درصد  70داري كاهش يافت، اما استفاده از الكل معني

ميلـي   300(درصـد   2/4همراه هيپوكلريـت كلسـيم    به

ها مؤثر بود هر چند كه در رفع آلودگي ريزنمونه) مولار

هـا هماننـد   اي شدن ريزنمونـه هوهچنان موجب ق اما هم

  . هاي شاهد گرديدريزنمونه

ــه   ــوئين ب ــتفاده از ت ــين اس ــل و   همچن ــراه الك هم

ســازي هيپوكلريــت ســديم تــأثيري در بهبــود ســترون

ها نداشت و تنها موجب تشديد ترشحات فنلي ريزنمونه

. در تيمار تركيبي الكـل و هيپوكلريـت كلسـيم گرديـد    

ــودگي  1/0 اســتفاده از كلريــدجيوه درصــد در رفــع آل

 U(ها در مقايسه با تيمـار شـاهد مـؤثر اسـت     ريزنمونه

ــن ــي -م ــاي تصــحيح000/0ويتن ــي  ، آلف شــده بنفرون

گونه آلودگي با اسـتفاده از كلريـدجيوه    و هيچ) 000/0

اسـتفاده از  . نشـد درصد پس از دو هفته مشـاهده   1/0

اي درصد، ميزان ترشحات فنلـي و قهـوه   1  كلريدجيوه

 1/0ها را در مقايسه با تيمار كلريدجيوه ن ريزنمونهشد

  ). 000/0، آلفا 9ويتني  –من U(درصد افزايش داد 
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  ليست تيمارهاي ضدعفوني مورد استفاده در آزمايش  -1جدول 

Table 1. The list of sterilising reagents used in experiment 

2مرحله   

Step 2 

1مرحله   

Step 1 

 نام اختصاري

Abbreviation name 

- - Bidest.water Control 

- - 

Ethanol 70% 

Eth 

- NaClO [300 mM] 

(2.2%) 

Eth-Na 

Tween Eth-Na-Tween 

- Ca(ClO)2 [300 mM] 

(4.2%) 

Eth-Ca 

Tween Eth-Ca-Tween 

- - 

HgCl2 0.1% 

Hg0.1 

- NaClO [300 mM] 

(2.2%) 

Hg0.1-Na 

Tween Hg0.1-Na-Tween 

- Ca(ClO)2 [300 mM] 

(4.2%) 

Hg0.1-Ca 

Tween Hg0.1-Ca-Tween 

- - 

HgCl2 1% 

Hg1 

- NaClO [300 mM] 

(2.2%) 

Hg1-Na 

Tween Hg1-Na-Tween 

- Ca(ClO)2 [300 mM] 

(4.2%) 

Hg1-Ca 

Tween Hg1-Ca-Tween 

  

موجب كاهش  WPMكشت  استفاده از محيط

ها به محيط كشت  ترشحات فنلي ريزنمونه

)000/0=α(ها اي شدن ريزنمونه، قهوه)000/0=α ( و

نتايج نشان (گرديد ) α=003/0(افزايش نرخ پرآوري 

 ). داده نشده است

دارا و يا فاقد جوانة (اثر سادة نوع ريزنمونه 

و يا  MSنيم (و نوع محيط كشت پايه ) انتهايي

WPM( تأثيري بر ميزان ترشحات فنلي دو هفته پس ،

، PVPاستفاده از تيمارهاي . از كشت نداشت

نحو  سيتريك و تاريكي به –فعال، اسيدآسكوربيك زغال

دادند ها را كاهش  مؤثري ترشحات فنلي ريزنمونه

ولي در اين بين تيمارهاي مختلف تاريكي و ) 2شكل (

موجب ) گرم در ليتر ميلي 10و  PVP )1مقادير بالاي 

از ). 3شكل (ها گرديدند  شدن ريزنمونه اي قهوه

شده استفاده از اكسيداني اعمال تيمارهاي مختلف آنتي

گرم در  ميلي 5/0گرم در ليتر زغال فعال و يا  ميلي 5/0

كمترين ترشحات فنلي و بيشترين درصد  PVPليتر 

تيمارهاي . همراه داشتند ها را به سبزماني ريزنمونه

مختلف تاريكي موجب كاهش ترشحات فنلي انواع 

 5/0هاي مورد استفاده گرديد كه در اين بين ريزنمونه

مؤثرترين تيمار جهت كاهش  PVPگرم در ليتر ميلي

انه انتهايي هاي داراي جو ريزنمونه.ترشحات فنلي بود

داراي نرخ پرآوري بيشتر، طول شاخه بزرگتري نسبت 
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هاي فاقد جوانه انتهايي داشته و نوع  به ريزنمونه

