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 كيدهچ

پـنج تيمـار    . شدندآوري    مادري حاشيه رودخانه كارون جمع     هاي  در اين پژوهش، تخمدانهاي نارس و بالغ صنوبر پده، از پايه          
 30 بـه مـدت      يك هر   %70 به همراه اتانول     %1/0مركوريك   كلرور شامل در يك طرح كاملاً تصادفي با هشت تكرار          سازي  نسترو
 دقيقـه بـه همـراه       1به مـدت    % 70اتانول   و    دقيقه 10به مدت   % 25 ميت سد يپوكلريه به همراه     ثانيه 30 به مدت    %70 اتانول   ،ثانيه
ميـزان   .مـورد ارزيـابي قـرار گرفـت        سـازي   سترونعنوان تيمارهاي مطلوب      به ترتيب  به  دقيقه 10 به مدت    %25م  يت سد يپوكلريه

 تجزيه كوواريانس در يك طرح كاملاً تصـادفي بـا شـش تكـرار                روش  به،  هورموني چهار تيمار زايي حاصل از بكارگيري       كالوس
 در mg/l 1/0  بـه مقـدار  kin و mg/l 3 يزان به مD–2,4 و نيز تيمار   mg/l 1/0  به مقدار  BAP و   mg/l 3  به ميزان  IBA. بررسي شد 
معادلـه رگرسـيوني سـن ريزنمونـه و ميـزان           ن  يهمچن ـ .نـد دي گرد يمعرف ـزايي     به عنوان بهترين تيمارهاي كالوس     MSمحيط پاية   

زايي بـاز . يافـت زايي كاهش   منحني رگرسيوني نشان داد كه با افزايش سن ريزنمونه ميزان كالوس           .محاسبه گرديد زايي آنها     كالوس
بررسـي   كامل تصادفي با چهار تكرار       يها در يك آزمايش فاكتوريل بر پايه طرح بلوك        زايي  شاخه چهار تيمار     در  موجود هايكالوس
 هاي از كالوس ـزايي شاخه بهترين تيمار مطلوب عنوان به MSدر محيط پايه  mg/l 5/0 به مقدار NAAو   mg/l 2  به ميزان  BAP. شد

  و NAA پنج تيمار با چهار تكرار در يك طرح كاملاً تصادفي بررسي گرديد و در نهايت                 زايي نيز   شهجهت ري . موجود پيشنهاد شد  
IBA   به ميزان    يك هر mg/l 1/0     در محيط پايةMS   بـاززايي  هايگياهك.  معرفي شد  زايي  ريشهعنوان بهترين تيمار      نيترات به  2/1 با 

 . رعه انتقال يافتندشده پس از طي مراحل مختلف سازگاري در محيط خاك به مز
 

 . سازگاريو ، باززاييMS، كالوس، محيط پاية ، تخمدانزايي زايي، ريشه شاخه : كليديهاي واژه
  

 مقدمه
هاي بيوتكنولوژي گياهي،   يندهاي مهم فرا    يكي از جنبه  

هاي آزمايشـگاهي     ها در محيط  كشت سلولها، بافتها و اندام    
برد كشـت  كار .خاص و تحت شرايطي كاملاً استريل است

 در  قابـل توجـه   هـاي   قيتبافت و سلول گياهي به دنبال موف      
اصلاح درختان در سرتاسر جهان از چند دهة گذشته آغاز          

هـاي اخيـر    شده است و نتايج تحقيقات انجام شده در دهه        

گـذار   عنـوان پايـه     ناپذير اين تكنيك بـه      ر نقش انكار  گواه ب 
 & (Pinon, 1993 هاي اصـلاحي اسـت  بسـياري از روش ـ 

(Antonetti .  ــنوبرها در ــوبي، صـ ــان چـ ــان گياهـ در ميـ
طور وسيعي مـورد بررسـي       ههاي اصلاحي مختلف ب     برنامه

  (McNabb, 1997). اند  قرار گرفته
چوب صنوبرها براي بسياري از اهداف صنعتي مناسب        

 ,Ahuja) بـوده و در سـاختمان نيـز كـاربرد فراوانـي دارد     
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يــد چــوب  ســاله تول30تــا 25پــس از يــك دورة . (1984
شـود كـه در        متر مكعب در هكتار مـي      300صنوبر بالغ بر    

 8 برابر و نسبت به سوزني برگان        4ها  مقايسه با اوكاليپتوس  
 گونـه موجـود در   30 از (Ahuja, 1984).باشـد   برابـر مـي  

صنوبر، صنوبر پده بعلت داشتن خصوصيات فيزيولوژيـك        
 مقاومت اين گونه به   . ه است خاص و ويژة خود، قابل توج     

شوري و حرارت از آن گياهي بردبـار    خشكي،يهااسترس
ــه استرســ ــه علــت و مقــاوم ب ها بوجــود آورده اســت و ب

تـوان    مختلـف، مـي       ن گونه به شرايط اقليمـي     يسازگاري ا 
هـاي    هاي تخريب شده و پيشـبرد پـروژه       براي احياء جنگل  

