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  چكيده
  هـاي جداكـشت كـاج تهـران         در تـشكيل مـستقيم شاخـساره نابجـا بـر روي رويـان             ) BAP(هـاي متفـاوت بنزيـل آمينوپـورين           هـاي كـشت و غلظـت        اثر محيط 

)Pinus eldarica (دار نوع محيط كشت و غلظت   اثر معنيهاي بدست آمده جزيه آماري دادهت. مورد مطالعه قرار گرفتBAPهـاي شاخـساره     را در القاي مريستم
هـاي   ترين اثر را در تـشكيل شاخـساره    مناسبBAPگرم در ليتر  داراي پنج ميلي )LP(پويوره  هاي كشت مورد استفاده، محيط كشت له در ميان محيط. نشان داد

مطالعـات  . اي مـشاهده شـد      هـاي لپـه      در پـاي بـرگ     عمـدتاً  بر روي جنـين و       مستقيماًاخساره بدون گذر از تشكيل بافت كالوس حدواسط،         توليد ش . نابجا داشت 
سـاختارهاي  . گيـرد  هـا صـورت مـي    زا در سـطح رويـان   هاي شـاخه   شناختي نشان دادند كه توليد شاخساره با تشكيل مستقيم مريستم شاخساره و يا گرهك               بافت

توانـد بـراي    روش آزمايـشگاهي بدسـت آمـده مـي       . ها در شرايط طبيعي بودند       كاج  تشكيل شده داراي سازمان بافتي متعارف و قابل مقايسه با مريستم          مريستمي  
  .مطالعات باززايي كاج تهران مفيد باشد

  

   كشتطيمح،  بنزيل آمينوپورين، شاخسارهليتشك، انيكشت رو، كاج تهران :هاي كليديواژه
  

  مقدمه
ــ ــا رشــد  ) .Pinus eldarica Med(اج تهــران ك ــه ب ــان بازدان از درخت

سريع مناطق نيمه خشك اسـت كـه اهميـت زينتـي و صـنعتي قابـل                 
ــران دارد ــوجهي در اي ــشي. ت ــر روي ــاير   تكثي ــد س ــه همانن ــن گون اي

هـــاي تكثيـــر   روش.گيـــردبازدانگـــان بـــه دشـــواري صـــورت مـــي
 قطعـــات ازگيـــاه اي نظيـــر توليـــد كـــالوس، بـــاززايي  شيـــشه درون

ــان ــدني،زايــي  جداكــشت، روي پلاســت و كــشت در پروتو  جداســازيب
 هـاي   روشهـاي گيـاهي      هاي مـايع كـه بـراي بـسياري از گونـه             محيط

، هنـوز در مـورد ايـن گونـه          رونـد شـمار مـي    آزمايشگاهي متعـارف بـه    
ــه   ــر گون ــد اكث ــي همانن ــاج درخت ــاي ك ــي و  ه ــشكلات تكنيك ــا م  ب

ــرو هــستند   (Bergmann & Stomp 1992كــاربردي متعــددي روب

(Stasolla & Yeung 2003.  
هـاي كـشت يكـي از مراحـل      هـاي نابجـا در محـيط        توليد شاخساره 

ــي     ــمار م ــه ش ــان ب ــاززايي بازدانگ ــوار در ب ــم و دش ــن . رود مه در اي
هـاي جداكـشت متفـاوتي نظيـر قطعـات هيپوكوتيـل،              مطالعات بافـت  

 كـاج بـراي     هـاي   هاي انتهـايي و جـانبي گونـه         اي و جوانه    هاي لپه   برگ
  انــــد القــــاي شاخــــساره مــــورد اســــتفاده قــــرار گرفتــــه     

 Prehn et al. 2003) ، Moncalean et al. 2005  
 (Parasharmi et al. 2003, . در اكثـــر ايـــن آزمايـــشات قطعـــات

انـد    جداكشت تحـت تـاثير تيمارهـاي هورمـوني كـالوس توليـد كـرده              
ــالوس  ــر روي ك ــپس ب ــت   و س ــده اس ــاد گردي ــساره ايج ــا شاخ ــا . ه ب