داري بر ميزان ترشحات فنلي  ريزنمونه تأثير معني

)724/0=α (ها  شدن ريزنمونه اي و قهوه)066/0=α ( در

نتايج نشان داده (درصد نداشت  95سطح اطمينان 

  ).نشده است

  

 

  

  
) ج(رتبـة ترشـحات فنلـي و    ) ب(رتبـة آلـودگي،   ) الف(بر ) تكرار MS )10كشت نيمتأثير تيمارهاي مختلف سترون كردن در محيط -1شكل 

 ها  اي شدن ريزنمونهرتبة قهوه

Figure 1. Effect of different sterilizing reagents in half MS medium (10 replications) on (a) 

contamination ratio (b) phenolic leakage ratio and (c) browning ratio of explants 
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  )تكرار 20( دو هفته پس از كشت يدانياكسيمختلف آنت يمارهايتحت ت، )ارياشتباه مع همراه هب( يترشحات فنل  رتبه نيانگيم -2شكل 

Figure 2. Average of phenolic leakage (with standard error), under different antioxidant treatments two 

weeks after culturing (n=20) 
 

  
  )تكرار 20(اكسيداني دو هفته پس از كشت  تحت تيمارهاي مختلف آنتي ،)همراه اشتباه معيار به(شدن  اي ي قهوهميانگين رتبه -3شكل 

Figure 3. Average of browning (with standard error), under different antioxidant treatments two weeks 

after culturing (n=20) 

    
 240(ماه پس از كشت  يك) ب(كشت و نوع محيط) الف(تحت تأثير نوع ريزنمونه ) همراه اشتباه معيار به(ميانگين نرخ پرآوري  - 4شكل 

  )تكرار

Figure 4. Average of proliferation rate (with standard error) in different explant (a) and medium (b) types 

one month after culturing (n=240) 
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، BAPاثـر هورمـون    :الف. ماه پس از كشت تحت تأثير تيمارهاي هورموني مختلف يك) همراه اشتباه معيار به(ميانگين نرخ پرآوري  -5شكل 

  ) تكرار 160( NAAاثر هورمون  :ب) تكرار 120(

Figure 5. Average of proliferation rate (with standard error) in different hormone treatments one month 

after culturing. Effect of NAA (a) (n=120) and BAP (b) (n=160) 

 