زدايي نيز از كاشت ايـن درخـت          چون بيابان   مهم و عظيمي  
 .(Shiji et al., 1995)استفاده كرد 

اي   هاي كشـت درون شيشـه      صنوبر بـه روش ـ    يها گونه
 و ايجـاد تنوعـات   (Parsons & Sinkar, 1986)سازگارند 

 يكالوسها از   يزايي و باززاي    سوماكلونال در مرحلة كالوس   
موجود در اين گونـه، جهـت بهبـود بعضـي خصوصـيات             

يكـي از   ) رفع تنة كج و چنگـالي ماننـد       (مورفولوژيك آن   
ف اصلاحي كشت بافـت و سـلول ايـن گونـه اسـت              اهدا

ــود( ــرديمحم ــابراين). 1379 ،ي ك ــف  بن ــل مختل  مراح
 يهــا  از كــالوسيي و بــاززايــيزا كــالوسســازي،  ســترون

 عنـوان   بـه بافت تخمدان صنوبر پـده      موجود، با استفاده از     
معرفــي تيمارهــاي . زنمونــه مــورد توجــه قــرار گرفــتير

اصـلاح ايـن    مطلوب جهت كشت بافت و سلول گيـاهي،         
بـا ارائـه تيمارهـاي      . نمايـد   گونه از صنوبر را تسـهيل مـي       

يي گيـاه از    زازايـي مناسـب و بـاز        سازي و كـالوس     سترون
هـاي    ي موجود با تركيبي مطلوب از تنظـيم كننـده         كالوسها

شـود تـا در    رشد گياهي اين فرصت بـه محققـان داده مـي          
تري نسبت به اصلاح ايـن گونـه گيـاهي            مدت زمان كوتاه  

 . دام كننداق

 مواد و روشها
 نارس از يك پاية مادري      يهاماه تخمدان در اوايل اسفند  

 در حاشـيه رودخانـه كـارون    (.P. euphratica Oliv)پده 
 بـه   سـازي   زمايشگاه پس از مراحل سـترون     برداشت و در آ   

ــپاط كشــت يمحــ ده روز پــس از . منتقــل شــدندMS ه ي
اي بـالغ   برداشت اولين تخمدانهاي نارس، مجدداً تخمدانه     

سازي   از پيش ايزوله شده برداشت و پس از مراحل سترون         
 . نارس منتقل گرديديهاط كشت مشابه با تخمدانيبه مح

هر تكرار عبارت از    ( تكرار   8سازي با     پنج تيمار سترون  
متر يسـانت )  قطر( 7در  ) طول( 8 به ابعاد    يا شهي ظرف ش  1

ح ، در قالـب طـر     ) قـرار داشـت    ريزنمونـه  4بود كه در آن     
سـازي،    دو مرحله پيش سترون   . كاملاً تصادفي پياده گرديد   

 قطـره   2 تا   1 دقيقه شستشو با آب معمولي به همراه         20)1
 بـا آب و  ريزنمونهصابون مايع جهت افزايش سطح تماس   

.  دقيقـه اعمـال شـد      15 شستشو با آب مقطر بـه مـدت          )2
 ٪70 الكـل   )1سازي مشتمل بـر       همچنين تيمارهاي سترون  

 به مدت   ٪25 ثانيه به همراه هيپوكلريت سديم       30به مدت   
 دقيقــه بــه همــراه 1 بــه مــدت ٪70 الكــل )2 دقيقــه، 10

 ٪70 الكـل  -3 دقيقـه،  10به مدت    ٪25هيپوكلريت سديم   
به مـدت    ٪1/0 ثانيه به همراه كلرورمركوريك      30به مدت   

 ثانيه به همـراه كلـرور       30 به مدت    ٪70 الكل   )4 ثانيه،   30
به مدت   ٪70 الكل   )5 دقيقه و    1دت   به م  ٪1/0 مركوريك

 5/1 بـه مـدت      ٪1/0 ثانيه بـه همـراه كلرورمركوريـك         30
 است كه بين مراحل مختلف      يادآوريلازم به    .دقيقه بودند 

 بار شستشو با آب مقطـر اسـتريل   3سازي  هر تيمار سترون  
 هفتـه  3پـس از   .اعمـال گرديـد   )  دقيقه 3هر بار به مدت     (

كـه در اثـر     ( و زنده ) ز آلودگي عاري ا (هاي سالم    ريزنمونه
در هر تكرار شمارش گرديده     ) اند مواد از بين نرفته   سميت  

اي  صفت مورد ارزيابي جهـت مقايسـه تيماره ـ        عنوان  بهو  
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 پـس از طـي    تخمـدانها   . سترون سازي در نظر گرفته شـد      
ــترون  ــف س ــه محيط مراحــل مختل ــازي ب ــاي كشــت س ه

يي عبارت  زا  محيط كشت كالوس  . زايي انتقال يافتند    كالوس
هـاي متفـاوتي از    كـه بـا غلظـت    بـوده  MSاز محيط پايـة    

