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  گره اي ریزنمونه تک شیشه از طریق کشت درون) Betula litwinowii (باززایی مستقیم توس
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  1چکیده
دامنه پراکنش . هاي اولیه خزري و رو به انقراض است بازمانده جنگلدر ایران ) Betula sp( توس

و ناتوانی هاي طبیعی   زادآوري در رویشگاهنبود و جنس توسمحدود و شرایط رویشگاهی نامساعد 
 براياي را  شیشه درونفنون  از و استفادهدر تکثیر جنسی باعث در معرض انقراض قرار گرفتن آن شده 

سازي محیط کشت و   بهینهپژوهشاین هدف از . دهد مورد تاکید قرار می جنس  اینتر از حمایت بیش
 در یکی از سه گونه شناسایی شده این جنس، B. litwinowii ریزازدیادي برايسازي  هاي سترونتیمار
 ساله 4-5هاي  صورت تصادفی از نهال به ها  ریزنمونه.استگره  با استفاده از ریزنمونه تک ایران
هاي   با غلظتWPM و MSسازي در دو محیط کشت  آوري و با اعمال تیمارهاي مختلف سترون جمع

دست آمده با استفاده از آزمایش  هاي به داده.  کشت شدندNAA و BAP هاي مختلف هورمون
 مورد MSTATCو SPSS افزار  ز نرم تصادفی با استفاده ادر قالب طرح کاملاًدو عامله فاکتوریل 

گره، بهترین حالت  هاي تک نتایج نشان داد براي استریل کردن ریزنمونه. تجزیه و تحلیل قرار گرفتند
 با WPM و MS دو محیط کشت  وبود دقیقه 7مدت   درصد به1/0جیوه  استفاده از تیمار کلرید

هاي   درصد جوانه75 بیش از .بودند گره مناسب  تکتولید برگهاي مختلف هورمونی براي  غلظت
ها  گره تکاز   درصد10در نهایت ل شدند و به برگ تبدی بالادر هر دو محیط کشت ها  گره ی تکبجان

  .شدندریشه  زایی و تولید  ساقهقادر به WPMتنها در محیط کشت 
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  مقدمه
  تنهادر ایران ).1384، برزکار( غان است تیره از نورپسند و الرشد سریع درختی )Betula sp( ستو

زارع و همکاران،  (B. litwinowii، )1391کردعلیوند،  (B. pendulaهاي   با ناماین جنس گونه از 3
هاي   جنگل که بازماندهشناسایی شده) 1391کردعلیوند، ( B. pubescensو ) 1391 کردعلیوند، ؛2010

هاي شمال ایران  هاي توس در ترکیب جوامع جنگل تودهسهم ). 1391نظري، (اولیه خزري هستند 
 استفاده از بنابراین). 1999 جلیلی و ارزانی،( است انقراضبوده و در معرض خطر بسیار ناچیز 

به  دسترسی آسان نبودمشکلات ناشی از هاي کشت بافت در تکثیر آن با توجه به وجود  روش
و مشکلات مربوط  همچنین پراکنده شدن سریع بذور ها، العبور بودن راه هاي طبیعی و صعب رویشگاه
. با ارزش باشدژنتیکی  حمایت و حفاظت از این ذخیره برايحل مناسبی  تواند راه میزنی،  به جوانه

.  بافت کردنداز طریق کشت penelula. Bاقدام به تکثیر ) 1974(اوقلی  اولین بار هاتینین و یحی
در مدت زمان مختلف توس هاي  در کشور سوئد بر روي کشت بافت گونه )1990(جانسون و ولاندر 

 هاي در محیط کشترا  ها ایشان ریزنمونه.  انجام دادندهایی  آزمایش،ها جاي استفاده از قلمه کوتاه به
WPM1، MS2 و N6

ها محیط  گره ککشت دادند و مشخص شد محیط مناسب براي شاخسار از ت 3
WPM هاي   هورمونشاملBAP4  وNAA5 ریزازدیادي براي) 2001(ایوالد و همکاران . اشدب می 
هایی را از کشورهاي سوئد، فنلاند و  نهال کاري در عرصه، جنگل و B. pendulaهاي مختلف  ژنوتیپ

سازي قرار  رونشدت آلودگی تحت تیمارهاي ست توجه به ها با آلمان تهیه نموده و هر یک از ژنوتیپ
هاي آلمان با کلرید جیوه  درصد، کلون 2/0جیوه  درصد و کلرید70هاي سوئد با اتانول  کلون. گرفتند

