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  چکیده
آباد که از آستارا تا علی برگ بومی ایران استهاي سوزنیگونهمعدود سرخدار یکی از  سابقه و هدف:

نظر حفظ ذخایر ژنتیکی، مصارف  ازگونه  پراکنش دارد. این هاي ارسبارانو جنگل استان گلستان کتول
 خوابی با دوره هایدلیل داشتن بذر بهر ضدر حال حا .باشدمی و غیره داراي ارزش بسیار روییدا

به  .برداري غیرمجاز و سایر عوامل مخرب در معرض خطر انقراض قرار داردبهره ،طولانی، رشد بطئی
در سرخدار از طریق کشت جنین  هايچهگیاهتولید  ،هاي موجود و گسترش آنمنظور حفظ رویشگاه

  قرار گرفت.مورد بررسی اي شرایط درون شیشه
هاي طبیعی سرخدار در منطقه افراتخته، به دو دسته از تودهآوري پس از جمع هابذر :هامواد و روش

 گذاريلایههاي ماسه و در حرارت پائین ماه در لایه 9سپس به مدت  شدند. رسیده و نارس تقسیم
تیمار مختلف براي  7شدند.  سترونساعت در آب روان خیسانده و  48مدت  به بذرها ند.شد

شده از آندوسپرم جدا شده و  سترون هايبذر جنین پژوهش. در این ها اعمال گردیدبذر سازي سترون
، گرم در لیتر)میلی 100و  50که توسط اسید اسکوربیک ( )MSموراشیگ و اسکوگ (در محیط کشت 

و زغال فعال  گرم در لیتر) 1و  5/0، عصاره مخمر (گرم در لیتر)میلی 100و  50کازئین هیدرولیزات (
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مین مواد غذایی و محیط أسرخدار، تگیاهچه دلیل کندي رشد  به غنی شده بود، کشت شد. درصد 2
ها تجزیه و تحلیل دادههفته یکبار واکشت شدند.  2هاي روئیده شده به طور مرتب هر کشت، جنین

  و آزمون دانکن انجام شد.و دوطرفه توسط آزمون تجزیه واریانس یکطرفه 
 70دقیقه و اتانول  15مدت  به درصد 10استفاده از آب اکسیژنه  دهندمینشان  پژوهشنتایج  :هایافته

که در این تیمار  طوريه ب سازي بذور بودترین تیمار براي سترون مناسب ،دقیقه 1مدت  به درصد
 روز شروع به 10 بعدها جنینکه  دهندمینتایج نشان  سایر. نگردیدمشاهده  آلودگیگونه  هیچ

 کهتعلق داشت  1نرمال به تیمار  هايگیاهچهزنی و رویش کردند. بیشترین درصد جوانهزنی  جوانه
 100رولیزات اسید اسکوربیک و کازئین هید حاوي MSمحیط  دررسیده  هايبذرکشت شامل 

  .بودغنی شده  درصد 2گرم در لیتر و زغال فعال  1گرم در لیتر، مخمر  میلی
گرم در لیتر، میلی 100حاوي اسید اسکوربیک و کازئین هیدرولیزات  MSمحیط کشت  :گیرينتیجه

در آن زنی مناسبی جوانهسرخدار جنین بذرهاي رسیده  ، کهدرصد 2گرم در لیتر و زغال فعال  1مخمر 
  شود.هاي سرخدار پیشنهاد میمناسب براي تولید گیاهچه پروتکلیبه عنوان  ،ندداشت

  
 سرد گذاريلایه ،ايکشت درون شیشه جنین، ،سرخدار کلیدي: هاي واژه

 
  مقدمه

هاي بومی ایران و یکی از گونه baccata L. Taxus) با نام علمی Common yewسرخدار (  
آباد کتول هاي شمال (آستارا تا علیگونه در جنگل این ).15باشد (شناسی میباقیمانده دوران سوم زمین

ترین ترین و قدیمیهاي سرخدار ایران انبوهوده). ت7دارد (پراکنش ارسبارن حوزه استان گلستان) و 
رویه در معرض انقراض هاي بیبرداريتوجهی و بهرهدلیل بی روند که بههاي دنیا به شمار میجنگل

 Taxus chinensis var. maireiو  T. baccataبذر درختانی نظیر  ).21 و 7، 5(قرار گرفته است 
) 30و  13د (نباشنیز می 1علاوه بر داشتن خواب فیزیکی (پوسته سخت)، داراي خواب فیزیولوژیکی

پوسته داشتن به دو گروه فیزیکی (خواب بذر  ).28و  22( انجامدسال به طول می 2گاهی بیش از که 
جنین عواملی نظیر ). 30( شود) و فیزیولوژیکی تقسیم میجود ترکیبات مختلف در پوستهسخت، و

                                                             
1- Physiological dormancy 
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هاي مختلف بذر مانند بخشدر  3از جمله اسید آبسیزیک 2، وجود مواد شیمیایی بازدارنده1نارس
اسید آبسیزیک در بسیاري  .)30( شوندباعث ایجاد خواب فیزیولوژیک میو جنین  4، ذخیره دانهپوسته

