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 چکیده
به ( .Cupressus sempervirens var. horizontalis Millابرکوه ) کهنسالژنتيکي و تکثير سرو  منظور حفظ ذخيرهبهپژوهش این     

، تغييریافتهWPM  (Woody Plant medium)،  WPMشاملهای کشت مختلف محيطتأثير  تحقيق،در این . شدروش کشت بافت انجام 
LS ،SH  وQL همراه با تنظيم( کننده بنزیل آدنينBA در مقادیر مختلف )1، 0گرم بر ليتر در مرحله استقرار و ميلي 1و  01/0، 0 ،

برون  درون و کشتدو روش  بازایي، ریشه. ندبررسي شد گياهاین  ایشيشه کشت درگرم بر ليتر در مرحله پرآوری ميلي 5و  2، 5/1
پس از تيمار  استفاده شد. 3:1و  2:1، 1:1ترکيب کوکوپيت و پرلایت با سه نسبت  از ایبرون شيشه کشتدر شد.  مطالعهای شيشه

 بسترها کشتدرون  (ترگرم بر ليميلي 4000و  1000 ،2000 ،3000) IBAغلظت  چهار اصل از کشت بافت باحی هاگياهچهانتهای 
-ميلي 5و  IBA (1 ،2 مختلف حاوی مقادیر WPMمحيط کشت در منظور توليد ریشه بهها ریزنمونه ،ایدرون شيشه کشتدر  .شدند

محيط  ها درریزنمونهبيشترین رشد طولي در هر دو مرحله استقرار و پرآوری،  آمدهدست. طبق نتایج بهگردیدندکشت  (گرم بر ليتر
 WPMو  WPMهای که با محيط دست آمدبه LSوری، بيشترین تعداد شاخه در محيط کشت . در مرحله پرآحاصل شد WPMکشت 

 کهطوریبه داری افزایش یافت.طور معني، تعداد و طول شاخساره بهBAبا افزایش غلظت . نشان ندادداری اختلاف معنيتغيير یافته 
های کشت شده در ریزنمونهتنها زایي ریشه .حاصل شد BAر ليتر دگرم ميلي 2و  5 غلظت درترتيب بهشاخه و طول  بيشترین تعداد

 .انجام گردید IBAر ليتر دگرم ميلي 5 حاوی WPMمحيط کشت در 
 

  زایيهای رشد گياهي، پرآوری، کشت بافت، ریزنمونه، ریشهکنندهتنظيم کليدی: هایهواژ

 

 مقدمه
 Cupressus sempervirensسرو ابرکوه با نام علمي      

. horizontalisvar های جنس یکي از گونهCupressus  از
چهار باشد که حدود ( ميCupressaceaeخانواده سروها )

باشد ترین درختان جهان ميساله بوده و از قدیمي هزار
(2016., et alIrannejad Parizi .)  طيدرختان کهنسال 

زیستي حيطهای مزندگي طولاني خود در برابر انواع تنش
شناسایي، حفظ و تکثير این  روازاین اند.پایداری نشان داده
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درختان کهنسال این مرزوبوم در زمره مهمترین ذخایر 
ه همين دليل مطالعبه شوند.ژنتيکي گياهي کشور محسوب مي

و حفظ آنها ازجمله مهمترین وظایف محققان امر منابع 
 et alKhoshnevis ,.)باشدميزیست کشور طبيعي و محيط

2017.) 
برگان به دو روش جنسي و غيرجنسي سوزني تکثير

های سنتي بذر و برگان از طریق روشاست. ازدیاد سوزني
های فراوان و حتي گاهي غيرممکن قلمه دارای محدودیت

برای  يجایگزین مناسب های نوین کشت بافت،روش است.
 Newton,  &Tang) رسدنظر ميازدیاد این گياهان به

 درخت این تکثير برای روش بهترین ریزازدیادی .(2007
 محدودتر فضایي در اندک، گياهي مواد از استفاده با که است

 و اصل به شبيه گياه زیادی تعداد ،ترکوتاه مدت زمان در و
 ,Tang & Newton) دینمايم ایجاد تفرقي گونهچيه بدون

عنوان یکي از بهبا توجه به اهميت سرو ابرکوه  (.2007
و لزوم توليد نتاج مشابه ترین موجودات زنده دنيا کهنسال

کشت بافت بهترین راه ازدیاد تکنيك پایه مادری، استفاده از 
ترین مهمیکي از عنوان این درخت به این گياه ارزشمند است.