ــالوس  ــداري ك ــد و نگه ــا اينحــال، تولي ي مناســب و ايجــاد فعاليــت ه
 تاًمريــستمي در آنهــا بهينــه نبــوده و تكــرار پــذيري نتــايج نيــز نــسب 

  (Ramarosandratana & Staden 2003پـــايين بـــوده اســـت   
 (Stasolla et al. 2007, Tang et al. 2006.  
 نمونــه مناســب وجــود داردبــدليل مــشكلاتي كــه در انتخــاب ريــز

كــشت  در ســالهاي اخيــر در بيــشتر مطالعــات انجــام شــده در زمينــه
جنـين رسـيده بعنـوان      از  كـه    شـود   جيح داده مـي   تـر بافت بازدانگـان    

بـا ايـن وجـود، هنـوز در مـورد محـيط             . قطعه جداكشت استفاده شود   
حـاكي   برخـي گزارشـها   .  اتفـاق نظـر وجـود نـدارد        هاجنين كاج كشت  

بـا نـصف    هـاي كـشت      محـيط  ردبرگـان   جنين سـوزني  اين است كه    از  
ــت  ــدغلظـ ــدرشـ ــري دارنـ  Schestibratov et al. 2003(  بهتـ

Bergmann & Stomp 1992,(.     ــر ــوم و اث ــده آموني ــرات بازدارن اث
مـشاهده  هـا   تحريك كننده منگنز نيـز روي رشـد جنـين برخـي كـاج             

از ). Kaul & Hoffman 1993, Stang et al. 1999( شــده اســت
روي رشـد جنـين سـوزني       هورمـوني بـر     طرف ديگر تـاثير تيمارهـاي       

  اي بـــه گونـــه ديگـــر متفـــاوت اســـت     نيـــز از گونـــه برگـــان 
)Valdes et al. 2001, Pullman et al. 2005(. مطالعـــه 

هــا نــشان داده اســت  هــاي جداكــشت كــاج اي بــر روي رويــان مقايــسه
ــه  ــي از گون ــه برخ ــاك ــره  Pinusو   Pinus radiata D.Don نظي

eldarica ــ ــستمي شتري در جهــتداراي قابليــت بي  توليــد بافــت مري
اخيـــرا . (Bergmann & Stomp 1992) قابـــل واكـــشت هـــستند
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هـاي     گونـه  هـاي جداكـشت بـراي     توليد گياهك بـا اسـتفاده از جنـين        
ــر   ــري نظي  Pinus و.Mill. Pinus virginia، Pinus taeda Lديگ

strobus L.   ــت ــده اس ــزارش گردي  (Tang & Newton 2004 گ

2005 (Tang et al. 2001, .  
ــان ــي   روي ــان م ــشت در بازدانگ ــاي جداك ــاير   ه ــد س ــد همانن توانن

ــه ــاخه   گون ــق ش ــه دو طري ــا ب ــد   ه ــا تولي ــاي نابج ــد ه ــر . كنن در اكث
زا بطــور غيــر مــستقيم، يعنــي  هــاي شــاخه مطالعــات تــشكيل گرهــك

ــي     ــورت مـ ــر روي آن، صـ ــالوس و بـ ــشكيل كـ ــس از تـ ــرد  پـ گيـ
)Schestibratov et al. 2003, Tang & Newton 2005, Tang 

et al. 2006 .(      ــوع ــان تن ــرايط امك ــن ش ــه در اي ــت ك ــديهي اس ب
ــراي تكثيــر رويــشي        ــت و ايــن آزمايــشات ب ــوماكلوني بــالا اس س

از طـرف ديگـر بـراي       . باشـد  هاي معـين چنـدان مناسـب نمـي          ژنوتيپ
 طــولاني در حــدود چنــد اًتوليــد كــالوس معمــولا مــدت زمــان نــسبت

ــت   ــاز اس ــورد ني ــاه م  ــ . م ــه در ش ــه دوم ك ــشگاهي طريق رايط آزماي
ــر روي  دشــوارتر اســت، تــشكيل مــستقيم مريــستم هــاي شاخــساره ب

توليـد شاخـساره مـستقيم بـا سـرعت          . باشـد   هاي جداكشت مـي     رويان
ــي  ــالاتري صــورت م ــرات    ب ــودن تغيي ــايين ب ــه پ ــا توجــه ب ــرد و ب گي