و  داشتهنقش دارد. این ماده در تمام اجزاي بذر وجود  6و رسیدگی بذر 5از فرایندها نظیر آبزدایی
شکستن خواب بذر سرخدار  .)13( کندکنترل می کلیه مراحل قبل و بعد از رسیدگیدر  را آن زنیجوانه

گونه بوده که  هاي تکثیر انبوه ایناي آن یکی از روشدر شرایط آزمایشگاهی و کشت درون شیشه
ارزش تاکسول  توان به استخراج ماده باحال انقراض آن، میهاي در ضمن حفاظت از رویشگاه

. )29و  21علم پزشکی و درمان انواع سرطان به اثبات رسیده است (در رد وسیع آن بپرداخت، که کار
اولین محققی بود که توانست  )1904(هانینگ  .گرددتاریخچه کشت جنین به بیش از یک قرن باز می

هاي را در محیط کشت ساده حاوي نمک 7بواز خانواده شب .Cochlearia armoracia Lجنین گیاه 
 .Pinus palustris Mill برگان با کشت جنیناولین ریزازدیادي سوزنی .)9معدنی و قند پرورش دهد (

براي رویش بذر و  LVو  White ،B5 ،MS ،DCRهاي متعددي نظیر . محیط کشت)25( انجام شد
پیج و گارلو لی ).19مختلف مورد بررسی قرار گرفت ( پژوهشگراننجات جنین سرخدار، توسط 

هاي درونی نظیر اسید را نارس بودن جنین و وجود بازدارنده T. baccata) علت خواب جنین 1973(
هاي رشد را ضروري آبسیزیک بیان نمودند و براي رشد جنین نارس سرخدار استفاده از مکلمل

، جیبرلین و حرارت 8هاي درونی، خیساندن بذر در آب روانبازدارنده منظور از بین بردن دانسته و به
 را )11( B5را بهترین و  )12( DCR ،)1993و همکاران ( فلوریس). 18( پائین را پیشنهاد کردند

منظور بررسی  به) 1994( چی .)10( معرفی کردندجنین سرخدار  رشدمحیط کشت براي  تریننامناسب
بر اساس رنگ و میزان رشد را  هابذررسیدگی  ،ايشیشه سرخدار در شرایط درونهاي زنی جنینجوانه
رنگ و آریل سبز رنگ و کوچک، متر، سبز کممیلی 2به سه گروه شامل بذور به طول حدود  9آریل

رنگ و با آریل کمی رشد یافته و به رنگ اي کممتر، سبز تیره یا قهوهمیلی 4بذوري با طول حدود 
                                                             
1- Immature embryo 
2- Chemical inhibitor 
3- Abscisic acid 
4- Endosperm 
5- Dehydration 
6- Seed ripeness 
7- Brassicaceae 
8- Running water 
9- Aril 
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اي رنگ و با آریل رشد یافته و قرمز رنگ تقسیم متر، قهوهمیلی 6ی به طول هایرنگ و بذرصورتی کم
زنی در شرایط درون کرد. نتایج نشان داد که بذور با رسیدگی بیشتر در مراحل دوم و سوم براي جوانه

و  چانگ .)4( درصد بوده است 52و  21ترتیب  ها به زنی آنبوده و درصد جوانه تراي مناسبشیشه
در  .Taxus mairei (Lemee and H.Lev) S.Y. Huجنین رویش ) با بررسی 1996( یانگ

 PVP1لیتر  گرم درمیلی 8/0همراه  با نصف غلظت به )MS )20محیط کشت  اي،شرایط درون شیشه
هاي نارس و جنین با کاشت) 2007( مارسین .)3( بهترین شرایط براي رویش آن معرفی کردندرا 

 MSکشت جنین بذرهاي رسیده در محیط که  نشان داداي در شرایط درون شیشه T. baccata رسیده
درصد بهترین ند و دارزنی بهتري برخوراز شرایط جوانهگرم در لیتر زغال فعال کشت  5همراه  به

ساعت روشنایی و به مدت دو هفته بعد از کشت  16ها در زنی در شرایط تاریکی و بهترین نهالجوانه
 Taxus chinensisهايزنی جنین و رشد گیاهچه) جوانه2014سونگ و همکاران ( .)19( حاصل شد

var. mairei اي مورد بررسی قرار دادند. در شرایط درون شیشهرا  3و ژجیانگ 2از دو منظقه آنهویی
زنی جوانه درصد قرار داشتند. نتایج نشان داد روشناییساعت  14ها در شرایط تاریکی و جنین
 80و  3/54ترتیب  از مناطق آنهویی و ژجیانگ بهقرار داشتند  روشناییساعت  14هایی که در  جنین