ي مانند روند تکاملي فذخایر ژنتيکي کشور از ابعاد مختل
ت اقليمي و بيوشـيميایي لاگياهان و همچنين تحو

 et Khoshnevis)باشد ميزیست خود قابل بررسي محيط

2017., al.)  توليد  برایتکثير این گياه از طریق کشت بافت
 (. ,2007Giovanelli & Carloباشد )مي انبوه بسيار کارا

 ،ریزازدیادی درختان بالغ از اهميت خاصي برخوردار است
. نمایدميهای برتر را فراهم زیرا امکان تکثير ژنوتيپ

سختي به ریزازدیادی پاسخ مثبت نشان مخروطيان به
طور کلي بر سر راه تکنولوژی کشت دهند و این مشکل بهمي

 Ievinsh,  &Andersoneهای چوبي وجود دارد )بافت گونه

برگان برای اولين بار توسط ریزازدیادی سوزني .(2002
Sommer های کاج با کشت جنين (1975) و همکاران

 (. ,1955Chee( انجام شد )palustris Pinusپالستریس )
تکثير برای تواند جایگزین مناسبي کشت بافت مي

 سخت و مقاوم(بذرهای ) های گياهي ریکالسيترنتگونه
ریزازدیادی  نقش مهمي در موفقيت پایه محيط کشت باشد.

با استفاده از  Juniperus phoeniceaریزازدیادی  دارد.
بدون  Skoog (1962) (MS)و  Murashige محيط کشت

 ایقهوهو زرد ، کارا نبود و منجر به های رشدکنندهتنظيم
 OM (Oliveکه محيط کشت در حالي ها شد.ریزنمونهشدن 

Medium) (1984Rugini, ) هاسيتوکنين تنهایي یا حاویبه 
تا  1/0، (کينتين) Kinetin گرم در ليترميلي 5/0تا  2/0)
 BA (Benzyl Adenine-6) ،5/0 گرم در ليترميلي 2/0

 5/0و اکسين ) (TDZ (Thidiazuron) گرم در ليترميلي
( NAA (Naphthalene Acetic Acid-α) گرم در ليترميلي

های موجب تحریك تمایز جوانه و نمو شاخه MSبر خلاف 
 et Ramamneh -; Al2007., et alLoureiro) جدید شد

2012, al.). های کشت درصد از شاخساره 40در تحقيقي
زماني که در معرض   phoeniceaJuniperusای درون شيشه

به مدت پنج دقيقه قرار گرفتند و  IBAگرم در ليتر ميلي 5/0
های رشد گياهي کنندهبدون تنظيم OMبه محيط کشت بعد 

 .) et alLoureiro ,.2007( دار شدندانتقال یافتند، ریشه
 Ramamneh-Al اثر انواع محيط  (2017)همکاران  و
، همچنين انواع  ½MSو  OM ،OM½  ،MSهای کشت
 Juniperusهای رشد را در ریزازدیادی گياه کنندهتنظيم

phoenicea ط کشت بررسي کردند. در محيOM  حاوی
تيدیودوبنزویك اسيد -5، 3، 2گرم در ليتر ميلي 1/0
(tidiodobenzoic acid-2,3,5 یا دامينوزید )
(Daminozideبيشترین تعداد شاخه ) های جانبي حاصل

 هایمحيط کشت( 2015) همکاران و roTaghipo شد.
WPM (Woody Plant medium )و TE (-Thayer

Martin medium صفات برای محيط کشت بهترین( را 
 (Araucaria excelsa) مطبق کاج شده در باززایي بررسي

 معرفي کردند.
 Cupressus)های درخت سرو القای جوانه

sempervirens )کشت  در محيطSH Schenk & (

)1972Hildebrandt,   ميکرومولار 5حاوی BA  1/0و 
 Capuana and) انجام شدبا موفقيت  NAA مولارميلي

2015Giannini, )های . همچنين سن درختاني که ریزنمونه
آوری شده بود به شدت در سرعت تکثير و اوليه از آنها جمع
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بود. ثر ؤمها دهي نمونهپرآوری و موفقيت در رشد و ریشه
Behjat sasan های ( با بررسي محيط2014) و همکاران
در تکثير   ½WPMو  MS ،MS½  ،WPMکشت مختلف 