ــت    ــا ارزش اســ ــسيار بــ ــادي بــ ــراي ريزازديــ ــوماكلونال بــ   ســ
) Tang et al. 2004.(  

ــژوهش ر  ــن پ ــستم    وشدر اي ــستقيم مري ــشكيل م ــاي ت ــاي  ه ه
ــان   ــر روي روي ــساره ب ــران در     شاخ ــاج ته ــشت ك ــالغ جداك ــاي ب ه

ــورد بررســي    محــيط ــاوت م ــوني متف ــاي هورم ــاي كــشت و تيماره ه
هــاي  همچنــين نحــوه تــشكيل و ســاختار مريــستم. قرارگرفتــه اســت

  .اند هاي بافت شناختي مطالعه شده نابجا با استفاده از روش
  

  ها مواد و روش
بـذرهاي كـاج تهـران بـا اسـتفاده از           : رايط كـشت آزمايـشگاهي    ش

ــل  ــت ســديم   96اتان ــه و هيپوكلري ــك دقيق ــدت ي ــه م  5/2 درصــد ب
 دقيقـه سـترون گرديدنـد و سـه بـار بـا آب مقطـر                 15درصد به مدت    

ــشو داده شــدند ــذر . شست ــاپــس از شكــستن پوســته ب آندوســپرم , ه
ــا  ــان آنه ــد و روي ــرش داده ش ــاز   ب ــس از جداس ــالغ پ ــاي ب ي روي ه
هـاي كـشت مـورد اسـتفاده      محـيط  .گرفتنـد هـاي كـشت قـرار        محيط

ــكوگ    ــيج و اس ــي موراش ــن بررس  )Murashige and Skoog (در اي
MS ,MS/2) MS ــت ــصف غلظ ــا ن ــوره, ) ب ــه پوي , Le Poivre (LP (ل

LP/2)  محــــيط كــــشتLPو گــــامبورگ)  بــــا نــــصف غلظــــت 
)Gamborg (ــه ــر يافت ــد  MB5 تغيي ــوثر ). 24(بودن ــه م ــا توجــه ب  ب

ــودن  ــورين  -6ب ــل آمينوپ ــاير  ) BAP(بنزي ــساره در س ــاد شاخ در ايج
، ايــن هورمــون بــه عنــوان )Bergmann & Stomp 1992(بازدانگــان 

, 1, 5/0 بـا غلظتهـاي      كـشت  هـاي  سيتوكينين در هـر يـك از محـيط        

ــر درگــرم  ميلــي5 و 5/2 ــدون هورمــون   ليت ــار تيمــار شــاهد ب در كن
ــه شــد  تنظــيم 7/5 ± 05/0محــيط كــشت روي   pH .بكــار گرفت

گــراد و  درجــه ســانتي121گرديــد و عمــل ســترون كــردن در دمــاي 
ــشار  ــدت  1ف ــه م ــسفر ب ــه 18 اتم ــذيرفت دقيق ــام پ ــم . انج  10حج
ــر از محــيطميلــي ــشپتــري تكــرار در 4هــاي كــشت در ليت هــاي  دي
 و متــر توزيــع شــدند ســانتي6 × 2/1 مــصرف ســترون بــا ابعــاد يكبــار

هـا در اطاقـك رشـد        نمونـه  .اده شـد   جنين بـالغ قـرار د      3 در هر ظرف  
ــدود   ــوري ح ــرايط ن ــوري  2400در ش ــا دوره ن ــوكس ب ــاعت 16 ل  س

گـراد    درجـه سـانتي  25 ± 2 سـاعت تـاريكي در دمـاي    8روشـنايي و  
  .قرار داده شدند

  

ــايج  ــاري نت ــابي آم ــروع   : ارزي ــه از ش ــار هفت ــد از گذشــت چه بع
كشت، نمونه ها زيـر لـوپ مطالعـه شـدند و بـراي هـر محـيط كـشت                    

ــساره از    ــد شاخ ــزان تولي ــانگين مي ــد 4-0مي ــين گردي ــزان .  تعي مي
صــفر زمــاني بــود كــه القــاي شاخــساره صــورت نگرفــت و ســپس بــه 