 3/36و  3/23ها به گیاهچه تبدیل نشدند ولی در مقابل هیچ یک از این جنین درصد بود ولی تقریباً
هچه کامل تبدیل هاي مناطق آنهویی و ژجیانگ که در تاریکی جوانه زده بودند به گیادرصد از جنین

بذرهاي زنی براي رشد بعدي گیاهچه ضروري است و تاریکی در طی جوانه ها آن جبر نتای بناشدند. 
هاي رشد نظیر که افزودن تنظیم کننده این ترند. ضمننارس براي کشت جنین این درخت مناسب

4GA3، IAA5  6وBA  و هیدرولیزات هاي آلی مانند کازئین و مکمل گرم در لیترمیلی 5/0با غلظت
زنی و رشد گیاهچه گرم در لیتر) باعث افزایش جوانه 1گرم در لیتر) و زغال فعال ( 5/0(عصاره مخمر 

 ،اياز طریق کشت درون شیشههاي بالغ سرخدار براي سترون نمودن جنین) 2005( نراقی .)26( شدند
با محلول هیپوکلریت  و سپس قرار داد جاريدر جریان آب  روز 15مدت  بهرا  رسیده هايرذبابتداء 

                                                             
1- Polyvinylpyrrolidone 
2- Anhui 
3- Zhijiang 
4- Gibberelic acid 
5- Indole-3-acetic acid 
6- 6- benzylaminopurine 



 و همکاران سید علی رضوي

119 

 MSهاي کامل در محیط کشت و جنین شده شکافته هاپوسته بذرسپس . نمود ستروندرصد  3سدیم 
گرم در لیتر  1گرم در لیتر، میلی 100حاوي کازئین هیدرولیزات و اسید اسکوربیک هر یک به میزان 

ها جوانه زده درصد جنین 65هفته  6گرم در لیتر زغال فعال کشت گردیدند. پس از  5عصاره مخمر و 
هاي سرخدار با تولید گیاهچهجهت ) 2006و همکاران ( وشنیک .)22( دادند گیاهچهو تشکیل 

غنی شده با  MSپس از استخراج در محیط کشت را  هارجنین بذ ،اياستفاده از کشت درون شیشه
پس که  هکشت دادگرم در لیتر  5و زغال فعال گرم در لیتر  1/0اسید اسکوربیک  و کازئین هیدرولیزات

) با 2011حسینی تفرشی و همکاران ( .)23( ها جوانه زدند درصد آن 67هفته، حدود  4تا  3 از مدت
استفاده از روش ها با اي و رشد نونهالبررسی کشت جنین سرخدار در شرایط درون شیشه

در را  PVPجاي  هروز و استفاده از زغال فعال ب 7مدت  قرار دادن بذور در آب روان به هیدروپونیک،
) با بررسی درون 2014و همکاران ( داورپناه). 15( دانستند مؤثرهاي سرخدار زنی جنینتسریع جوانه

گونه ضروري تشخیص  هاي اینهاي سرخدار معمولی نقش زغال فعال را در رشد جنیناي جنینشیشه
هاي بذري سرخدار در گیاهچه تولیدجهت ، لی مناسبکپیشنهاد پروت پژوهشاین  هدف از .)6( دادند

هایی که براي اهداف مختلف نظیر تولید انبوه نهال، حفاظت از گیاهچه بازه زمانی کوتاه است.
  گیرند.قرار میهاي طبیعی، استخراج تاکسول و غیره مورد استفاده رویشگاه

 
  ها مواد و روش

 352به وسعت افراتخته رویشگاه در این پژوهش بذرهاي مورد نیاز سرخدار از : منطقه مورد مطالعه
در مجاورت روستاي استان گلستان آباد کتول کیلومتري جنوب شرقی شهرستان علی 30هکتار در 

ثانیه  12دقیقه  57درجه  54ثانیه تا  48دقیقه  55درجه  54مختصات جغرافیایی  باییلاقی افراتخته 
ثانیه عرض شمالی و در محدوده  3دقیقه  47درجه  36ثانیه تا  24دقیقه  45درجه  36طول شرقی و 

یشگاه سرخدار افرا . متوسط بارندگی روآوري گردیدجمعمتر از سطح دریا  2000تا  1350ارتفاعی 
بندي اقلیمی باشد. در طبقهگراد میدرجه سانتی 3/10متر و متوسط دماي سالیانه منطقه میلی 950تخته 

  ).8باشد (به روش دومارتن اقلیم منطقه از نوع خیلی مرطوب نوع الف می
 

  هاروش
و میزان  بر اساس رنگدر نیمه آبان ماه، آوري شده جمع هايبذر: بندي بذورسازي و تقسیمآماده

رسیده تقسیم شدند. بذور نارس داراي رنگ  کاملاًآریل به دو دسته بذور نارس و و رنگ تکامل 
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اي تیره رسیده داراي رنگ قهوهکاملاً و بذور  توسعه یافته و صورتی رنگ نسبتاًل رنگ و آریاي کم قهوه
باشند. سپس قسمت گوشتی دانه از دو گروه بذور جدا شد. رشد یافته و قرمز رنگ میکاملاً و آریل 