 WPM، تنها محيط کشت Taxus baccataای درون شيشه
زایي مناسب معرفي ریشهبرای های رشد را کنندهبدون تنظيم

 کردند.
Emam (2003)  زایي درخت نوش شاخهبرایThuja 

orientalis  از سه محيط کشتMS ،DKW  وSH  با
گرم در ميلي 01/0همراه به ip2و  BAهای مختلف غلظت

حاوی  DKWدر نهایت محيط کشت  استفاده کرد. IBAليتر 
، IBAگرم در ليتر ميلي 01/0و  ip2گرم در ليتر ميلي 5/0

 درصد( را نشان داد. 83زایي )بيشترین مقدار شاخه
ابرکوه از لحاظ  دليل اهميت گياه سرو چهار هزار سالهبه

های محيطي، پایداری آن طي قرون و مقاومت به تنش
ترین موجودات ن یکي از مسنعنوامنحصر به فرد بودن آن به

پلاسم این منظور تکثير و حفظ ژرمپژوهش بهاین دنيا،  زنده
با توجه به اینکه تاکنون تحقيقي در  .انجام شدگونه ارزشمند 

انجام نشده این گياه ارزشمند  ایتکثير درون شيشه زمينه
و  محيط کشتع انوا با بررسي پژوهشاین در  است،

در سعي شد تا  ،BAکننده رشد تنظيمهای مختلف غلظت
ای این کشت درون شيشهبرای دستورالعمل مناسبي نهایت 
در اختيار محققان و علاقمندان به  ژنتيکي مهم گنجينه

در معرض خطر  گياهي گونهاین ریزازدیادی و حفاظت از 
 . قرار گيرد

 

 هامواد و روش
 بـا اخـذ مجـوز از سـازمان ضدعفوني: گيری ونمونه    

هـا از تـك ریزنمونـه زیست اسـتان یـزد،ت محيطحفاظ
. گرفتـه شـد در فصل تابستان درخت سرو کهنسال ابرکوه

درخت در بخش جنوبي شهرستان ابرکوه با مختصات این 
 46درجه و  30دقيقه شرقي و  58درجه و  52جغرافيایي 

. ارتفاع کنوني استگرفته  قرار دقيقه شمالي در استان یزد
متر، ارتفاع ناحيه فعلي تشکيل تاج  25د این درخت حدو
متر، قطر تنـه  62/9متر، محيط یقه  10/2از سطح زمين 

متر و سطح تاج  50/18متر، قطر متوسط تاج  14/3برابر 
 Irannejadباشــد )مترمربــع مي 210پوشــش آن برابــر 

2016., et alParizi .) هـای جوانـه های گيـاهي ازنمونه
 در بعـددرخت گرفته شـد و  پایينيهای سرشاخه جانبي
گروه  کشت بافتایشگاه به آزم گرادسانتي درجه 4دمای 

ها به شاخه .ندمنتقل گردید علوم باغباني دانشگاه اردکان
 5/1هایي به طول نه، ریزنموشدهضدعفوني وسيله اسکالپل

دقيقه  سهمدت ابتدا بهها ریزنمونهمتر تهيه شد. سانتي 2تا 
طـي  ضـدعفونيوشو شدند. شستشهری کشي با آب لوله
 05/0 بـا محلـولهـا ابتدا ریزنمونه .انجام شدسه مرحله 

، سـپس شدهدقيقه شسته  سهمدت به درصد اسيدسيتریك
ــول در  ــوه و  2/0محل ــد جي ــد کلری ــد  05/0درص درص

در وشـو و دقيقـه شست چهارمدت زمان اسيدسيتریك به
اسيدسـيتریك درصـد  05/0محلـول سه مرتبه بـا  نهایت

 کشي شدند. آب
بررسي اثـر نـوع محـيط  منظوربه و پرآوری: استقرار

 های کشـتمحيط ها،مونهریزناستقرار و پرآوری کشت بر 
WPM (1981, oydLi &McCown )  وModified 

WPM  (WPM  )در مرحله استقرار و محيطتغيير یافته-

 WPM ،Modified WPM ، LS ( &linsmaierهـای 

1965, Skoog) ، )1977 ,Lepoivre &irin o(Qu QL 
ــه  tdHildebran &(Schenk  SH ,1972(و در مرحل

هـا که طول ریزنمونـهزماني رسي شدند.پرآوری تهيه و بر
متر افزایش یافت، بـه مرحلـه پـرآوری حداقل سه سانتي

تغييـر  در محـيط کشـتلازم به ذکر است که  وارد شدند.
ميزان نيترات آمونيوم و تيامين دو برابر شد  ،WPMیافته 

مواد مورد استفاده در ساخت محيط کشت، هماننـد  بقيهو 
، کشـت طيمحـپس از تهيه  .پایه بود WPM کشت محيط

 30گرم در ليتر دیفکو باکتو آگار )ساخت مـرک( و  5/7
در مرحله اسـتقرار گرم در ليتر ساکارز به آن افزوده شد. 