.  شاخــساره تــشكيل شــده يــك واحــد بــه آن افــزوده شــد4ازاي هــر 
محاســبه شــاخص شاخــساره بــا اســتفاده از فرمــول زيــر انجــام       

  .)Wakhlu & Barna 1989( پذيرفت
  

  
ثـرات فاكتورهـاي رشـد روي شـاخص شاخـساره بـه             تجزيه واريـانس ا   

ــورت آزمــايش فاكتوريــل    ــوع محــيط كــشت    (5×5ص غلظــت × ن
BAP (    ًتـصادفي از طريـق نـرم افزارهـاي    در قالـب طـرح پايـه كـاملا  

SAS  و MSTATC ــت ــورت گرف ــودن   .  ص ــي دار ب ــورت معن در ص
اثــرات متقابــل، ايــن اثــرات بــه اثــرات ســاده هــر فــاكتور در ســطوح  

 تجزيــه شــده و ميــانگين آنهــا دو بــه دو مــورد مقايــسه فــاكتور ديگــر
  .قرار گرفت

  

هـاي رشـد يافتـه در محـيط كـشت              رويـان  :شناختي  مطالعات بافت 
LP ــر   5 داراي ــرم در ليت ــي گ ــس از   BAP ميل ــدند و پ ــاب ش  انتخ

آميـزي آنهـا بـا اسـتفاده از معـرف             هـاي دسـتي، بـه رنـگ         تهيه بـرش  
لعــات تكميلــي، تثبيــت در مطا. كــارمن و ســبزمتيل مبــادرت گرديــد

 سـاعت   24بـه مـدت      FAAها بـا اسـتفاده از محلـول فيكـساتيو             نمونه
هـاي    عمل آبگيـري در چنـد مرحلـه بـا اسـتفاده از محلـول              . انجام شد 

ــا غلظــت  ــل ب ــايگزين    اتان ــت و پــس از ج ــده صــورت گرف ــاي فزاين ه
پـس  . گيـري انجـام شـد       دهـي و قالـب      نمودن اتانل با گزيلول، پـارافين     

 ميكرومتـر بـا اسـتفاده       8اطع ميكروسـكوپي بـه ضـخامت        از تهيه مق ـ  
از ميكروتــوم برقــي، رنــگ آميــزي آنهــا بــا روش ســافرانين ســبز تنــد 

مــورد  E-1000  Nikonهــا توســط ميكروســكوپ انجــام شــد و نمونــه
  .مطالعه قرار گرفتند



  Pinus eldarica(      57( جداكشت كاج تهران هاي انيالقاي تشكيل شاخساره بر روي رو

  نتايج
ــشت و غلظــت   ــوع محــيط ك ــر ن ــانBAPاث ــاي   روي روي ه

ار رفتــه و در حــضور هــاي كــشت بكــ در تمــامي محــيط: جداكــشت
ــصر ــور   BAP اًمنح ــه، مح ــور زيرلپ ــه مح ــالزايي در ناحي ــه ك  هيچگون

فقــط در منطقــه  . اي مــشاهده نگرديــد  روي لپــه و برگهــاي لپــه  
اي رنگــي بــا رشــد  هــا تــوده ســلولي قهــوه چــه برخــي از رويــان ريــشه

در تيمارهــاي شــاهد . محــدود پــس از ســه هفتــه قابــل ملاحظــه بــود
ــا در ناحيـــه   هورمـــون، رويـــانيعنـــي در محـــيط هـــاي فاقـــد هـ

اي نــشان دادنــد و بــر طــول  هيپوكوتيــل رشــد طــولي قابــل ملاحظــه
ــا افــزايش غلظــت . اي نيــز افــزوده شــد هــاي لپــه بــرگ  رشــد BAPب

هــا كمتــر شــده و در ناحيــه هيپوكوتيــل تــورم نــسبي   طــولي رويــان

 و بــه مقــدار LP كــشت  پــس از هفتــه دوم در محــيط. مــشاهده شــد
ــر  ــاي داراي  در تيمMB5كمتـ ــي5 و 5/2ارهـ ــر    ميلـ ــرم در ليتـ گـ