 آسانقابل ذکر است که جدا کردن آریل، زمانی که هنوز سبز رنگ بوده و رشد کافی نکرده است بسیار 
که آریل پس از رسیدن نسبی (رنگ صورتی) و  شود. در صورتیبوده و با فشار اندك از دانه جدا می

راحتر  شدنجدا کردن آن بسیار مشکل است. براي جدا  کهلزج شده  کاملاًرسیدگی کامل (رنگ قرمز) 
خشک کردن  از پسله کرد. دست آریل را با فشار را در ظرفی مشبک ریخته و  هابذرباید آریل از دانه 

از  شدنپس از جدا بذرها توان آریل را از دانه جدا نمود. به راحتی می سایه،در شرایط نیمبذور 
  .)17( داري شدندگراد نگهدرجه سانتی 4ماه در میان ماسه مرطوب و دماي  9 مدت ، بهقسمت گوشتی

). ابتداء کلیه بذرها 1تیمار در نظر گرفته شد (جدول  7سازي بذرها براي سترون: سازي بذورسترون
  قطره مایع ظرفشویی و آب مقطر معمولی شسته شدند. 2توسط 

 
  .Taxus baccataسازي بذرهاي تیمارهاي سترون -1جدول 

Table 1. Sterilization treatments of Taxus baccata seeds. 
  شماره تیمار

Treatment No.  
 سازيهاي سترونتیمار

Sterilization treatments  
  دقیقه 1درصد به مدت  70دقیقه، اتانول  10درصد به مدت  5/0کلرید جیوه   1

HgCl2 0.5% (10 min), Ethanol 70% (1 min)  
  دقیقه 2درصد به مدت  70دقیقه، اتانول  5درصد به مدت  1کلریت جیوه   2

HgCl2 1% (5 min), Ethanol 70% (2 min)  
  دقیقه 1درصد به مدت  70دقیقه، اتانول  15درصد به مدت  1/0کلریت جیوه   3

HgCl2 0.1% (15 min), Ethanol 70% (1 min)  
  دقیقه 1درصد به مدت  70دقیقه و اتانول  15به مدت درصد  4/1هیپوکلریت سدیم   4

NaClO 1.4% (15 min), Ethanol 70% (1 min)  
  دقیقه 1درصد به مدت  70دقیقه و اتانول  25درصد به مدت  1هیپوکلریت سدیم   5

NaClO 1% (25 min), Ethanol 70% (1 min)  
  دقیقه 1به مدت درصد  70دقیقه و اتانول  15درصد به مدت  10آب اکسیژنه   6

H2O2 10% (15 min), Ethanol 70% (1 min)  
  دقیقه 1درصد به مدت  70دقیقه و اتانول  10درصد به مدت  12آب اکسیژنه   7

H2O2 12% (10 min), Ethanol 70% (1 min)  
 درصد 1سدیم دقیقه در هیپو کلریت  5همراه جنین به مدت  در کلیه تیمارها، پس از حذف پوسته بذر، آندوسپرم به

   خیسانده شد.
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باید جنین از آندوسپرم جدا شده و براي کاشت آن  هابذر سازيسترونبعد از : نحوه استخراج جنین
 1اقدام کرد. قابل ذکر است که جنین سرخدار در بذرهاي رسیده بسیار کوچک بوده و اندازه آن حدود 

متر است که جدا کردن آن بسیار مشکل است. به همین دلیل براي جدا کردن آسانتر جنین، استفاده میلی
هاي ماسه و ماه در لایه 9ابتداء بذور به مدت  به همین منظورشده ترجیح دارند.  گذاريلایهاز بذور 

برابر جنین  ند که در این صورت اندازه جنین دوداري شدنگه گراد)درجه سانتی 4( حرارت پائین
قرار داده  ساعت در آب روان 48). سپس به مدت 1باشد (شکل آوري بذر میرسیده در زمان جمع

با استفاده از پنس پوسته بذر شکسته و جنین خارج شد. قابل ذکر است که جنین  سپسشدند. 
توسط اسکالپل  سرخدار در یک سوم بالایی بذر در جهت طولی، قرار دارد. براي جداسازي جنین ابتدا

مانده بذر عرضی در یک سوم پائینی بذر ایجاد کرده و سپس با یک برش طولی در دوسوم باقی برش
 .)23( باشدباشد برشی ایجاد کرده و با فشاري ملایم جنین قابل جدا شدن میکه حاوي جنین می

  

  
 .(راست) گذاري سرد لایهماه  9آوري (چپ) و جنین بذر رسیده پس از جنین بذر رسیده در زمان جمع -1 شکل

Figure 1. Mature seed embryo in collection time (left) and mature seed embryo after 9 months cold 
stratification (right). 