گرم بر ليتـر و ميلي 1و  1/0فر، ص شامل BAسه غلظت 
 5و  2، 5/1، 1صــفر،  پــنج غلظــتدر مرحلــه پــرآوری 

سپس  های کشت اضافه شد.به محيط BAگرم بر ليتر ميلي
pH  دقيقـه در  15مدت تنظيم و به 7/5محيط کشت روی
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 5/1و فشـار  گراديسـانتدرجـه  121اتوکلاو بـا دمـای 
های ز شيشـهها ااتمسفر استریل شد. بـرای کشـت نمونـه

 استفاده متريسانت 6متر و قطر سانتي 10مربایي به ارتفاع 
 .داده شدو درون هر شيشه سه عدد ریزنمونه قرار گردید 

شرایط شدت در درون اتاقك رشد  هانمونهاز کشت  پس
 8ساعت روشـنایي و  16لوکس در  2500تا  2000نور 

ر و د 18ساعت تاریکي و درجه حرارت در دوره تاریکي 
ی دارنگــه گراديسـانتدرجــه  26تـا  25دوره روشـنایي 

ها رشد کرده و چندین شاخه جدید وقتي ریزنمونه شدند.
 زایي انتقال یافتند.ایجاد نمودند، به مرحله ریشه

 1-3با طول حـدود  هایيریزنمونه زایي:مرحله ریشه
 شاخه فرعي توليد کرده بودنـد 4-5که حداقل  مترسانتي

روش  بـه دو زایـيریشـه زایـي شـدند.ریشهوارد مرحله 
کشـت بـرون بـرای . شـدای بررسـي درون و برون شيشه

های مختلف با نسبتيت کوکوپيت و پرلمخلوط  ،ایشيشه
بسـترهای  مخلـوط در نظر گرفتـه شـد. 1:3و  1:2، 1:1

د و پس دقيقه استریل شدن 20مدت درون اتوکلاو به کشت
در و پرآوری شده  کردههای رشد ریزنمونه از خنك شدن،

قبـل از کشـت  شـد. کشتا هدر آنای درون شيشهشرایط 
 های مختلـفمدت زمانها بهها، انتهای ریزنمونهریزنمونه

هـای با غلظت IBAدقيقه درون محلول  10و  8، 6، 4، 2
ــف  ــي 4000و  3000، 2000، 0010مختل ــيپ ــرار پ ام ق

 MWPمحيط کشـت  ای،کشت درون شيشهبرای . ندگرفت
، IBAگـرم در ليتـر ميلي 5 و 2، 1مقادیر مختلف  حاوی

. شدبررسي گرم بر ليتر آگار  7گرم بر ليتر ساکارز و  30
 5/1دقيقـه درون اتـوکلاو بـا فشـار  20مدت به هامحيط

 .گـراد اسـتریل شـدنددرجه سـانتي 121و دمای  اتمسفر
بـه  بعـدمدت یك هفته در تـاریکي و ها ابتدا بهمونهریزن

 .منتقـل شـدند اتاقك رشد با شرایط ذکـر شـده در بـالا

 ها هر چهار هفته یکبار کشت شدند.نمونه
-بـه هـاآزمایش ها:داده وتحليلتجزیه آماری و طرح

تصادفي  فاکتوریل و در قالب طرح کاملاًآزمایش صورت 
ت پـس از صـفااز بـرداری . دادهانجـام شـدتکـرار  نهبا 
در پایـان  .گردیـدهفته در هر مرحله انجام  هشتشت گذ

درصـد (، 4تـا  1دهـي )نمـره درجه سـبزینگيآزمایش، 
تعداد شاخه جدیـد و ميـزان رشـد طـولي  ای شدن،قهوه

 4 تا صفر نيب ينگیسبز زانيم گيری شد.متر( اندازه)ميلي
 کامـل ينکروزگ و يخشک انگرینما صفر که شددهي نمره
 بـود هـابـرگ يشـاداب و سبز رنگ انگرینما 4 و هابرگ

(2013., et alGhamari Zare .) هـا بـا اسـتفاده از داده
برای بررسـي و  وتحليل شدند. تجزیه  20SPSSافزار نرم

ها، تيمارهـا دار بين ميانگين دادهتعيين وجود تفاوت معني
درصد مورد بررسـي  95با سطح اطمينان  LSDبا آزمون 

 قرار گرفتند.
 