BAPــشكيل گرهــك ــا در    ت ــل و غالب ــاي ســبز در ســطح هيپوكوتي ه
ايـن  ). ب-1الـف و  -1 شـكل (اي مـشاهده گرديـد    هـاي لپـه   پايه برگ
ــك ــان   گره ــر روي روي ــستقيم ب ــور م ــا بط ــتن از   ه ــدون گذش ــا و ب ه

ــد  ــالوس بوجــود آمدن ــه ك ــان. مرحل هــاي جداكــشت  در برخــي از روي
ــدادي  ــرگ   تع ــي ب ــش راس ــز در بخ ــشابه ني ــاختارهاي م ــاي  از س ه

هـا    پـس از گذشـت چهـار هفتـه انـدازه گرهـك            . اي مـشاهده شـد      لپه
هـاي سـوزني شـكل قابـل مـشاهده بـود              افزايش يافتـه و تمـايز بـرگ       

هـا نيـز رشـد آنهـا ادامـه            كه پـس از ايـن مـدت و بـا واكـشت رويـان              
  ).ت-1پ و -1شكل (يافت  مي

  

  
  

  

  
  

  
  
  

 ـ    هـاي لپـه      بـرگ  يهـاي جداكـشت در پـا        ل گرهك پس از دو هفتـه بـر روي رويـان           يتشك: ف و ب   ال -1شكل زيـابي  يتما:  پ و ت   ،LPط كـشت    ياي در مح
  .ها ه گرهكيهاي سوزني پس از چهار هفته در ناح برگ

  
  
  

ــانس آن    ــه واريـ ــساره و تجزيـ ــاخص شاخـ ــانگين شـ ــبه ميـ محاسـ
دار بـــودن اثـــر نـــوع محـــيط كـــشت و غلظـــت هورمـــون   معنـــي

يتوكينين بكــار رفتــه شــده و همچنــين اثــرات متقابــل آنهــا را بــر ســ
ــشان داد  در واقــع ســطوح مختلــف ). 1جــدول (روي ايــن شــاخص ن

ــيط  ــوني در مح ــي    هورم ــر معن ــاوت، اث ــشت متف ــاي ك داري روي  ه
 داشــتند و بنــابراين  05/0شــاخص شاخــساره در ســطح احتمــال    

بــا . نداثــرات ســاده هــر فــاكتور در ســطوح فــاكتور ديگــر تجزيــه شــد

هـاي كـشت در مـشخص گرديـد      مقايسه ميـانگين مربـوط بـه محـيط      
ــانگين شــاخص شاخــساره در محــيط كــشت     و LPكــه بيــشترين مي

 ديـــده MS/2 و MSهـــاي كـــشت  كمتـــرين مقـــدار آن در محـــيط
 نيـز نـشان داد      BAPهـاي     بررسـي اثـرات غلظـت     ). 2شـكل   (شود    مي

رفتـه داراي   گـرم بـر ليتـر از هورمـون بكـار               ميلـي  5كه تيمـار واجـد      
  ).2شكل (ميانگين محاسبه شده است بيشترين 
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 بيـشترين  LP و محـيط كـشت   BAPگـرم در ليتـر    ميلـي 5غلظـت  .  بـر شـاخص شاخـساره    BAPهـاي كـشت و سـطوح هورمـون      اثر محيط-2شكل 
  .اندمقدار شاخص را القا نموده

  

ــوع محــيط كــشت و    ــا بررســي نتــايج حاصــل از تركيــب تيمــاري ن ب
ــت ــشت    غلظ ــيط ك ــه مح ــد ك ــشخص گردي ــز م ــيتوكينين ني  LP س
ــي5داراي  ــر    ميلـ ــر ليتـ ــرم بـ ــاخص  BAPگـ ــدار شـ ــالاترين مقـ  بـ

بـه عبـارت ديگـر بيـشترين        . اسـت   شاخساره را بخـود اختـصاص داده        
 كـشت انجـام پذيرفتـه اسـت       القاي تشكيل شاخـساره در ايـن محـيط        

  ).3شكل (

  
تلف بر ميانگين هاي كشت مخ  در محيطBAP اثر سطوح مختلف -3شكل 

  .شاخص شاخساره
  

 بــه منظــور تعيــين نــوع و :هــاي مريــستمي هــاي بافــت ويژگــي
هـاي شـكل گرفتـه روي جنـين بـه بررسـي               ساختار تشريحي گرهـك   