 MSمحـيط كشـت    . ها و سيتوكينينها تكميل شده بود     اكسين
ــاو ــون ي ت4 يح ــار هورم ــامل يم ــ )1 ش ــاويمح  يط ح

 ،BAPتـر يگـرم در ل  يل ـي م1/0و IBA تـر  يگرم در ل يلي م2
ــ )2 ــاويمحـ ــي م2 يط حـ ــرم در ل يلـ ــر يگـ   وD-2,4تـ

گرم در  يلي م3 يط حاوي مح)Kin، 3تر يگرم در ل يلي م1/0
 يط حـاو ي مح)4و BAP تريگرم در ل يلي م1/0و IBA تر يل

 Kin تـر  يگـرم در ل  يلي م1/0 و D-2,4تر يگرم در ل يلي م3

 كشـت، آنهـا     يهاطيها به مح    پس از انتقال ريزنمونه   . بودند
ــاريكي د  ــرايط ت ــه ش ــاييب  درجــه 25 ± 2ر محــدودة دم

 هفتـه   3پـس از    . نتقل شـدند  گراد و تهويه مناسب م     سانتي
هـا پـس از      داده. ن شـد  ييزايي از هر تيمار تع      ميزان كالوس 

ه و  يمورد تجز ) زنمونهيبه منظور حذف اثر سن ر     (ح  يتصح
) ريزنمونـه  24 ( تكرار6براي هر تيمار   . رار گرفت ل ق يتحل

از طرفي رابطة بين سن ريزنمونـه و مقـدار          . منظور گرديد 
لوب مـورد بررسـي قـرار       زايي در محيط كشت مط      كالوس
 عـدد ريزنمونـه منظـور شـده و          24براي هر سـن     . گرفت
ي به دسـت آمـده از هـر سـن يادداشـت و              كالوسهاتعداد  

، ييبـه منظـور بـاززا     . تجزيه رگرسيون براي آن انجام شـد      
محيط . زايي انتقال يافتند    هاي كشت شاخه   به محيط  كالوسها

 A )BAP  و تركيبي از سطوح مختلف دو فـاكتور MSپاية 
در دو  B (NAA و) تـر ي در لگـرم  ميلي 3 و 2در دو سطح 

 را  ياد شـده   تيمارهاي   ،)تري در ل  گرم  ميلي 5/0 و   1/0سطح  
 2 يط حــاوي محــ)1مارهــا شـامل  ين تي ـا. تشـكيل دادنــد 

 NAAتـر  ي در لگـرم  ميلـي  1/0 و BAP تـر  ي در لگرم ميلي
)1 b1 (a ،2( تـر  ي در لگـرم  ميلـي  2 يط حـاو يمحBAP و 

 يط حـاو ي مح ـ)NAA )2 b1a(، 3تـر  ي در لگـرم  ليمي 5/0

 NAA تـر ي در ل  گـرم   ميلـي  1/0و   BAPتر  ي در ل  گرم  ميلي 3
) 1 b2a(  تـر  ي در لگـرم  ميلي 3 يط حاوي مح)4وBAP  و
آزمـايش  . بودنـد  ،)NAA )2 b2a  تـر ي در لگـرم  ميلي 5/0

  تكرار4با  ي كامل تصادفيبلوكهافاكتوريل در قالب طرح 
زا   شاخه يها تعداد كالوس  ي رو يابي و ارز  در نظر گرفته شد   

دوره  كشت شده به اتاق رشد با        يهاكالوس. صورت گرفت 
 ساعت تاريكي در محدودة     8ي و    ساعت روشناي  16نوري  
 4ها هر    نمونه.  سانتيگراد انتقال يافتند    درجة 25 ± 2دمايي  

 6پـس از    . ط بازكشـت شـدند    ي همان مح  يهفته يكبار رو  
  باززايي   يها  نوشاخه.  مشاهده گرديد  ها  ماه، اولين نوشاخه  

متري بـه    سـانتي  6 تـا    5 از رشد مناسـب حـدود        شده پس 
محـيط كشـت    . زايـي انتقـال يافتنـد        كشت ريشه  يهامحيط
 با نصف غلظت نيتـرات      MSزايي، محيط كشت پاية       ريشه
 IBA و   NAAهاي  ه كـه بـا مقـادير متفـاوتي از اكسـين           بود

 تكـرار در يـك      4 زايـي در     تيمار ريشه  5. تكميل شده بود  
مارها ين ت يا .طرح كاملاً تصادفي مورد بررسي قرار گرفتند      

ــي 1/0 يط حــاوي محــ)1شــامل  ــرم ميل ــر ي در لگ  ،IBAت

ط ي مح ـ)NAA ، 3تـر ي در لگـرم  ميلي 1/0 يط حاويمح )2
تـر  ي در لگرم ميلي 1/0و IBA تر ي در لگرم ميلي 1/0 يحاو

NAA ،4(تـر ي در لگـرم  ميلـي  01/0 يط حـاو ي مح IBA و 

. بودنـد  NAA تـر ي در لگـرم  ميلـي  01/0 يط حـاو ي مح)5
 8 ساعت روشـنائي و     16 دوره نوري انتقال به اتاق رشد با      