 
از جدا شدن از آندوسپرم  بذرهاي رسیده و نارس پس جنین: هاي مورد استفادهمحیط کشت و مکمل

کشت شدند کازئین هیدرولیزات و مخمر  ،زغال فعال، اسید سکوربیک حاوي MSدر محیط کشت 
  داري شدند.گراد نگهدرجه سانتی 25هفته در شرایط تاریکی در دماي  1و به مدت  )2(جدول 
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  .زنی جنین سرخدارتیمارهاي مختلف جوانه -2جدول 
Table 2. Different treatments of Taxus baccata embryo germination. 

  شماره تیمار
Treatment N.  

  رسیدگی بذر
Seed ripeness 

  هاي رشدمکمل
Growth supplements  

 محیط کشت
Medium 

 رسیده  1
Mature 

 1گرم در لیتر، مخمر میلی 100اسید اسکوربیک و کازئین هیدرولیزات 
  درصد 2گرم در لیتر، زغال فعال 

Ascorbic acid and casein hydrolysate (100 mgl-1) Yeast 
extraction (1 g l-1), Activated charcoal (2%) 

MS 

  نارس  2
Immature  

 1گرم در لیتر، مخمر میلی 100اسید اسکوربیک و کازئین هیدرولیزات 
  درصد 2گرم در لیتر، زغال فعال 

Ascorbic acid and casein hydrolysate (100 mgl-1) Yeast 
extraction (1 g l-1), Activated charcoal (2%) 

MS 

  رسیده  3
Mature  

 5/0گرم در لیتر، مخمر میلی 50اسید اسکوربیک و کازئین هیدرولیزات 
  درصد 2گرم در لیتر، زغال فعال 

Ascorbic acid and casein hydrolysate (50 mgl-1) Yeast 
extraction (0.5 g l-1), Activated charcoal (2%) 

MS 

  نارس  4
Immature  

 5/0گرم در لیتر، مخمر میلی 50اسکوربیک و کازئین هیدرولیزات اسید 
  درصد 2گرم در لیتر، زغال فعال 

Ascorbic acid and casein hydrolysate (50 mgl-1) Yeast 
extraction (0.5 g l-1), Activated charcoal (2%) 

MS 

هفته یکبار  2طور مرتب هر  هاي روئیده شده بهجنینمین مواد غذایی و محیط کشت، أدلیل رشد بطئی سرخدار، جهت ت به
  شدند. 1واکشت

 
  تجزیه و تحلیل آماري

سازي بذرها، تنها از بذرهاي رسیده سترونترین تیمار دستیابی به مناسببراي  در این پژوهش
تصادفی انجام شد.  سازي بذرها در قالب طرح کاملاً. بنابراین آزمایش مربوط به ستروناستفاده شد

هاي سرخدار پس از سترون شدن بذرها و جدا شدن از آندوسپرم به صورت آزمایش فاکتوریل و جنین
هاي سطح (رسیده و نارس) و غلظت مکمل 2در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی با دو عامل بذر در 

ار هفته داده مورد آنالیز قر 3بعد از گذشت  تایی کاشته شدند. 10تکرار  3سطح و در  2رشد در 
استفاده  SPSS 18افزار ها از نرم و براي آنالیز آن Excelافزار ها از نرمجهت سازماندهی داده گرفتند.

ها توسط آزمون گروف اسمیرنوف و همگنی واریانسمووده از آزمون کلها با استفانرمال بودن دادهشد. 
اختلاف بین دو طرفه  یک و آزمون تجزیه واریانس لون مورد برسی قرار گرفت. سپس توسط

  از آزمون دانکن استفاده شد. ها تعیین و براي مقایسه آن ها میانگین

                                                             
1- Subculture 



 و همکاران سید علی رضوي

123 

  و بحث نتایج
دهد که هاي آنالیز واریانس و دانکن نشان میتوسط آزمون هابذر آلودگیمقایسه تیمارهاي کنترل   

  .)2و شکل  3(جدول  داري وجود داردبین کلیه تیمارها در سطح آماري یک درصد اختلاف معنی
  

 .Fبر اساس آزمون بذرهاي سرخدار سازي در کنترل آلودگی تیمارهاي سترون تجزیه واریانس -3جدول 
Table 3. Sterilization treatments for control of Taxus baccata seed contamination by F test. 

 منبع تغییرات
S. O.V  

 مجموع مربعات
SS  

 درجه آزادي
Df  

 میانگین مربعات
MS  

F Sig.  