مطالعـات نـشان دادنـد    . هـا مبـادرت گرديـد    شناختي ايـن بخـش    بافت
هـا دو گـروه از بافتهـا از همـديگر قابـل تـشخيص                 كه در سطح رويـان    

ــستند ــروه . ه ــستمگ ــه     اول مري ــستند ك ــساره ه ــال شاخ ــاي فع ه
ــستقيم ــان و  اًم ــطح روي ــدتاً در س ــاي   عم ــل پ ــل هيپوكوتي  در مح

گــروه دوم ). ب-4الــف و -4شــكل (آينــد  اي بوجــود مــي برگهــاي لپــه
هـايي هـستند كـه سـاختار نـسبتا كـروي دارنـد و بـا گذشـت                     گرهك

ــادي     ــداد زيـ ــا تعـ ــطح آنهـ ــه، در سـ ــار هفتـ ــان، پـــس از چهـ زمـ
پ و -4شـكل  (گردنـد   زا بطـور متـراكم ظـاهر مـي          شـاخه هاي    مريستم

ــي ). ت-4 ــر م ــه نظ ــستم  ب ــد مري ــطح    رس ــه در س ــددي ك ــاي متع ه
ــ گرهــك ــرا   اهر مــيهــاي كــروي ظ ــد زي ــشاء ســطحي دارن شــوند من

بـه عبـارت   . دهنـد  هـاي زيـرين نـشان نمـي     هيچگونه ارتباطي با بافـت  
ديگــر اپيــدرم گرهــك و لايــه هــاي ســلولي كــه بلافاصــله در زيــر آن 

هـاي    گيرنـد، بـا تقـسيمات خـود منجـر بـه تـشكيل مريـستم                 قرار مي 
د گردنـد كـه بـا تقـسيمات متعـدد در اطـراف خـو                اي مـي    فعال سـاقه  
  ).ث-4شكل (كنند  راواني توليد ميهاي برگي ف پريمورديوم

هـا نـشان دهنـده وجـود يـك لايـه              مطالعه بافت شناختي مريـستم    
هـاي تونيكـا      سـلول . تونيكا و چنـدين لايـه كورپـوس در زيـر آن بـود             

كلينــال متعــارف خــود، بــه تعــداد كمتــر   عــلاوه بــر تقــسيمات آنتــي
ــ كلينــال نيــز نــشان مــي تقــسيمات پــري وجــود ). ج-4شــكل (د دادن

هـاي بازدانگـان بـه شـمار      هـاي مريـستم   اين نوع تقـسيمات از ويژگـي   
هاي نابجـاي القـا شـده نيـز بطـور قابـل مقايـسه                 رود و در مريستم     مي

  .گرديد ها مشاهده  هاي مريستمي انتهاي شاخه با بافت
  

  بحث
هـاي     كـشت و هورمـون      هاي متعددي بـه بررسـي اثـر محـيط           پژوهش

هــاي  هـاي هــوايي بـر روي رويــان   اي تـشكيل مريــستم گيـاهي در الق ــ
 ,Bergmann & Stomp 1992( انــد جداكــشت بازدانگــان پرداختــه

Bonga 2004 .( هــا و متفــاوت  بــا اينحــال، بــا توجــه بــه تعــدد گونــه
هـاي مـورد اسـتفاده، وجـود          هاي مختلـف بـه محـيط        بودن پاسخ گونه  

ن نــاتحقيقــات بيــشتر بــراي بدســت آوردن شــرايط بهينــه همچ     
  .نمايد ضروري مي
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  ، بر روي محور زيرلپه جنين جداكشت مريستم شاخساره تشكيل شده پس از دو هفته مستقيماً- الف نوپديد، بررسي بافت شناختي مريستمهاي-4شكل 
ي گرهك تشكيل شده با اختصاصات مريستمي پس  برش عرض- پهاي برگي متعدد، اي با پريمورديوم هاي لپه  مريستم شاخساره تشكيل شده در پاي برگ-ب
 برش طولي از مريستم شاخساره - ثعدد در سطح گرهك پس از چهار هفته،هاي شاخساره مت  تشكيل مريستم- تو هفته بر روي محور زير لپه جنين،داز