 درجة سـانتيگراد    25 ± 2ساعت تاريكي در محدوة دمايي      
برداري جهـت   دو هفته پس از انتقال، آمار     . رفتصورت گ 

يـاد  زايي از تيمارهـاي       مشخص نمودن بهترين تيمار ريشه    
هـاي    شـاخه اد نو صفت مورد ارزيابي، تعـد     .م شد  انجا شده
  .دار شده در هر محيط كشت در نظر گرفته شد ريشه
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 نتايج
مــدل تجزيــه واريــانس طــرح كــاملاً تصــادفي بــراي  

ســـازي پـــس از شـــمارش تعـــداد  تيمارهـــاي ســـترون
.  ارائـه شـده اسـت   1زنده در جدول   هاي سالم و   ريزنمونه

ــين تيمارهــا در ســطح  ي دار معنــي اخــتلاف α=01/0ب
 به منظور مقايسة ميـانگين تيمارهـاي        بنابراينوجود دارد،   

). 2 جـدول (سترون سازي، آزمـون دانكـن انجـام گرفـت        
ــه ميانگين ــي  مقايس ــان م ــا نش ــار    ه ــه تيم ــد ك ــا 3ده  ب

هـر دو بـه     % ( 70به همـراه اتـانول      % 1/0كلرورمركوريك  
 ثانيـه   30بـه مـدت     % 70 با الكـل     1، تيمار   ) ثانيه 30مدت  

 دقيقه و تيمار    10به مدت   % 25همراه با هيپوكلريت سديم     
 دقيقـه بـه همـراه هيپوكلريـت         1به مـدت    % 70 با الكل    2

يقـه از لحـاظ آمـاري بـا ديگـر            دق 10به مدت   % 25سديم  
ي دارنـد و هـر      دار  معنـي هاي سترون سازي اختلاف     تيمار

 يهادانسازي تخم ـ   نوان تيمارهاي سترون  توانند به ع    سه مي 
 . كار روند ب)5شكل ( نارس و بالغ صنوبر پده

 
 هاي تخمدان گياه صنوبر پده بافت تيمار سترون سازي روي5 تجزيه واريانس اثر -1جدول 

   +5/0Y=√x پس از تبديل جذري 
 F ميانگين مربعات زاديآدرجه  منبع تغييرات

 68/7** 17/1 4 تيمار
  15/0 35 زمايشيآخطاي 

  04/10 39 هكل تصحيح شد
 01/0دار در سطح   معني:**، 3/24: ضريب تغييرات

 
 مقايسه تيمارهاي مختلف سترون سازي تخمدان صنوبر پده، با استفاده از آزمون دانكن پس از تبديل جذري -2 جدول

5/0Y=√x+   
 تيمارهاي

  سترون سازي
 گروه بندي
 دانكن

 اميانگين تيماره
 )ههاي سالم و زند تعداد ريزنمونه (

3 a 02/2 
1 ab 84/1 
2 ab 68/1 
4 bc 40/1 
5 c 05/1 

كلرور ) +  ثانيه30 (٪70 الكل -3، ) دقيقه10 (٪25هيپوكلريت سديم ) +  دقيقه1 (٪70 الكل -2، ) دقيقه10 (٪25هيپوكلريت سديم ) +  ثانيه30 (٪70 الكل -1
 ) دقيقه5/1( ٪1/0كلرورمركوريك +  )ثانيه 30( ٪70الكل ) 5 و ) دقيقه1( ٪1/0ركوريك  كلرور م+ )ثانيه 30( ٪70الكل ) 4 ،) ثانيه30( ٪1/0مركوريك 

 
جهــت مشــخص نمــودن بهتــرين محــيط كشــت      

هـر  ( تكرار   6 تيمار و    4زايي، تجزيه كوواريانس با       كالوس
با توجـه   . )3جدول  (انجام شد   ) يا شهي ظرف ش  1 =تكرار

سن ريزنمونـه   كواريت كه بيانگر تأثير      F بودن   دار  معنيبه  
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زايي است، اثر كواريت كه در خطـاي آزمايشـي            بر كالوس 
 جدا و اقدام به تجزيه واريانس طرح كاملاً          بود، ادغام شده 

 شدن  دار  معنيبا  . تصادفي با تيمارهاي تصحيح شده گرديد     
F         01/0 تيمارهاي تصحيح شـده در سـطح=α   مقايسـه ،

ده از آزمــون دانكــن صــورت ميــانگين تيمارهــا بــا اســتفا
هـا و   زايـي، ميانگين    ، تيمارهـاي كـالوس    1 شـكل . پذيرفت

اختلافات بين آنها را با توجه به نتـايج حاصـل از آزمـون              
 . دانكن ارائه نموده است