درصـد   5داري در سـطح  نرخ پرآوري تفاوت معني

هاي مختلـف هورمـوني نداشـت، ولـي رونـد      در غلظت

هـاي  ريزنمونهنرخ پرآوري در . افزايشي مشاهده گرديد

با اسـتفاده  ) ي انتهايي داراي جوانه(در حال رشد بهاره 

و ) الف-3شكل (بسيار بالا بود  WPMكشت  از محيط

) 075/0=α( BAPو ) NAA )104/0=αافـــــزايش 

درصـد در نـرخ    95 داري در سطح اطمينان تاثير معني

هاي بهاره در حال رشد نداشـتند، امـا    پرآوري ريزنمونه

ها با افزايش  ر ميزان پرآوري ريزنمونهروندي صعودي د

الـف و   -5شكل (غلظت هر دو هورمون مشاهده گرديد 

  ). ب

كروسـكال والـيس    طرفـه نتايج آناليز واريانس يـك 

كـار   بـه  BAPو  NAAنشان داد كه سطوح مختلـف  

در  هاي بهاره دهي ريزنمونه منظور تحريك ساقه رفته به

 ـ  هـا   حال رشد در پينه زايـي ريزنمونـه   ه مـؤثر اسـت، ب

 5/0زايــي در غلظــت كــه بيشــترين نــرخ پينــه نحــوي

ليتـر مشـاهده گرديـد و بـا افـزايش      گرم بر ميلـي  ميلي

  ). 6شكل (زايي مجددا كاهش يافت  نرخ پينه غلظت

شـده   عدم دستيابي به ريزنمونه پـرآوري  با توجه به

هــاي  ميـزان كـافي، اقـدام بـه اسـتفاده از ريزنمونـه       بـه 

. دهـي گرديـد   ارزيابي تيمارهـاي ريشـه  خارجي جهت 

استفاده از تيمارهاي مختلف هورموني، محيط كشـت و  

هـاي بهـاره    كردن سرشـاخه  دار نوع ريزنمونه براي ريشه

درختــان بلــوط مــوثر نبــود و هــيچ يــك از تيمارهــاي 

هـا  دهـي منجـر بـه تشـكيل ريشـه در ريزنمونـه       ريشه

  . نگرديد
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تأثير هورمون ) الف. (ماه پس از كشت ، تحت تأثير تيمارهاي هورموني مختلف، يك)همراه اشتباه معيار به(زايي  ميانگين نرخ پينه -6شكل 

BAP ب(و ) تكرار 120(زايي  بر پينه ( تأثير هورمونNAA )160 زايي  بر پينه) تكرار  

Figure 6. Average of callus genesis rate (with standard error) in different hormone treatments one month 

after culturing. Effect of NAA on callus genesis (a) (n=120) and BAP on callus genesis (b) (n=160) 

  

  بحث

ــت  ــي در غلظ ــحات فنل ــديد ترش ــالاي  تش ــاي ب ه

. كلريدجيوه در برخـي مطالعـات مشـاهده شـده اسـت     

Romano & Martins-Loução (1992)    ترشـحات

 .Qيفنلــي تيمارهــاي مختلــف اســتريل را در گونــه

suber درصـد  1 بررسي كردند و استفاده از كلريدجيوه

درصـد باعـث افـزايش و     20سديم همراه هيپوكلريت به

هـاي   اسـتفاده از غلظـت   .يد ترشحات فنلي گرديدتشد

ــه  ــدجيوه در ريزنمون ــم كلري ــه  ك ــاره ب ــاي به ــل  ه دلي

هــا در  نفوذپــذيري و حساســيت بيشــتر ايــن ريزنمونــه

 (1993) .بسـياري از تحقيقـات مشـاهده شـده اسـت     

Chalupa  بهتــــرين تيمــــار ضــــدعفوني را بــــراي

مـدت   درصـد بـه   1/0ي هاي بهاره، كلريدجيوه ريزنمونه

ي هـاي دارا و فاقـد جوانـه   دقيقه براي جوانـه  20مان ز

  .رأسي انواع بلوط گزارش نمودند

ــتفاده ــانول  اسـ درصـــد و  70ي تركيبـــي از اتـ

ــايج  هيپوكلريــت كلســيم نيــز در بســياري از مــوارد نت

هـاي  هاي ريزنمونـه آميزي جهت حذف آلودگيموفقيت

در  Lizarraga et al. (1989). دهـد بهاره نشـان مـي  

هـاي  منظور ضـدعفوني نمـودن ريزنمونـه    بررسي كه به

انجــام داد بــه ايــن نتيجــه  Olea europaeaزيتــون 

 1درصـد بـه مـدت     95رسيد كه بهترين تيمار اتـانول  

هـا در هيپوكلريـت  دقيقه و سپس قرار دادن ريزنمونـه 

 15مـدت   بـه  80همراه چند قطره تويين  به% 1كلسيم 

هاي نيز ريزنمونه) 1385( عصاره و همكاران. دقيقه بود

و متعاقـب آن  % 70گل محمدي را با استفاده از اتانول 

درصـد   25كلسيم ها با هيپوكلريت نمودن آن ضدعفوني

دقيقه به  5درصد براي مدت يك تا  1/0 يا كلريدجيوه

  .آميزي ضدعفوني نمودندطور موفقيت

هاي بلـوط  بودن نرخ پرآوري ريزنمونهمشاهده بالاتر

ــي ــت در مح ــيم   WPMط كش ــا ن ــه ب  MSدر مقايس
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تـراكم نمـك در محـيط    تواند به دليل بالاتر بـودن   مي