 نتایج
اثـر نـوع  نتایج جدول تجزیه واریـانس :مرحله استقرار   

در  کـه دادنشـان  BA های مختلـفغلظتو  محيط کشت
ای شـدن شت بر ميـزان قهـوهاثر محيط ک مرحله استقرار

طـول  ميزانو بر  احتمال پنج درصددر سطح ها ریزنمونه
بـود دار معنـي احتمـال یـك درصـددر سـطح  سارهاخش

ر و نيز اث BA کننده رشدتنظيمر اثکه در حالي .(1)جدول 
مـورد  صـفاتاز  یـكهيچبر  BAو  کشت محيطمتقابل 

 .(1 )جدول دار نبودبررسي معني

مقایسه ميانگين نشـان داد کـه بيشـترین ميـزان نتایج 
 ای شـدنقهـوه متـر( و ميـزانميلي 6/5طول شاخساره )

محـيط ها در مرحله استقرار، در ریزنمونه (درصد 93/3)
 (.الف و ب 1شکل)حاصل شد  WPMکشت 
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ای شدن، تعداد متقابل آنها بر درجه سبزینگي، ميزان قهوه هایاثرو  BAهای مختلف تجزیه واریانس اثر نوع محيط کشت، غلظت -1 جدول
 های سرو ابرکوه در مرحله استقرارشاخه جدید و رشد طولي ریزنمونه

  MSميانگين مربعات آزادی درجه تغييراتمنابع 

 سارهطول شاخ تعداد شاخه جدید ای شدنميزان قهوه شادابي  

 **0/13ns 7/5* 0/83ns 13/33 1 محيط کشت

 BA 2 0/23ns 2/03ns 0/83ns 1/23ns غلظت

 BA 2 0/03ns 0/7ns 0/43ns 0/03ns*  محيط کشت

 0/66 0/58 1/33 0/11 24 خطا

 CV  - 59/8 12/19 25/53 47/16ضریب تغييرات

 باشد.دار ميعدم اختلاف معني: nsو  05/0 و 01/0دار در سطح ترتيب بيانگر اختلاف معنيبه *و  **
 
 

 

 
  استقراردر مرحله  های سرو ابرکوهریزنمونهای شدن ميزان قهوه الف( طول شاخساره و ب( بر مقایسه ميانگين اثر محيط کشت -1شکل 

 

نوع محيط نتایج جدول تجزیه واریانس  :مرحله پرآوری
که در مرحله  دادنشان  BAهای مختلف غلظتو  کشت

احتمال ه در سطح ساراثر محيط کشت بر طول شاخ پرآوری
پنج درصد احتمال در سطح  سارهیك درصد و بر تعداد شاخ

بر هر سه  BAکننده رشد اثر تنظيم .(2بود )جدول دار معني
 ه در سطحسارتعداد و طول شاخ ،درجه سبزینگيمشخصه 

محيط  . اثر متقابل(2بود )جدول دار یك درصد معني احتمال
ه در سطح احتمال یك ساربر طول شاخ BAکشت و سطوح 

 (. 2 )جدول بوددار درصد معني
رشد طولي مقایسه ميانگين اثر محيط کشت بر  بررسي

 84/5) که بيشترین رشد طولي شاخه نشان داد اخسارهش
، (الف2)شکل دست آمدبه WPMدر محيط کشت  متر(ميلي

در محيط  عدد( 4/2) بيشترین تعداد شاخه جدیدهمچنين 
و تغيير یافته  WPMکه با محيط کشت  حاصل شد LSکشت 

WPM شکل را نشان ندادداری از نظر آماری اختلاف معني( 
  .(ب2
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متقابل آنها بر درجه سبزینگي، تعداد شاخه جدید و رشد های اثرو  BAهای مختلف تجزیه واریانس اثر نوع محيط کشت، غلظت -2 جدول
 های سرو ابرکوه در مرحله پرآوریطولي ریزنمونه