 
 زايي تخمدان گياه صنوبر پده  كالوس تجزيه واريانس اثر تركيبات هورموني روي-3 جدول

 F گين مربعاتميان زادي آدرجه اتتغييرنبع م

 23/24 ** 15/3 3 تصحيح شده زايي كالوستيمار 

 93/120** 69/15 1 كواريت

  13/0 19 خطاي تصحيح شده
   23 كل تصحيح شده

 01/0دار در سطح   معني**: ،11/8:ضريب تغييرات
 

 
 زايي تيمار كالوس

 زا براي هر تيمار وسهاي كال مونهتعداد ريزنزايي، ميانگين   تيمارهاي كالوس-1 شكل
 α) =01/0( و اختلافات بين تيمارها از طريق آزمون دانكن 

 
 بـه   IBA با   3دهد كه تيمار       نشان مي  بدست آمده نتايج  

 گـرم   ميلـي  1/0 به مقدار    BAPگرم در ليتر و        ميلي 3ميزان  
 گرم  ميلي 3 به ميزان    D-2,4 با اكسين    4تر و نيز تيمار     يدر ل 
تـر  ي در ل  گـرم   ميلـي  1/0 به مقدار    Kinتر و سيتوكينين    يدر ل 

هاي بافت تخمدان مناسـب       زايي از ريزنمونه    جهت كالوس 
 بـودن  دار معنيبا توجه به    . )6شكل  ( ند هست توصيه پذير  و
F        زايـي     كواريت كه نمايانگر تأثير سن ريزنمونه بر كالوس

كه دهد     تجزيه رگرسيون بين اين دو صفت نشان مي        ،است

1(mg/lit  2IBA= +  mg/lit 1/0BAP=

2(mg/lit  22,4-D= +  mg/lit 1/0Kin=

3(mg/lit  3IBA= +  mg/lit 1/0BAP=

4(mg/lit  32,4-D= +  mg/lit 1/0Kin=
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ي بـين ايـن دو صـفت موجـود          دار  معنيرابطة رگرسيوني   
 نيــز رابطــة رگرســيوني ســن 2 شــكل). 4 جــدول( اســت

 – x 05/0زايي را كـه از معادلـة           و مقدار كالوس   ريزنمونه
08/3= Y   و  عـرض از مبـدأ    . دهـد   كند نشان مي    مي تبعيت 

 استيودنت آزمـون گرديـد و       t از طريق    ياد شده شيب خط   
 دار  معنـي  α=01/0كه هـر دو در سـطح        نتايج نشان داد    

 .هستند

 
 زايي تخمدان گياه صنوبر پده رسيون سن ريزنمونه و مقدار كالوس تجزيه رگ-4 جدول

 y= log x  پس از تبديل لگاريتمي

F منبع تغييرات درجه آزادي ميانگين مربعات 

 رگرسيون 1 48/0 88/219**
 خطاي آزمايشي 4 002/0 

 كل تصحيح شده 5 09/0 

 01/0دار در سطح   معني: ** و98/0 :ضريب تبيين ،77/1:ضريب تغييرات
 

 
 سن ريزنمونه

 تخمدان صنوبر پده) Y(زايي و مقدار كالوس )X( رابطه سن ريزنمونه -2شكل 
 y= log x پس از تبديل لگاريتمي 

 
مدل تجزيه واريانس آزمايش فاكتوريل در قالب طـرح         

زايـي نشـان      ي كامل تصادفي براي تيمارهاي شـاخه      بلوكها
  اسـت دار معنـي  α=01/0 تيمارها در سطح Fدهد كه     مي

نكن تيمارهـاي   ج آزمون مقايسه ميانگين دا    ينتا). 5 جدول(

س
لو
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ر 
دا
مق

 
ي 
زاي
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هـا و اختلافـات موجـود بـين تيمارهـا           زايي، ميانگين   شاخه
 يـزان  بـه م   BAPبـا    2b1aنشـان داد كـه تيمـار        ) 3 شكل(

تر ي در ل  گرم  ميلي 5/0 به مقدار    NAAتر و   ي در ل  گرم  ميلي 2

ي داشته و به عنوان تيمـار       دار  معنيبا بقية تيمارها اختلاف     
گـردد   ي موجود پيشنهاد مي   كالوسهازايي از     مطلوب شاخه 

 . )7شكل (
 

پس از افت تخمدان صنوبر پده، هاي حاصل از كشت ب كالوسزايي  شاخه تجزيه واريانس اثر تركيبات هورموني روي-5جدول 
   +5/0Y=√x تبديل جذري

 F ميانگين مربعات درجه آزادي  منبع تغييرات
 85/10** 76/0 3 زايي تيمار شاخه
 ns59/0  042/0 3 بلوك

 A  (BAP) 1 41/1 **63/19عامل
 B )NAA( 1 55/0 *78/7عامل
 AB32/0 1 اثرمتقابل  ns48/4 

  07/0 9 خطاي آزمايشي
  8/1 15 تصحيح شدهكل 

ns: 33/12 :ضريب تغييرات، 05/0دار در سطح   معني: * ،01/0دار در سطح   معني**: ،دار غير معني 
 