 سازي تیمارهاي سترون
Sterilization treatment  

4945.44  6  824.24  961.613  **0.000  

 خطاي آزمایش
Test error  

12  14  0.857      

 کل
Total  

444957  20        

 دار است.** اختلاف آماري در سطح یک درصد معنی

  

  
  .سرخدار توسط آزمون دانکن هايبذر سازيسترون ثیرأتحت ت هاي سالمنمونهریزمقایسه میانگین درصد  -2شکل 

Figure 2. Comparison between mean of survival explants percentage in Taxus baccata seeds 
sterilization using Duncan test. 
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دهد. در کلیه میها توسط آزمون دانکن را نشان ها مقایسه میانگینقابل ذکر است که حروف بالاي شکل  
در باشد. ها می دار بین آندهنده عدم وجود اختلاف معنیها نشاناشکال حروف مشترك بین میانگین

که هر  طوري هباشد، بترین و مهمترین مسئله، کنترل آلودگی میاي یکی از سختهاي درون شیشه کشت
شده صورت گیرد، در غیر این صورت هیچ  سترون در این خصوص باید در شرایط کاملاً پژوهش نوع

دقیقه و  15 درصد به مدت 10(آب اکسیژنه  6در تیمار  پژوهش. در این )9دست نخواهد آمد ( هاي بنتیجه
سازي بنابراین از تیمار مذکور براي سترون مشاهده نشد. آلودگیگونه دقیقه) هیچ 1 مدت درصد به 70اتانول 

هاي سطحی و رسد استفاده از اتانول که باعث از بین رفتن میکرواورگانیسمنظر می به کلیه بذرها استفاده شد.
و  درصد 10به  12واقع شده است. کاهش غلظت آب اکسیژنه از  مؤثرشود کننده میسترونجذب بهتر ماده 

همراه  به یار مطلوبی رادقیقه نتیجه بس 15به  10کننده مذکور از سترونافزایش زمان خیساندن بذر در ماده 
هیپوکلریت سدیم  درصد 1که خیساندن آندوسپرم پس از حذف پوسته بذر در محلول  این . ضمنداشت

) نتایج مشابهی را در 1996. چانگ و یانگ (ها مفید بودریزنمونه آلودگیدر کنترل  دقیقه 5مدت  به
  .)3( انددست آورده هب Taxus mairei (Lemee and H.Lev) S.Y. Hu بذور سازي سترون

 بذرهازنی نتایج مقایسه میانگین جوانهزنی کردند. شروع به جوانه هاروز بذر 10پس از گذشت   
 تیمارهاي مورد بررسیکه بین دهند و دانکن نشان می دو طرفه هاي آنالیز واریانستوسط آزمون
  ).3و شکل  4داري وجود دارد (جدول اختلاف معنی

  
  .Fهاي نرمال سرخدار با استفاده از آزمون و گیاهچه جنین زنیجوانهآنالیز واریانس درصد  -4ول جد

Table 4. ANOVA analysis of embryo germination percentage and normal plantlet of Taxus baccata 
by F test. 

منابع 
 تغیرات
S. O.V  

درجه 
 آزادي
Df  

 MS  F میانگین مربعات 
 زنی (درصد)جوانه

Germination (%)  
 هاي نرمال (درصد)گیاهچه

Normal plantlet (%) 
 زنی (درصد)جوانه

Germination (%)  
 هاي نرمال (درصد)گیاهچه

Normal plantlet (%) 
A  1 836.67 4310.4 177.64** 1757.5** 

B  1 206.67 3536.7 43.88** 1442.1** 

A*B 1 105E-11 2622.3 2.22E-12 1069.2** 

     Error  8 4.71 2.45 خطا
       Total  11  کل

A= Seed ripeness  ،)رسیدگی بذر( B= Concentration ) غلظت( دار در سطح یک درصد** وجود اختلاف معنی  
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  .سرخدار توسط آزمون دانکن هايربذ زنیدرصد جوانه اثر محیط کشت بر -3شکل 

Figure 3. Effect of medium on germination percentage in Taxus baccata seeds using Duncan test. 
 

ن دروکشت جنین عبارت از جدا نمودن و رشد یک جنین نارس یا رسیده استریل در شرایط   
هدف جلوگیري از سقط جنین است. این پدیده  اساساً. در کشت جنین نابالغ، )2باشد (می ايشیشه

هاي دور آندوسپرم در تلاقیدلیل ناسازگاري ژنتیکی بین جنین درحال رشد و  ممکن است به
دلیل قطع  دار بههاي هستهجنسی) و یا خودگشنی اجباري اتفاق افتد و یا در میوهاي و بینگونه (بین

). 14زنی است (در کشت جنین بالغ، هدف رفع موانع جوانه .ارتباط جنین با سیستم آوندي بوجود آید
روز شروع به  10 بعد ازها ، جنینسرخدار استفاده شدس و رسیده هاي نارکه از جنین پژوهشدر این 

زنی بذور در تیمارهاي مختلف مورد بررسی توسط ند. مقایسه آماري درصد جوانهزنی کردجوانه
دهد که کلیه تیمارها از نظر آماري در سطح یک درصد نشان می هاي آنالیز واریانس و دانکنآزمون

(بذور رسیده،  1که تیمار  طوري ه. ب)3و شکل  4(جدول  باشندیداري با یکدیگر مداراي اختلاف معنی
 2گرم در لیتر و زغال فعال  1گرم در لیتر، مخمر میلی 100اسید اسکوربیک و کازئین هیدرولیزات 