   MSميانگين مربعات  درجه آزادی منابع تغييرات

  شاخساره طول تعداد شاخه جدید سبزینگيدرجه   

 ns22/0 *33/3 **12/14 4 محيط کشت
 BA 4 **82/1 **25/4 **52/22کننده رشد تنظيم 

 BA 16 ns16/0 ns43/0 **61/1*  محيط کشت 

 7/0 008/1 22/0 100 خطا

 CV  - 88/12 16/52 18/18ضریب تغييرات
 باشد.دار ميعدم اختلاف معني: nsو  05/0 و 01/0در سطح دار ترتيب بيانگر اختلاف معنيبه *و  **

 

    
در محيط درون  های سرو ابرکوهریزنمونهساره شاخ تعداد( بو ) يطولرشد ( الف)بر  در مرحله پرآوری مقایسه ميانگين اثر محيط کشت -2 شکل
 (ندارند. یدارداری پنج درصد آزمون دانکن با هم اختلاف معنيدر سطح معنيباشند که دارای حداقل یك حرف مشترک مي هایيستون)  ایشيشه

 
تعداد  ،BAبر اساس نتایج حاصل، با افزایش غلظت 

بيشترین تعداد شاخه که طوریشاخساره افزایش یافت، به
گرم ميلي 5در در محيط کشت حاوی  عدد( 48/2) جدید

و سایر سطوح با یکدیگر تفاوت  دست آمدبه BAبر ليتر 
طور با همين .الف(-3)شکلداری نشان ندادند معني

گرم ميلي 2، طول شاخساره تا غلظت BAافزایش غلظت 
که طوریداری افزایش یافت، بهطور معنيبر ليتر به

در  متر(ميلي 92/5) هاهساربيشترین رشد طولي شاخ
حاصل شد  BAگرم بر ليتر ميلي 2های دارای محيط
 درجه ،BAغلظت  شیبا افزا کهيحال در .(ب-3)شکل

 درجه نیشتري. بافتی کاهش یداريمعن طوربه ينگیسبز
 یحاو یهاکشت طي( در مح84/3ها )زنمونهیر ينگیسبز

شد  مشاهده BA تريگرم بر ليليم 5/1و  1صفر، 
 ج(.-3)شکل
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های ریزنمونه درجه سبزینگي( جو ) سارهشاخ رشد طولي( ب، )تعداد( الف)بر در مرحله پرآوری  BAمقایسه ميانگين اثر غلظت  -3 شکل
 ایدر محيط درون شيشه سرو ابرکوه

 ندارند. یداربا هم اختلاف معنيداری پنج درصد آزمون دانکن باشند در سطح معنيکه دارای حداقل یك حرف مشترک مي هایيستون 
 

های متقابل غلظت اتاثرهای در بررسي مقایسه ميانگين
، نتایج نشان و محيط کشت در مرحله پرآوری BAمختلف 
محيط  در متر(ميلي 60/6) شترین ميزان رشد طوليداد که بي
شده حاصل  BAگرم بر ليتر ميلي 2 حاوی WPMکشت 

 2های کشت در غلظت در همه محيط (.4شکل) است

داری نسبت به طور معنيرشد طولي به BAگرم در ليتر ميلي
همچنين  (.4های مورد بررسي بالاتر بود )شکل سایر غلظت

 SHو  WPMهای کشت های کشت شده در محيطریزنمونه
نشان را نيز رشد طولي زیادی  BAگرم در ليتر  5/1حاوی 
 (.4)شکل دادند 

 

 
های سرو ابرکوه در محيط و محيط کشت در مرحله پرآوری بر ميزان رشد طولي ریزنمونه BAهای مختلف مقایسه ميانگين اثر متقابل غلظت -4شکل 

  ایدرون شيشه
 ندارند. یداردرصد آزمون دانکن با هم اختلاف معنيداری پنج باشند در سطح معنيکه دارای حداقل یك حرف مشترک مي هایيستون
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ر ليتر دگرم ميلي 1 حاوی WPMها در محيط کشت ریزنمونهاستقرار  (الف :ای سرو کهنسال ابرکوهمراحل کشت درون شيشه -5 شکل
BA، ها در محيط کشت استقرار ( واکشت ریزنمونهبWPM ر ليتر دگرم ميلي 1 حاویBA، ها در محيط کشت ریزنمونهپرآوری ( ج