  
 زايي تيمار شاخه

 ق آزمون دانكنزا براي هر تيمار و اختلافات بين آنها از طري  شاخههايزايي، ميانگين تعداد كالوس  تيمارهاي شاخه-3 شكل
)01/0=  (α 5/0، پس از تبديل جذريY=√x+ 

 
تيمـار   5واريانس طـرح كـاملاً تصـادفي بـا          مدل تجزيه   

 تيمار در   F دهد كه   نشان مي ) 6جدول  ( تكرار   4زايي و     ريشه
 ميانگين تيمارهـاي    يمحتو.  است دار  معني α=01/0سطح  
 دار  معنـي  و غيـر     دار  نـي معزايي كه نشـانگر اختلافـات         ريشه

دهد   ، نشان مي  )4 شكل(ق آزمون دانكن است     يتيمارها از طر  
ي دارد و به عنوان دار معني با بقية تيمارها اختلاف 3ر  كه تيما 

اين تيمار  . )8شكل  ( گردد ي م ي معرف ييزا شهيمار ر ين ت يبهتر
 هـر دو بـه      IBA و   NAAشامل تلفيقي از هورمـون اكسـين        

)1b1a(mg/lit  2BAP= +  mg/lit 1/0NAA=

)2b1a(mg/lit  2BAP= +  mg/lit 5/0NAA= 

)1b2a(mg/lit  3BAP= +  mg/lit 1/0NAA= 

)2b2a( mg/lit 3BAP= +  mg/lit 5/0NAA= 
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خه
 شا

داد
تع

 
 ري
اي

ه
 زا شه

 پـس از   ياد شده  يها گياهك .تر است ي در ل  مگر  ميلي 1/0ميزان  
 يمتر بـا تارهـا     سـانتي  5/1 هايي به طـول تقريبـي       توليد ريشه 
لـدان كـه حـاوي      ، به محيط خـاك گ     )9شكل   (يكشنده كاف 

 ، پيت و پرليت سترون بود انتقال يافته       هاي مساوي خاك  نسبت
، شت سرگذاشتن مراحل مختلف سازگاري    با پ   و )10شكل  (

 . ندمنتقل شدبه مزرعه 
 

  .+5/0Y=√x  پس از تبديل جذريزايي تيمارهاي ريشه تجزيه واريانس طرح كاملا تصادفي براي -6 جدول
F منبع تغييرات درجه آزادي ميانگين مربعات 

 زايي تيمار ريشه 4 69/0 75/11**

 خطاي آزمايشي 15 06/0 

 كل تصحيح شده 19 19/0 

 01/0سطح دار در   معني **:،24 /04 :ضريب تغييرات
 

 

 زايي تيمار ريشه                                                   

 زا براي هر تيمار و اختلافات بين آنها از طريق آزمون دانكن شههاي ري زايي، ميانگين تعداد شاخه  تيمارهاي ريشه-4 شكل

)01/0=  (α،5/0 بديل جذري پس از تدر گياه صنوبر پدهY=√x+. 
 

 بحث
سازي  تايج بدست آمده پيرامون تيمارهاي مطلوب سترونن    

جهت ضدعفوني نمودن ) 1375(با نتايج جعفري مفيدآبادي 
 دقيقه و 1 به مدت ٪70 با اتانول Populus nigraدمبرگهاي 

 دقيقه مطابقت 20 به مدت ٪25تيمار با هيپوكلريت سديم 
ت در مدت زمان اعمال هيپوكلريت نسبي دارد و تنها تفاو

هاي  ، جوانه)1379(كردي  همچنين، محمودي. باشد سديم مي

 ثانيه 30 به مدت ٪70زايشي باز نشدة صنوبر پده را با اتانول 
 دقيقه سترون نمود و سپس از محلول هيپوكلريت سديم 1تا 
 دقيقه استفاده نمود كه نتايج اين پژوهش 10 تا 5 به مدت 5٪
غيير در غلظت هيپوكلريت سديم، با نتايج وي رغم ت به

 به منظور تعيين بهترين محيط كشت. همخواني دارد
زايي، با توجه به اينكه سن ريزنمونه در پروسة  كالوس

زايي اثر گذار باشد تواند بر روي كالوس مي كشت بافت

١(mg/lit  1/0NAA=    
3(mg/lit  1/0IBA= +   mg/lit  1/0NAA= 

4(mg/lit  01/0IBA=  

5(mg/lit  01/0NAA= 
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  تخمدانهاي صنوبر پده پس از سترون سازي-5 شكل

 

 
 زايي تخمدانهاي صنوبر پده  كالوس-6 شكل       

 
 

 
  باززايي از كالوس با ظهور نوشاخه-7 شكل      

 
 

 
 زايي نوشاخه و دستيابي به گياهك كامل  ريشه-8 شكل

 

 
 تارهاي كشندة  رشد طولي مناسب ريشه و-9 شكل 

  انتقال به خاككافي جهت

 

 
  گياهك صنوبر پده پس از انتقال به خاك-10 شكل

 در مرحله سازگاري                     
 
 
 