  .در ناحيه تونيكاي مريستم) ها نپيكا(كلينال  كلينال و پري  تقسيمات آنتي- جهاي برگي در اطراف آن، پريمورديومرشد يافته با 
M :،مريستم شاخساره : Cاي هاي لپه برگ.  
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ــشت    ــيط ك ــشات مح ــي از آزماي ــا MSدر برخ ــه  MS ي ــر يافت  تغيي
 Gladfelter(بكــار گرفتــه شــده ) داراي نــصف غلظــت عناصــرماكرو(

& Phillips 1987 (    ــصاصي ــشت اخت ــيط ك ــر مح ــي ديگ و در برخ
 Pinusهـا نظيـر    رخـي از كـاج   براي كـشت جنـين ب  LP/2 و LP نظير

radiata  و Pinus pinea    پيـشنهاد گرديـده اسـت )Valdes et al. 

2001, Schestibratov et al. 2003.(   ــا ــر بـ ــژوهش حاضـ در پـ
هــاي كــشت مختلــف و تيمارهــاي هورمــوني      اســتفاده از محــيط 

، بــه عنــوان يــك BAPتــشكيل شــده از منحــصرا غلظتهــاي مختلــف 
ــرار  ــه ح ــاوم ب ــيتوكينين مق ــردن،  س ــترون ك ــراي س ــاز ب ــورد ني ت م

ــستقيم و     ــاي م ــالوس و الق ــشكيل ك ــار ت ــراي مه ــب ب ــرايط مناس ش
ــر روي رويــان ســريع تعــداد زيــادي از مريــستم هــاي  هــاي رويــشي ب

ــشت    ــيط ك ــران در مح ــاج ته ــالغ ك ــيLPب ــنج ميل ــرم در   داراي پ گ
ــر  ــد BAPليت ــت آم ــان   .  بدس ــاد روي ــل زي ــه تماي ــه ب ــا توج ــاي  ب ه

كيل كـالوس، معمـولا تـشكيل شاخـساره بـا           هـا بـه تـش       جداكشت كاج 
گذر از مرحلـه كـالوس و بطـور غيـر مـستقيم گـزارش گرديـده اسـت                   

هـاي متعـدد و مـدت زمـان نـسبتا طـولاني اسـت                 كه مستلزم واكشت  
)Schestibratov et al. 2003, Tang & Newton 2005 .( بـــر

ــالوس    ــساره از ك ــد شاخ ــه تولي ــه در زمين ــاتي ك ــاس گزارش ــاي  اس ه
هــاي كــاج تهــران وجــود  رســت ه از قطعــات هــوايي دانــهبدســت آمــد
 مـاه بهتـرين پاسـخ را        17 تـا    10هـاي بـا عمـر          كـالوس  اًدارد، منحصر 

 Gladfelter & Phillips(انــد  بــه تيمارهــاي ســيتوكينيني داده  

هــاي  علــت امــر بــر اســاس مطالعــات بافــت شــناختي كــالوس). 1987
ــراي تمــا    ــاه ب ــه مــدت حــداقل شــش م ــاز ب يززدايي توليــد شــده، ني

هــاي نــسبتا يكنواخــت بــا ويژگــي  قطعــات جداكــشت و توليــد ســلول
 36هـا تـا       بـا افـزايش سـن كـالوس       . هاي مريستمي ذكـر شـده اسـت       

دهنـد امـا    تـري نـشان مـي    يـابي يكنواخـت   هاي آنها سـازمان     ماه سلول 
ــد قــدرت تقــسيم آنهــا كــاهش مــي  ــه اينكــه يكــي از  . ياب ــا توجــه ب ب

تـر كـردن زمـان و         زايـي كوتـاه     خهاهداف كشت بافـت بازدانگـان و شـا        
باشـد، توليـد مريـستم هـوايي از كـالوس             تسريع عمل تكثير آنهـا مـي      

-از طــرف ديگــر واكــشت. رســد روش چنــدان مطلــوبي بــه نظــر نمــي
 كنـد   اي شـدن و    هاي مكـرر انجـام يافتـه كـه جهـت مقابلـه بـا قهـوه                