(بذور نارس، اسید اسکوربیک و  4) و تیمار درصد 75زنی (رین درصد جوانهت) داراي بیشدرصد
) داراي کمترین درصد 2گرم در لیتر و زغال فعال  5/0گرم در لیتر، مخمر میلی 50کازئین هیدرولیزات 

) 1996)، چانگ و یانگ (1994نتیجه این پژوهش با نتایج چی ( .)3(شکل  باشد) میدرصد 50مقدار (
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ست ا  )، این در حالی20و  19، 4باشد (زنی بیشتر بذور رسیده همسو می) مبنی جوانه2007و مارسین (
). 26کند (می پیشنهاداي زنی در شرایط درون شیشههاي نارس را براي جوانه) جنین2014که سونگ (

نکته  هاي مورد استفاده باشد.شاید یکی از دلایل این اختلاف نوع گونه و یا محیط کشت و مکلمل
 جنین) 2006وش و همکاران () و نیک2005نظیر نراقی ( پژوهشگرانیکه طبق نتایج  قابل توجه این

روز  10زمان مذکور به حدود  پژوهشاند ولی در این هفته زمان نیاز داشته 4زنی حداقل به براي جوانه
مدت نه ماه  به 1هاي ماسه مرطوب و دماي پائینداري بذور در لایهنگه رسدنظر می بهتقلیل یافت. 

آوري ز درخت جمعباعث حصول این نتیجه شده است. جنین بالغ بذور رسیده سرخدار که بلافاصله ا
اندازه جنین رسیده  پژوهشی) نیز در 2007مارسین ( ).1(شکل  متر طول دارداند حدود یک میلیشده

 2سرد به حدود  گذاريلایه. این اندازه پس از نه ماه )19( متر ذکر نموده استسرخدار را یک میلی
هاي مذکور است. در واقع فرایند دهنده رشد و تکامل بیشتر جنینمتر رسیده است که نشانمیلی
کنند. شده است که از رشد جنین جلوگیري می 2ايبین رفتن مواد بازدارندهاز سرد باعث  گذاري لایه

 خوابقابل ذکر است در هیچ یک از منابع مورد بررسی در این مطالعه از روش مذکور براي رفع 
  .استفاده نشده است T. baccataفیزیولوژیکی بذور 

هاي بالغ که اتوتروف هستند به هاي بسیار کوچک و نابالغ هتروتروفیک بوده و نسب به جنینجنین  
مصرف، پرمصرف و . با این وجود هر دو گروه به عناصر کم)27تري نیاز دارند (محیط کشت پیچیده

زمانی که جنین از  بنابراینباشد طور معمول منبع تغذیه جنین آندوسپرم می . بههستندقندها نیازمند 
به . )24شود باید در محیطی قرار گیرد که به شرایط طبیعی بسیار نزدیک باشد (آندوسپرم جدا می

کشت توسط ترکیباتی نظیر کازئین هیدرولیزات، پپتون، تریپتون، عصاره مخمر،  منظور محیط همین
در این  ).27شود (نی میزغال فعال، اسید اسکوربیک، بیوتین، شیر نارگیل، آب پرتقال و غیره غ

سکوربیک، کازئین هیدرولیزات و مخمر غنی اتوسط زغال فعال، اسید  MSمحیط کشت  پژوهش
را نیز هاي نرمال زنی، بیشترین درصد نهالگردید، که تیمار اول ضمن داشتن بیشترین درصد جوانه

هاي اسید اسکوربیک و و مکملهاي بالغ ). نتیجه این تیمار که شامل جنین5و  4، 3(اشکال  تولید کرد
 ،بوده است درصد 2گرم در لیتر و زغال فعال میلی 1گرم در لیتر، مخمر میلی 100کازئین هیدرولیزات 

) با تاکید بر تاثیر مثبت کازئین هیدرولیزات، اسید اسکوربیک، عصاره مخمر و 2005با نتایج نراقی (
                                                             
1- Cold stratification 
2- Inhibitors 
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) 2011نتایج حسینی تفرشی و همکاران ( ،)22( هاي بالغ سرخدارزغال فعال در رویش بهتر جنین
) و داورپناه و 15هاي سرخدار (زنی بهتر جنینثیر مثبت آب روان و زغال فعال در جوانهأی بر تمبن

) همسو بوده و 6هاي سرخدار (زنی جنینزغال فعال در جوانه مؤثر) مبنی بر نقش 2014همکاران (
  .باشدمی نتایج پژوهش حاضرتائیدي بر 

هاي آنالیز واریانس و دانکن با رویش طبیعی و نرمال توسط آزمون ها گیاهچهنتایج مقایسه میانگین   
هر ). 4و شکل  4داري وجود دارد (جدول تیمارهاي مورد بررسی اختلاف معنیکه بین  دهندنشان می

ها در جنینزنی در هر یک از تیمارهاي مورد بررسی قابل توجه بوده، ولی رویش چند درصد جوانه
اول (بذور رسیده، اسید اسکوربیک و  که در تیمار طوريه است. ب نبودههمه تیمارها به صورت نرمال 