۶

٧ 

۵
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 تصـميم گرفتـه شـد تـا سـن           ،)1382فارسي و ذوالعلي،    (
  تا اثـر آن بـر      ،ريزنمونه را به عنوان كواريت در نظر گرفته       

 F  بودندار معنيبه  با توجه    .گردد حذف   ييزا  كالوس روي
كواريت، تجزيه واريانس با تيمارهاي تصحيح شده انجـام         

 ،)1379( بـا نتـايج جـورابچي        بدسـت آمـده   نتايج  . گرفت
گل نـر،   آذين نارس    جهت دستيابي به كالوس از كشت گل      

آذين در مرحله سلولي مـادري       در صنوبر پده زماني كه گل     
تركيبـي از   وي  . بود، مطابقت كامـل دارد    ) n2( ميكروسپور

IBA   و BAP     در  گـرم   ميلـي  3هـاي      را به ترتيب با غلظت 
 معادله  ،همچنين. تر پيشنهاد نمود  ي در ل  گرم  ميلي 1/0و   تريل

و منحني رسم شده از تجزيه رگرسيون انجـام گرفتـه بـين       
دهد   زايي نشان مي     و مقدار كالوس   ريزنمونهدو صفت سن    

هـا    نمونهريززايي    كه با افزايش سن ريزنمونه مقدار كالوس      
دست آمده از اين بررسي آماري بـا        نتايج ب . يابد  كاهش مي 

مبنـي بـر اينكـه بافتهـا و          ،)1382(فارسي و ذوالعلي   نتايج
ــدام ــالغ در كشـــت درون شانـ ــهيهاي نابـ ــر  يا شـ از نظـ

هاي بـالغ انعطـاف     مورفوژنتيكي نسبت بـه بافتهـا و انـدام        
داد  روي ـ وي در توضيح اين   . پذيرترند، مطابقت كامل دارد   

 هاي فعـال  هاي داراي سلول    ريزنمونهكند كه معمولاً     بيان مي 
 . تر هستند ميتوزي، براي توليد كالوس مناسب

زايـي از     در ارتباط با معرفي بهتـرين تيمارهـاي شـاخه         
 ،)1981( و همكــاران Redenbaughي موجــود، كالوســها

زايـي   نسبت اكسين پايين و سيتوكنين بـالا را بـراي شـاخه       
ايج ايـن تحقيـق آشـكار       د كه مطابقت آن با نت ـ     لازم دانستن 

 نسبت مناسب سيتوكنين به     ،)1379(كردي   محمودي. است
 1 بـه    20هاپلوئيد صـنوبر پـده،         اكسين را در كشت بساك    

 ايـن نسـبت را در كشـت         ،)1379(دانـد و جـورابچي        مي
آذين نـارس صـنوبر پـده، در مرحلـه سـلولي مـادري               گل

كه نتيجة كسـب     د، در حالي  دان   مي 1 به   n2 (6( ميكروسپور

در . كنـد    را پيشـنهاد مـي     1 به   4شده در اين تحقيق نسبت      
رغـم   بـه تـوان گفـت كـه         توضيح و تفسير اين تفاوتها مـي      

فاده نمونـه اسـت    بودن جنس و گونة گياهي، نوع ريز       يكسان
واره بافت تخمـدان    ي د يهاسلول(شده و سطح پلوئيدي آن      

n2 اختلافات موجود    از دلايل عمدة   ،) هستند ي كروموزوم 
ظـيم   نسبت تن  ،به عبارتي ديگر  .  است بدست آمده در نتايج   

هاي مختلف گياهي   هاي رشد گياهي در بافتها و اندام        كننده
 از  يي و باززا  ييزا  كالوستواند بر روي      متفاوت بوده كه مي   

فارســي و ذوالعلــي، ( موجــود اثرگــذار باشــد يهاكالوســ
زايي   مار مطلوب ريشه  در ارتباط با تعيين بهترين تي     . )1382

 نيتـرات بـه دسـت آمـده اسـت،           2/1 با   MSكه در محيط    
Pieriek) 1997(،      كاهش غلظت مواد معـدني محـيط پايـة 

MS بيشــتر را بــه مقــدار نصــف بــراي تشــكيل ريشــه در 
 و همكـاران    Hyndmanهمچنـين   . دانـد   ها مفيـد مـي      گونه

د كــه كــاهش نيتــروژن بــه طــور  گــزارش كردنــ،)1982(
هاي حاصل از بعضي      دهي را در نو شاخه     ريشهاي    برجسته

اين نتايج با نتايج    . دهد  هاي گياهان چوبي افزايش مي      گونه
زايـي در     به دست آمـده در معرفـي تيمـار مطلـوب ريشـه            

 با نصف غلظت نيتـرات همخـواني كامـل          MSمحيط پاية   
در مورد نوع تركيب هورموني بـه كـار رفتـه جهـت             . دارد
، در كشت   )1379( ا نتايج جورابچي  زايي، اين نتايج ب     ريشه
كن بـا نتـايج     يآذين نر صنوبر پده مطابقت كامل دارد، ل        گل