 درصد سترون 10 درصد و هیپوکلریت سدیم 70هاي فنلاند با اتانول   و کلونچند ثانیه درصد در 2/0
 Zeatin8 25و  Kin7 مختلفبا غلظت هورمونی  LS6و WPM،  N6هاي  شده و در محیط کشت

هاگمن و همکاران . زایی داشتند هاي مختلف ریشه  درصد ژنوتیپ85-100کشت دادند که در نهایت 
سازي از هیپوکلریت   سترونبراي داشتند، B. pendulaی که بر روي ریزازدیادي پژوهشطی ) 2007(

دگی شدید بود از  دقیقه و در مواردي که آلو15 مدت 80 - مایع شوینده توئینشامل درصد 10یم سد

                                                
1- Woody Plant Medium 
2- Murashige and Skoog Modified Medium 
3- Chu (N6) Medium 
4- 6-Benzyl Amino Purine 
5- α-Naphtalene Acetic Acid 
6- Linsmaier and Skoog Medium 
7- Kinetin 
8- Zeatin 
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ها در هر دو محیط  نتایج نشان داد که ریزنمونه.  دقیقه استفاده نمودند7مدت   درصد به2/0کلرید جیوه 
. چه شدند  تبدیل به گیاهIBAمولار  میکرو85/2 و BAPمولار  میکرو2/2 شامل MS و WPMکشت 

 ،BAPثیر سه هورمون أ ت،WPMطی پژوهشی با استفاده از محیط کشت ) 2009(مگینوسون و همکاران 
TDZ1  و Zeatinهاي جانبی دو گونه از جوانه دست آمده بهزایی  را در ساقه B. papyrifera Varen 

ثیر بهتري أ تZeatinاز بین سه سیتوکنین استفاده شده .  بررسی کردندB. platyphylla VerDale و
 B. microphylla var. paludosaهاي  گره سازي تک  سترونبراي) 2012(قان . زایی داشت در ساقه

 بر روي محیط کشت  درصد استفاده کرد و سپس1/0جیوه  درصد و کلرید 10از هیپوکلریت سدیم 
MS لیتر  گرم بر میلی  میلی6/0 شاملBAPدر حال انقراض بودن توس در بر خلاف.  کشت نمود 

هاي مختلف توس در خارج  هن ریزازدیادي گوبراي مختلف هاي پژوهشود مرور منابع و ایران و با وج
  .انجام شده است براي اولین بار پژوهش این در داخل کشوراز کشور، 

  
  ها مواد و روش

سنگده متر از نهالستان   سانتی1-2  ساله ریشه لخت با قطر4-5 نهال 5 پژوهش انجام این براي
هاي  فی از تمام قسمتصورت تصاد گره به  تک6-10 شامله  ساق50 .واقع در استان مازندران تهیه شد

 یک جوانه جانبی برش داده شد و در شاملمتر   سانتی3گره به طول  هاي تک ریزقلمهو اندام نهال تهیه 
پس از آن در محلول . کشی شدند شستشو و سپس با آب معمولی آب 80 -توئینمقداري مایع شوینده 

سپس زیر هود لامینارفلو .  گردیدندور  ساعت غوطه1 مدت  گرم در لیتر به4کش بنومیل به غلظت  قارچ
استفاده ) 1390(علیزاده جدید و تلفیقی   روشازسازي   سترونبراي ها، یزنمونهدلیل آلودگی زیاد ر به

ه شد و بهترین تیمار ی ارا1در نظر گرفته شد که در جدول  سازي سترون تیمار 4 آن س براسا.شد
  .انتخاب گردیدها  اساس درصد آلودگی کم و زندمانی ریزنمونهبر
  

  .Betula litwinowiiگره  هاي تک سازي ریزنمونه تیمارهاي مختلف سترون -1 جدول
  سازي تیمارهاي مختلف سترون  کد
  دقیقه3مدت   درصد به25لریت سدیم  ثانیه و هیپوک5- 8مدت   درصد به70، الکل  ساعت1مدت   به2HQCکش  باکتري  1
   دقیقه5مدت   درصد به2HgCl (1/0(جیوه  رید ثانیه و کل25مدت   درصد به70الکل   2
   دقیقه7مدت   درصد به2HgCl (1/0(جیوه  کلرید  3
   دقیقه10مدت  درصد به2HgCl (1/0(جیوه  کلرید  4

                                                
1- Thidiazuron 
2- 8- Hydroxy Quinoline Citrate 
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در دو محیط کشت پایه ، متر با یک جوانه  سانتی5/1- 2ها به اندازه  ریزنمونهسازي،  س از سترونپ
MS و WPM غلظت ثابت شامل NAAهاي مختلف هورمون  ت و غلظBAP  2طبق جدول  تکرار 4با 

  .کشت شدند
  

گره   تولید شاخسار ریزنمونه تکبرايهاي مورد استفاده محیط کشت  ترکیبات مختلف هورمون - 2جدول 
Betula litwinowii.  