بیشترین )، درصد 2گرم در لیتر و زغال فعال  1گرم در لیتر، مخمر میلی 100کازئین هیدرولیزات 
، 43/21چهارم به ترتیب . تیمارهاي دوم، سوم و )5(شکل  شد ها با رویش نرمال مشاهدهدرصد جنین

که در وضعیت غیرنرمال، قابل ذکر است . )4(شکل  نداههاي نرمال تولید کردنهال درصد 66/16و  25
 ).6ل شکند (درآمدشکل اي از کالوس بیها به صورت تودهجنین

  

 
 .نرمال سرخدار در تیمارهاي مختلف توسط آزمون دانکن هايگیاهچهمقایسه میانگین درصد  -4شکل 

Figure 4. Comparison between mean of Taxus baccata normal Plantlet in different treatments using 
Duncan test. 
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 .1نرمال و در حال رشد سرخدار در تیمار  هايگیاهچه -5شکل 

Figure 5. Normal and growing plantlet of Taxus baccata in treatment 1. 
 

  
 .غیرنرمال جنین سرخدار در تیمارهاي دوم (چپ)، سوم (وسط) و چهارم (راست)رشد  -6شکل 

Figure 6. Abnormal growth of Taxus baccata embryo in treatments 2 (left), 3 (Center) and 4 (right). 
 

باعث رشد قابل  1هاي رشد در تیمار رسد رسیدگی بیشتر بذور و غلظت بالاتر مکملنظر می به  
که عوامل متعددي نظیر ژنوتیپ،  این شده است. ضمنها  آننرمال دار و رویش هاي سرخملاحظه جنین

مرحله نمو جنین در هنگام جداسازي، شرایط رشد درختان مادري، ترکیب محیط کشت، اکسیژن، نور 
  ).2و  9باشند (ثیرگذار در رشد جنین میأو درجه حرارت از جمله عوامل ت
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  گیري کلینتیجه
که توسط  MSهاي بالغ و محیط کشت جنینتوان استنباط کرد که پروتوکل با توجه به نتایج، می  

گرم در لیتر و میلی 1گرم در لیتر، مخمر میلی 100هاي اسید اسکوربیک و کازئین هیدرولیزات مکمل
هاي سرخدار در زمانی گیاهچهروشی مناسب براي رسیدن به غنی شده است،  درصد 2زغال فعال 

  کوتاه خواهد بود. نسبتاً
  

  سپاسگزاري
ها خانمو  ، دکتر صادق پورمراديجناب آقاي دکتر مجتبی رنجبروسیله از زحمات بیدریغ بدین  

  گردد.تشکر و قدردانی می پژوهشزاده و ستاره حبیبی در مراحل مختلف این مهندس مرضیه ولی
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Abstract 1 
Background and objectives: Taxus baccata L. is one of the rare native coniferous 
species of Iran which its distribution is from Astara to Ali Abad Katoul (Golestan 
province) and Arasbaran forests. This species is highly valuable for preservation of 
genetic resources, medicinal uses and etc. At present, it is an endangered species 
for long seed dormancy, slow growth, illegal utilization and other disturbance 
factors. In order to conservation of present sites and their extension, production of 
yew seedlings by embryo culture under in vitro conditions was considered. 
Materials and methods: Seeds after collection from the natural site in Afra 
Takhteh region, divided into 2 mature and immature groups. Then seeds stratified 
in sand layers and low temperature for 9 months. Seeds were soaked for 48 hours 
in running tap water and then disinfected. In order to sterilization of seeds, 7 
treatments were considered. In this study, the embryo of sterilized seeds split  from 
endosperm and was cultured in Murashige and Skoog (MS) medium that it was 
enriched with ascorbic acid (50, 100 mg L-1), casein hydrolysate (50, 100 mg L-1), 
yeast extraction (0.5, 1 g L-1) and activated charcoal (2%). For slow growth of yew 
seedlings, providing of nutrients and medium, all the grown embryos were sub 
cultured biweekly. Data were analyzed with one and two ways ANOVA and 
Duncan tests. 
Results: The results show that the best method for seed sterilization was H2O2 10% 
(for 15 min), and ethanol 70% (for 1 min) that any infection was observed. Other 
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results show that the embryos started to regeneration about 10 days. The maximum 
of regeneration and normal seedlings was belonged to treatment 1 that it was 
consisted of mature seed, ascorbic acid and casein hydrolysate (100 mg L-1), yeast 
extraction (1 g L-1) and activated charcoal (2%). 
Conclusion: MS medium containing 100 mg L-1 ascorbic acid and casein 
hydrolysate, 1 g L-1 yeast extraction and 2% activated charcoal, that the embryo of 
mature seeds had suitable regeneration, is suggested as suitable protocol for 
production of Taxus baccata L. seedlings. 
 
Keywords: Taxus baccata L., Embryo, In vitro culture, Cold stratification 
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