 در دسـتيابي بـه ريشـه از كشـت           ،)1379(شهرزاد و امـام     
 01/0 بـه ميـزان   IBAهاي جوان صـنوبر پـده بـا           سرشاخه

مونـه اسـتفاده    نـوع ريزن  . تر همخواني ندارد  ي در ل  گرم  ميلي
 يزا  درون يهـا هورمونفـاوت    مت يهاشده كه بيـانگر نسـبت     

ده اختلافـات موجـود در      توانـد از دلايـل عم ـ      يآنهاست م 
 .)1382فارسي و ذوالعلي، ( باشد نتايج حاصل
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صفحات . بيوتكنولوژي گياهي، انتشارات دانشگاه فردوسي مشهد

43-12. 
 .P( سي پدهتكثير غيرجن. 1379 ،.، م امام و.شهرزاد، ش −

euphartica Oliv. ( به روش كشت بافت، سمينار ارائه شده
،  كشورها و مراتعجموعه مقالات مؤسسه تحقيقات جنگلدر م

  .11-23فحات ، ص230شماره 
ئيد در هاپلو  كشت بساك و ايجاد گياه. 1379 ،.كردي، ف محمودي −

اد هاپلوئيد ايج  اي تشريحي گياهان صنوبر پده و بررسي مقايسه
نامه كارشناسي ارشد، دانشكده  شده با ديپلوئيد طبيعي، پايان

 . علوم، دانشگاه تربيت معلم
− Ahuja, M.R., 1984. A commercially feasible 

micropropagation method for aspen. Silvae 
Genetica, 33:174-176 

− Antonetti, P.L.E. and Pinon, J., 1993. Somaclonal 
variation within poplars. Plant cell, tissue and organ 
culture, 35:99-106 

− Hyndman, S.E., Hasegawa, P.M. and Bressan, R.A., 
1982. The role of sucrose and nitrogen in 
adventitious root formation on cultured rose shoots. 
Plant cell, tissue and organ culture, 1:229-238  

− McNabb, H.S., 1997. Micropropagation, genetic 
engineering and molecular biology of Populus in: 
Klopfenstein, N.B.,Y.W. Chun, M.S. Kim and M.R. 
Ahuja, (eds.). 

− PP. 1-2, Rocky Mountain Forest and Range 
Experiment Station publisher, Colerado. 

− Pierik, R.L.M. 1997. In vitro culture of higher plants. 
kluwer. Academic Publishers, Netherlands. , 195-
196 pp.  

− Parsons, T.J. and Sinkar, V.P., 1986. Transformation 
of poplar by Agrobacterium tumefaciens. Bio. Tech, 
4:533-536. 

− Redenbaugh, M.K., Westfall, R.O. and Karosky, D.F., 
1981. Dihaploid callus production from Ulmus 
Americana anthers. Bot. Gaz, 142:19-26 

− Shiji, W., Binghao, C. and Hgun, L., 1995. Euphrates 
poplar forest. China environmental science press, 38-
43. 

 
 

 
 



Iranian Journal of Rangelands and Forests Plant Breeding and Genetic Research Vol. 15, No. 3, 2007 242

Study of callus induction and regeneration in Populus euphratica Oliv. via  
ovary culture 

 
S. Sadat1, M.H. Assareh1, A. Jafari Mofid Abadi1, S.R. Tabaei -Aghdaei1 and A. Ghamari Zare 1 

 
1- Research Institute of Forest and Rangelands, P.O. Box 13185-116, Tehran, Iran. E-mail: shahab_302004@yahoo.com 

 
Abstract 

Immature and mature ovaries of Populus euphratica Oliv. were harvested from the female 
trees on the bank of Karun river. Five sterilization treatments were tested in a completely 
randomized design (CRD) with eight replications. 0.1% mercuric chloride and 70% ethanol 
both for 30 seconds, 70% ethanol for 30 seconds and 25% sodium hypochlorite for 10 minutes 
and also 70% ethanol for 1 minute and 25% sodium hypochlorite for 10 minutes were the best 
treatments. In order to Callus induction, four treatments were evaluated through a covariance 
analysis in a CRD design with six replications. MS basal medium supplemented with 3 mgl-1 
IBA and 0.1 mgl-1 BAP and also 3 mgl-1 2,4-D and 0.1 mgl-1 Kin were proposed for callus 
induction. In addition, the regression equation between the explants age and the amount of 
callus production was obtained. Regression curve demonstrated the decrease of callus induction 
as a result of increase in explants age. Regeneration was studied using four hormonal treatments 
in a factorial experiment with four replications based on a completely randomized block design. 
MS basal medium supplemented with 2 mgl-1 BAP and 0.5 mgl-1 NAA was suggested as the 
best treatment. Also, combination of NAA and IBA both 0.1 mgl-1 in half MS medium was 
suggested as the best treatments for root production. After the different stages of acclimatization 
in soil, the plantlets were transferred to field.  

 
Key words: Ovaries, MS medium, callus, regeneration, rooting and acclimatization. 