WPM ر ليتر دگرم ميلي 2 حاویBA، ها در محيط کشت ( واکشت ریزنمونهدWPM ر ليتر دگرم ميلي 5 حاویBA ها ریزنمونه انتقال( ه و
 و القای ریشه زایي ریشه برای IBAگرم بر ليتر ميلي 5 حاوی WPMمحيط کشت  به

 

تيمارهای برون شيشه  ها،زایي ریزنمونهرابطه با ریشه در
 ای،درون شيشهاز بين تيمارهای زایي موفق نبودند. در ریشه

در محيط کشت های کشت شده ریزنمونهزایي در ریشه
WPM  گرم بر ليتر ميلي 5حاویIBA شد )شکل  مشاهده

 .(ه-5
 

 بحث 
پژوهش این های کشت مورد بررسي در ميان محيطدر     

 WPM کشت محيط در هابيشترین رشد طولي ریزنمونه
ان رشد در ميز WPMعلت برتری محيط کشت شد.  حاصل

را شاید بتوان در های کشت ها نسبت به سایر محيطریزنمونه
های ماکرو )پرمصرف( محيط کشت تر نمكغلظت پایين

WPM  در واقعوجو نمود. جست هاسایر محيطنسبت به 
علت ها در محيط کشت کمتر باشد، بههرچه غلظت نمك

کاهش فشار اسمزی محيط کشت، امکان جذب آب و مواد 
ترتيب حفظ غذایي بيشتری برای ریزنمونه فراهم و بدین

شود و از این طریق به حالت شادابي ریزنمونه ممکن مي
 Asrar (. et al.Mihaljevic ,2002کند )مي رشد آنها کمك

iZaid  نيز با بررسي انواع محيط کشت ( 2012) رانهمکاو
 90) سکالوء لقاا بيشترین ،کوهيو سر ریزازدیادیبرای 

م در با غلظت نيم ميليگر WPMمحيط کشت را در  درصد(

 BAP گرم در ليترميلي 5/0 ترکيب بادر  D-2,4ليتر 
( با کشت 2015) و همکاران Mahdinejad. گزارش کردند

به  WPMدر محيط کشت پایه  T. baccataریزنمونه برگ 
موفق به توليد بيشترین ميزان کالوس  NAAو  D-2,4همراه 

روی گياهان  همچنين چندین گزارش .شدند درصد( 78)
 Ficusو  Acer palmatum، Citrus ،Vitis ،Ulmus چوبي

 نشان داده استرا  WPMکشت  برتری محيط
(; Thakur & 2000.,  et alLorenzo -Fernandez

Karnosky, 2007; Pasqual & Ferreira, 2007; Lu, 

های طبق نتایج این آزمایش نيز در تمام غلظت که (2005
دارای اختلاف  WPMهورموني استفاده شده، محيط کشت 

های کشت در رابطه با صفت رشد داری با بقيه محيطمعني
نشان های کشت برتری سایر محيطو نسبت به  طولي بود

مختص درختان چوبي است. علت  WPMکشت محيط .داد
ممکن است تناسب مواد و  WPMموفقيت در محيط کشت 

محيط  عناصر موجود در این محيط کشت با گياه باشد.
فاقد نيترات پتاسيم بوده و مقدار آمونيوم آن  WPMکشت 

پرمصرف های است و در کل نمك MSکمتر از محيط کشت 
کمتری دارد، به همين دليل بيشتر در کشت بافت درختان 

محيط در  (. et alBolandi ,.2016شود )چوبي استفاده مي
های مورد بررسي، محيطسایر مقایسه با در  WPMکشت 

 د ه ج ب الف
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ضمن ه، پتاسيم جایگزین شدت سولفاف و پتاسيم حذات نيتر
 نسبت به WPM کشت محيطت در سولفان یوار ینکه مقدا

وجود سولفات امکان جذب برخي  .بيشتر استیرین سا
ی هاوتتفااز دهد. عناصر را در محيط کشت افزایش مي

مونيم ات و آیر نيتردمقا ،مطالعهرد کشت مو هاییگر محيطد
به محيط وژن صلي تأمين نيترامنبع  عنوانبهکه ده نها بوآ

 دد.ضافه ميگراکشت 
ميزان بيشترین بر اساس نتایج حاصل از آزمایش، 

محيط رخ داد.  WPMکشت ها در محيط ای شدن نمونهقهوه
با گذشت  اغلبهایي که فاقد نمك آمونيوم هستند، کشت