  محیط کشت پایه  )گرم بر لیتر میلی(ترکیب هورمونی   کد
A BAP) + 2/0 (NAA) 2/0(  WPM / MS 

B  BAP+ ) 4/0(NAA  )2/0(  WPM / MS 

C BAP ) +1( NAA )2/0( WPM / MS 

D  BAP ) +2( NAA )2/0( WPM / MS 

  
.  تصادفی انجام گرفتصورت آزمایش فاکتوریل دو عامله در قالب طرح پایه کاملاً  بهپژوهشاین 

ها نیز با  میانگینانجام شد و مقایسه  SPSS و  MSTATCافزار با استفاده از نرمها  تجزیه و تحلیل داده
  .صورت گرفت) LSD(دار  استفاده از آزمون حداقل معنی

  
  نتایج

در جدول  ها سازي ریزنمونه ي مختلف سترون از بررسی تیمارهادست آمده بهنتایج تجزیه واریانس 
ثیر تیمارهاي أت  تحتها  درصد آلودگی ریزنمونهاساس نتایج تجزیه واریانس،بر.  شده استیه ارا3

  .دار بود  درصد معنی1سازي در سطح  ترونمختلف س
  

  گره هاي تک سازي بر درصد آلودگی ریزنمونه نتایج تجزیه واریانس اثر تیمارهاي مختلف سترون -3 جدول
Betula litwinowii.  

  دار سطح معنی Fمقدار   میانگین مربعات  درجه آزادي  مجموع مربعات  درصد آلودگی
  000/0  348/28  222/4639  3  667/13917  سازي بین تیمارهاي سترون

      667/163  8  333/1309  سازي درون تیمار سترون
        11  15227  کل

      5/27      )درصد(ضریب تغییرات 
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  هاي گره سازي بر درصد آلودگی تک  تیمار سترون4 از مقایسه میانگین دست آمده بهنتایج 
B. litwinowii دار  به روش آزمون حداقل اختلاف معنی)LSD ( ه ی ارا4 درصد، در جدول 5سطح در

اساس نتایج  مشاهده شد، ولی بر4ره در تیمار گ هاي تک ترین درصد آلودگی ریزنمونه کم. شده است
تولید  سببها گذاشته و  ثیرات منفی روي ریزنمونهأجیوه ت مدت از کلرید  استفاده طولانیاین پژوهش

 گره از تیمار هاي تک  نمودن ریزنمونه سترونبراي پژوهشرو در این  از این. دی گردبرگنشدن 
 درصد 4تر و نسبت به تیمار   درصد آلودگی کم2 و 1، که نسبت به تیمارهاي کد 3سازي کد  سترون

  . بالاتري داشت، استفاده شدتولید برگ
  

  .Betula litwinowiiگره  هاي تک سازي ریزنمونه مقایسه میانگین درصد آلودگی تیمارهاي مختلف سترون -4جدول 

  درصد  سازي ترکیب تیمارهاي سترون  کد
  آلودگی

  a3/79   دقیقه3مدت   درصد به25سدیم   ثانیه و هیپوکلریت5- 8مدت   درصد به70، الکل  ساعت1مدت  بهHQC کش  باکتري 1
  a7/81   دقیقه5مدت   درصد به1/0جیوه   ثانیه و کلرید25مدت   درصد به70الکل  2
  b15   دقیقه7ت مد  درصد به1/0جیوه  کلرید 3

 b10   دقیقه10مدت  درصد به1/0جیوه  کلرید  4

  .دهند نشان نمی LSDبا آزمون  درصد 5داري را در سطح احتمال  هاي داراي حروف مشترك تفاوت معنی میانگین
  