اسـتفاده از  . باشـد  WPMنسـبت بـه    MSكشت نـيم  

كاربرد وسيعي  WPMنمك نظير هاي كم محيط كشت

هــا در افــزايش غلظــت نمــك. در گياهــان چــوبي دارد

كشت احتمالاً موجب تحريك ترشـحات فنلـي و   محيط

 & Romano(گـردد  هـا مـي  ريزنمونـه افزايش مـرگ  

Martins-Loução, 1992 .(  همچنين اين دو محقـق

هـاي مختلـف و تيمارهـاي    طي بررسي محـيط كشـت  

ــه    ــد ك ــلام نمودن ــي اع ــف حــذف ترشــحات فنل مختل

دليل نمك زياد نسـبت بـه سـاير     به MSكشت  محيط

گيري ها، ترشحات فنلي را به صورت چشمكشتمحيط

  .دهندافزايش مي

ــه توســط  در ت ــي ك  .Ostrolucká et alحقيق

 Q. suberهـاي   جهت ريزازديـادي ريزنمونـه   (2007)

 24همـراه   درصد بـه  PVP 1صورت گرفت، استفاده از 

ترشـحات   ساعت تاريكي مؤثرترين تيمار جهت حـذف 

همچنـين عـدم   . بـود  Q. suberهـاي   فنلي ريزنمونـه 

 .Qهـاي   موفقيت در حذف ترشـحات فنلـي ريزنمونـه   

suber  بــا اســتفاده از اســكوربيك و ســيتريك توســط

Romano & Martins-Loução (1992)  گــزارش

 .گرديد

هاي داراي جوانـة  بالابودن نرخ پرآوري در ريزنمونه

تر بـودن مريسـتم   توان به قطبيت و فعالانتهايي را مي

ــبت داد  ــايي نسـ ــي، (انتهـ ). 1385فارســـي و ذوالعلـ

Mohan Jainne & Häggman (2007)  بهتــرين

 .Qهاي رأسي بلوط  تيمار هورموني براي پرآوري جوانه

robur   گرم در ليتر ميلي 5/0راBAP 01/0همراه  به 

 .به دست آوردند NAA گرم در ليترميلي

بر  BAPهاي متعددي در مورد تأثير هورمون گزارش

در تحقيقي كه . ها وجود داردزايي ريزنمونهميزان پينه

صورت گرفت ) 1387(همكاران مقدم و  توسط گنجي

باعث افزايش ميزان پينه از   BAPافزايش غلظت

) Prunus mahaleb(هاي گياه محلب انتهاي جوانه

گرم در ليتر ميلي 5/0بيشترين پينه در تيمار . شد

BAP  در گياه داوودي  

)morifolium Ramat Chrysanthemum ( مشاهده

پيوندي (ست ا اين آزمايش شد كه در تطابق با نتيجه

  ).1389و همكاران، 

  

  گيرينتيجه

از هر نظـر بهتـر    WPMكشت كه محيط از آنجايي

كشـت  بود، استفاده از محـيط  MSكشت نيم  محيط از

WPM    ــق توصــيه ــن تحقي ــايج اي ــل نت جهــت تكمي

هـايي داراي  در اوايل فصـل رويـش ريزنمونـه   . شود مي

و بـه   هـاي در حـال رشـد تهيـه    انتهايي از شاخه جوانه

گرم در ليتـر يـا    ميلي NAA )1/0كشت حاوي محيط

ــي 1( BAPو ) بيشــتر ــا بيشــتر  ميل ــر ي ــرم در ليت ) گ

جهــت ضــدعفوني . منظــور پــرآوري منتقــل گــردد بــه

نحو مؤثري ميـزان   درصد به 1/0 ها كلريدجيوهريزنمونه

ها را كاهش داده و كمتـرين تحريـك   آلودگي ريزنمونه
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ــي را موجــب مــي  جهــت حــذف . دشــوترشــحات فنل

 PVPگرم در ليتـر   ميلي 5/0ترشحات فنلي استفاده از 

مؤثر بوده ولي حـذف   تيمارها طور مشترك در كليهبه 

-هـا بـه  كامل ترشحات فنلي نيازمند واكشت ريزنمونـه 

دهـي  منظور تحريـك ريشـه  به. باشد اي ميصورت دوره

هـاي تكثيـر شـده در    ها، استفاده از ريزنمونـه ريزنمونه

اي بدون انجام تيمارهاي ضدعفوني درون شيشهشرايط 

همچنـين بـا   . شودجهت انجام مطالعات آتي توصيه مي

كه نسبت بالايي از اكسين به سـيتوكينين   توجه به اين

شـود  زايي مـؤثر اسـت پيشـنهاد مـي    در تحريك ريشه

گـرم  ميلـي  4/0بـيش از  (هاي بالاتري از اكسين غلظت

  .در آزمايش قرار گيرند) در ليتر

  