 توليـد كـالوس قابـل واكـشت بـه مـدت             و نيـز  شدن تقسيمات سلولي    
گيـرد امكـان تنـوع سـوماكلوني          ر فواصـل مـنظم انجـام مـي        طولاني د 

 & Butorina et al. 1980, Rutledge (دهــد را افــزايش مــي 

Douglas 1988 .(هـــاي مـــشخص مـــواردي از چنـــين ناهنجـــاري
 Patel (برگـان گـزارش شـده اسـت     در كـشت بافـت سـوزني   ،ژنتيكـي 

& Berlin 1982 .( بــا توجــه بــه تمــام ايــن مــشكلات، نتــايج بدســت
هــاي  هــاي رويــشي روي رويــان مــده كــه شــرايط تــشكيل مريــستم آ

كمتـر از سـه     (جداكشت كـاج تهـران را در مـدت زمـان بـسيار كوتـاه                
نمايـد از نقطـه نظـر تكثيـر آزمايـشگاهي سـريع ايـن                 ارائه مـي  ) هفته

  . باشد گونه حائز توجه مي
ــرگ     ــشت ب ــات جداك ــشابهي روي قطع ــه م ــبلا در مطالع ــاي  ق ه

 جوانـه نابجـا بـر پـس     16توليـد بطـور متوسـط     Pinus pineaاي  لپـه 
 داراي LP/2هــاي كــشت  از نــه هفتــه و بــا دو بــار واكــشت در محــيط

 Gonzalez et(مقـادير متفـاوتي سـيتوكينين گـزارش گرديـده اسـت       

al. 1998, Valdez et al. 2001 .(   ــاوت در ــود تف ــم وج ــي رغ عل
ــن داده   ــشنهادي، اي ــه پي ــشت بهين ــيط ك ــزارش   مح ــايج گ ــا نت ــا ب ه

نمايـد، امـا روش ارائـه شـده بـراي كـاج               ضر تا حدودي همـسو مـي      حا
ــه واكــشت  تهــران ســريعتر و ســاده ــازي ب ــر اســت و در آن ني هــاي  ت

مكـرر نبــوده و تعــداد نـواحي مريــستمي توليــد شـده نيــز در شــرايط    
  .باشد مي) تا بيش از سي عدد براي هر جنين(بهينه بيشتر 

ــالوس  ــد ك ــه تولي ــوط ب ــشات مرب ــا در آزماي ــاي ش ــواره  خهه زا، هم
ــر روي بافــت كــالوس   تــشكيل تعــداد محــدودي ناحيــه مريــستمي ب
ــستمي از      ــواحي مري ــم ن ــداد ك ــود تع ــت و وج ــده اس ــزارش گردي گ

تـصاوير مربـوط بـه      . رود  مشكلات اصلي در ايـن زمينـه بـه شـمار مـي            
شـناختي تهيـه شـده از آنهـا نيـز نـشانگر تعـداد كـم                   هاي بافـت    برش

 بـود كـه پـس از گذشـت دو مـاه             هـاي هـوايي بـا رشـد كنـد           مريستم
ــتند       ــود داش ــراف خ ــي در اط ــوم برگ ــدد پريموردي ــه ع ــا س ــك ت ي

)Wagley et al. 1987 .(    ــه ــه هفت ــس از س ــر، پ ــژوهش حاض در پ
هاي رويـشي القـا شـده بـر روي جنـين، بـويژه بـر روي                   تعداد مريستم 

هــا، بــه مقــدار قابــل تــوجهي بيــشتر و رشــد آنهــا نيــز قابــل   گرهــك
هـاي بكـار رفتـه        طلب دال بـر اثـر مناسـب محـيط         اين م . ملاحظه بود 

ــستم   ــشكيل مري ــاي ت ــراي الق ــان   ب ــر روي روي ــال ب ــاي فع ــا در  ه ه
. باشــد هــا مــي هــاي القــا شــده بــر روي كــالوس مقايــسه بــا مريــستم

هـاي    هـاي بكـار رفتـه جهـت توليـد مريـستم             تـوان روش    بنابراين مـي  
ــالاي شاخــساره د   ــداد ب ــراي توليــد تع ــين را ب ــر روي جن ــشي ب ر روي

  .آزمايشات مربوط به ريزازديادي كاج تهران پيشنهاد نمود
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