محیط کشت و دو گره در  هاي تک  ریزنمونهتولید برگ و شاخسارنتایج تجریه واریانس میزان 
 تصادفی، در ب طرح کاملاً در قال دو عاملهلف با استفاده از آزمایش فاکتوریلترکیبات هورمونی مخت

یط کشت، تیمارهاي مختلف هورمونی حشود بین م که مشاهده میطور همان. ه شده استیارا 5 جدول
  .نداردداري وجود  اختلاف معنیها  آنو اثر متقابل 

  
هاي  ها بر تولید برگ ریزنمونه ونی و اثر متقابل آنثیر محیط کشت، تیمارهاي هورمأتجریه واریانس ت -5جدول 

  .Betula litwinowiiگره  تک
  دار سطح معنی Fمقدار   میانگین مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منبع تغییرات
  231/0  508/1  340/833  340/883  1  محیط کشت

  697/0  483/0  267  146/801  3  تیمارهاي هورمونی
  884/0  217/0  8/119  521/359  3  مونیتیمارهاي هور× محیط کشت 

      5/552  697/13260  24  اشتباه آزمایشی
        705/15254  31  کل

        31    )درصد(ضریب تغییرات 
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 با تیمارهاي مختلف هورمونی از درصد بالایی برخوردار در دو محیط کشت ها گره  تکتولید برگ
  تا این روند رشد  .)7و  6 هاي جدول (دندگره قادر به شکوفایی برگ بو هاي تک تر جوانه  بیشوبود 

 زرد و در نهایت به خشکی باز شدههاي   هفته بعد از کشت ادامه داشت ولی پس از این مدت، برگ2
 10تنها و از بین رفتند محیط کشت هر دو گره در  هاي تک ریزنمونهاکثریت ).  ب- 1شکل (گرائیدند 

زایی  ریشه B با ترکیب هورمونی تیمار WPMهاي کشت شده در محیط کشت  از ریزنمونهدرصد
  ). ج-2شکل  (داشتند

  
  .Betula litwinowiiگره  هاي تک درصد تولید برگ جوانه -6جدول 

  درصد تولید برگ و شاخسار  محیط کشت
MS 6/70  

WPM  8/80  
  

  .در تیمارهاي مختلف هورمونی Betula litwinowiiگره  هاي تک درصد تولید برگ و شاخسار جوانه -7 جدول
  تولید برگ و شاخساردرصد   )گرم بر لیتر میلی (هورمونیتیمارهاي   کد
A BAP) + 2/0(NAA ) 2/0( 5/82  
B BAP) + 4/0(NAA  )2/0(  2/74  
C BAP ) +1( NAA )2/0( 5/77  
D BAP ) +2( NAA )2/0(  7/68  

  

  
  

): ب(، شکل Aبا ترکیب هورمونی  MS پس از کشت در محیط  هفته2ها و تولید برگ  رشد جوانه): الف( -1شکل 
): ج(، شکل B با ترکیب هورمونی WPM هفته از کشت در محیط کشت 4ها پس از  شروع تغییر رنگ حاشیه برگ

  . هفته از کشت5-6ها پس از  گره زرد و خشک شدن تک
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کشت ریزنمونه ): الف (Bرمونی  ترکیب هوشامل WPMگره در محیط کشت  زایی ریزنمونه تک ریشه - 2شکل 
  . هفته5-6دار طی  چه ریشه ایجاد گیاه): ج( هفته، 3رشد شاخسار طی ): ب(گره،  تک
  

  بحث
، گره تکسازي ریزنمونه   سترونبراياز بین تیمارهاي اعمال شده  نشان داد که این پژوهشنتایج 

 سایر تیمارها داشت که با نتایج یسه با دقیقه نتایج بهتري در مقا7مدت   درصد به1/0جیوه   کلریدکاربرد
 بود و همچنین B. pendulaگره گونه   تککه بر روي ریزنمونه) 2007( هاگمن و همکاران پژوهش

هاي آلمان در  کلون روي B. pendulaگره  هاي تک جیوه استفاده شده بر روي ریزنمونه تیمار کلرید
ایش مدت زمان استفاده از این ماده شیمیایی تا افز. مطابقت داشت) 2001( ایوالد و همکاران پژوهش

مانی  دلیل سمیت ایجاد شده باعث کاهش زنده ها، به  دقیقه با وجود کاهش درصد آلودگی10
سازي که  تیمار سترون. که بعد از چند روز به زردي و خشکی گرائیدند طوري ها شده، به ریزنمونه