  قدرداني

ــة    ــان نامـ ــايج پايـ ــي از نتـ ــق بخشـ ــن تحقيـ ايـ

ارشد اسـت كـه بـا حمايـت مـالي دانشـگاه        كارشناسي

  . ياسوج انجام شده است

  

  منابع

 .morifolium Ramat L داوودى  گيـاه  زائـى  انـدام  و زائـي  كـالوس . 1389. و مجـد، ا . ، مرادتهرانـي، م .پيونـدي، م 

Chrysanthemum  .53-59): 3(9زيستي دانشگاه آزاد اسلامي واحد زنجان،  فصلنامه علوم.  

كشـت و تنظـيم   اثـر محـيط  . 1385. و شـهرزاد، ش . زارع، ع ، قمـري .ممقاني، ب  ، الهوردي.ل. ، قربانعلي، م.ح. عصاره، م

  .45-51 :120مجله پژوهش سازندگي، . اي گل محمدي هاي رشد بر تكثير درون شيشه كننده

  .ص 495انتشارات دانشگاه فردوسي مشهد، ايران، . اصول بيوتكنولوژي گياهي. 1385. و ذوالعلي، ج. فارسي، م

. اي چهار ژنوتيـپ پاكوتـاه گـزينش شـده محلـب     تكثير درون شيشه. 1387. و آناهيد، ص. ، رضا بلندي، ا.مقدم، ا گنجي

  . 54-61): 79(21مجله پژوهش سازندگي در منابع طبيعي، 

  .ص 387 ، ايران،انتشارات دانشگاه تهران. و پرورش جنگل يشناس جنگل .1385 .ر.م ،مهاجر يمرو

هـاي غيـر    تغييـرات فصـلي كربوهيـدارت    .1385. ورنـر، و  و .ي، ممـور يت ،.م سيخوشنو، .ا.ع.كروري س ،.زاده م ينيمت

  .269-277): 3(14 ،جنگل و صنوبر قاتيتحق. هاي برودار ساختماني و آنزيم آميلاز در شاخه

هـاي كمـي    ترين طول خط نمونه در برآورد مشخصـه  تعيين مناسب .1388. ، سوسني، ج.، حلونديجل ،.، افلاح ،.ح ي،نقو

  .229-238): 3(1 ،رانيجنگل ا ي مجله. هاي زاگرس جنگل
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Abstract 

 

Brant oak (Quercusbrantii) is one of the most abundant tree species in Zagros forests but 

there have been scantefforts to its propagation via shoot cuttings approach. Any achievement in 

its asexual reproduction shall accelerate the breeding improvements. For this purpose, under 

growing twigs of Brant oak with and without apical bud were cultured in different culture 

mediums of half MS and WPM adopting in vitro conditions. In order to study of the explants' 

sterilization, four kinds of sterilizing reagent consist of ethanol, mercury chloride, sodium and 

calcium hypochlorite with and without Tween as a surfactant in different concentrations were 

tested and the rate of contamination, phenolic leakage and browning of explants were recorded. 

The effect of different treatments of ascorbic acid, acetic acid, PVP, activated charcoal and 

darkness on phenolic leakage and browning of explants were evaluated. The ratio of 

proliferation and callus formation with different NAA and BAP concentrations were 

investigated. Finally the rooting vigor of explants by four auxin combinations (control, 0.4 mg 

L-1 NAA, 0.4 mg L-1 IBA and a mixture of NAA and IBA with amount of 0.1 and 0.3 mg L-1) 

and three cytokinin concentration (0, 0.4 and 1 mg L-1 ) were assessed. The results revealed that 

the best suitable condition to establish and proliferate of under growing twigs of Brant oak was 

sterilizing the explants using mercuric chloride 0.1% (w/v) and transferring to WPM medium 

containing 0.5 mg L
-1

 PVP or activated charcoal. Increasing BAP and NAA concentrations up to 

1 and 0.1 mg L-1 respectively had no significant effect on proliferation rate of explants. None of 

the rooting treatments were conducted to root formation in explants. 

 

Keywords: Brant oak, Proliferation, Phenolic leakage, Zagros, Tissue culture 
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