   ثانیه و هیپوکلریت سدیم 5-8مدت  رصد به د70، الکل  ساعت1مدت  به HQCکش   باکتريشامل
  مدت   درصد به1/0جیوه   درصد و کلرید70گر که شامل الکل  دقیقه و تیمار دی3مدت   درصد به25
. ها از بین رفتند  درصد هم نبود و همه ریزنمونه20میزان  ها حتی به  دقیقه بود، قادر به حذف آلودگی5

و  penelula. Bهاي سوئد و فنلاند  گره کلون بر روي تک) 2001( ایوالد و همکاران هاي پژوهشدر 
و نتایج ه بود  استفاده شدبالاي از تیمارهاکه  penelula. Bدر کشت ) 2007(هاگمن و همکاران 

هاي  رسد آلوده شدن ریزنمونه نظر می به. سو نبود  هماین پژوهشدست آمده بود که با  هآمیزي ب موفقیت
ناتوانی در نتیجه هاي خفته و  پذیري مواد به داخل جوانهنداشتن قدرت نفوذلیل د به 1تیمار گره در  تک

 کار اند با به  زیادي توانستهگران پژوهش .ها باشد گره اي تک هاي درون جوانه در از بین بردن آلودگی
هایی با  چه گیاه WPM و MSدو محیط کشت بردن ترکیبات هورمونی مختلف و با استفاده از 

جانسون و ولاندر  :توان به چند نمونه از جمله گره تولید کنند که می  انبوه از ریزنمونه تکهاي ریشه
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 و B. papyrifera Varenبر روي ) 2009(؛ مگینسون و همکاران هاي مختلف گونه بر روي) 1990(
B. platyphylla VerDale  بر روي ) 2012( و قانB. microphylla var. paludosaاشاره کرد  .

با نتایج هاگمن و هاي مورد استفاده  محیط کشتشاخسار اولیه  براي تولید برگ و این پژوهش در
با وجود نتیجه بسیار  پژوهشدر این . باشد سو می هم penelula. Bگونه بر روي ) 2007(همکاران 

 زرد و ، هفته2ها پس از   درصد از ریزنمونه80، حدود ) درصد75-90(مطلوب در باززایی اولیه 
 در عناصر ماکرو، اتیتغییرها  شدن آن ها و جلوگیري ار خشک گره  رشد بهتر تکبراي. خشک شدند
انجام شد ولی شرایط محیطی از جمله شدت نور، رطوبت و دما اد آلی محیط کشت و میکرو و مو

ز  ا درصد10ثر بود و ؤ تا حدودي مبار،  هفته یک2 هاي مکرر در هر  بازکشت و تنهانداشتاي  نتیجه
صورت  ها به  تمام ریزنمونهپژوهشکه در این  با توجه به این. زایی شدند ها قادر به ریشه گره تک

عمودي بر روي محیط کشت قرار گرفته بودند و ارتباط ریزنمونه با محیط کشت فقط از طریق مقطع 
تکمیلی براي کشت  هاي پژوهششود  پیشنهاد می انجام بنابراین، )1391علیزاده،  (پایینی ساقه میسر بود

  .هاي مختلف انجام گیرد ها و محیط کشت گره با اعمال هورمون زایی تک افقی ریزنمونه و ریشه
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Abstract1 

Birch (Betula sp.) is considered as a survivor of Caspian primary forests and 
one of the extinct forest trees in Iran. In our country, Birch species is endangered 
because of limited distribution range, unfavourable habitat conditions, lack of 
regeneration in natural habitat and inability to reproduce sexually in natural 
condition. Therefore, using the technique of in vitro is very important to support 
this species. The objective of this study is to optimize culture medium and surface 
sterilization treatments for B. litwinowii micro-propagation, that is one of known 
Birch by use of nodal explants. Nodal explants were collected randomly from 4-5 
years old of birch seedlings and sterilised by applying different treatments in both 
MS and WPM medium with various concentrations of BAP and NAA hormones 
were cultured. The obtained data were analyzed based on completely randomized 
design using SPSS and MSTATC software. The results revealed that HgCl2 (0.1% 
for 7 min) was the best treatment for surface sterilization of nodal explants. The 
MS and WPM media supplemented with various concentrations of hormones were 
suitable for culture establishment of nodal explants. More than 70% of single 
lateral bud nodal in both mediums becomes to leaves. Finally, 10% of nodal 
explants are able to produce shoot and roots in WPM medium. 
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