تواند این حالت قليایي مي کنند وزمان حالت قليایي پيدا مي
همچنين  ،در جذب مواد توسط ریزنمونه اختلال ایجاد نماید

چنين آمونيوم ها گردد. همای شدن بافتباعث افزایش قهوه
عنوان یك شوک مثبت در رشد اوليه نقش دارد و با حذف به

ای شدن افزایش شود، قهوهميطولاني رشد دوره آن چون 
 های اکسيد کننده غالب خواهند شدخواهد یافت و آنزیم

(2013Bhojwani & Dantu, ).  نيتروژن علاوه بر ایفای
لکول ویك جزء لازم در م ها،نقش در تشکيل پروتئين

شود. باشد که کمبود آن باعث زردی گياه ميکلروفيل مي
عرضه کافي نيتروژن با رشد رویشي زیاد و رنگ سبز تيره 

( که با نتایج این آزمایش  et alShafea ,.2011ارتباط دارد )
ها باعث افزایش غلظت بالای نمكخواني دارد. همچنين هم

ای شدن هتوليد ترکيبات فنلي و در نتيجه افزایش قهو
ه در محيط ساررشد طولي شاخ . بيشترینشودها ميریزنمونه

را به نقش نيترات در آن توان ميرخ داد که  WPMکشت 
ها رشد طولي مرتبط دانست. نيترات باعث رشد طولي شاخه

تواند باعث بنابراین کاهش آن در محيط کشت مي ،شودمي
 ها گردد.کاهش رشد طولي ریزنمونه

تعداد  ،BAیج حاصل، با افزایش غلظت بر اساس نتا
 2اما طول شاخساره تا غلظت  شاخساره افزایش یافت.

 Jafariکاهش یافت. بعد گرم در ليتر افزایش و ميلي

 Mofidabadi ( بيشترین رشد طولي 2018و همکاران )
گرم در ليتر ميلي 4شاخساره گلابي وحشي را در غلظت 

BA  ر گرم در ليتميلي 02/0همراه باIBA گزارش کردند که 

برای تحریك جوانه  BAبا نتایج حاصل مطابقت نداشت. 
 et alThomas ,.) باشدزدن جانبي در سروها ضروری مي

. افزایش ميزان پرآوری شاخساره به ازای هر واحد (1997
توان از طریق نقش را مي BAافزایش در غلظت 

های ها در تحریك تقسيم سلولي و رشد جوانهسایتوکينين
محيط  درها همچنين پرآوری شاخساره .نمودجانبي تفسير 

های کشت غني از سيتوکينين، اغلب نتيجه آزاد شدن جوانه
 & Bagheriجوانه انتهایي است ) غالب بودنجانبي از تأثير 

2002Azadi, این آزمایش همخواني دارد.  ( که با نتایج
جای بيشتری های نابهباعث توليد شاخه BAافزایش ميزان 

 Bornman& ) ( شدabies Piceaدر کشت گياه نوئل )

1984Vogelmann,  ) شتدا مطابقت حاصلکه با نتایج .
ر رشد ببازدارندگي  هایاثرازه سيتوکينين غلظت بيش از اند

 yMorleو Rong (1989 ) که با نتایج نشان دادگياه 

کاهش طول  روی مخروطيان مطابقت داشت. (2016)
 دبایرا  BAها به ازای هر واحد افزایش در غلظت شاخساره

های درون در محدود بودن ظرفيت غذاسازی گياهچه
با افزایش تعداد  کهطوریبه ای جستجو کرد،شيشه

های پرآوری شده، مقدار ماده غذایي که به هر شاخساره
  یابد.رسد، کاهش ميه ميشاخسار

 ينگیسبز درجه ،BAغلظت  شیبا افزا بر اساس نتایج،
با افزایش ميزان که طوریبه .افتی کاهش یداريمعن طوربه

BAیابد.های گياهي افزایش مي، توليد اتيلن در نمونه 
براین چون تعادل نسبت سيتوکنين به اکسين از حد علاوه

به گياهان شوک وارد شده و  نرمال بسيار بيشتر خواهد شد،
شوند و از درجه شادابي آنها ای ميدر نهایت زرد و قهوه

  (. et alNeumann ,.2009) گرددکاسته مي
طویل برای های مورد استفاده در این پژوهش روش

زایي درون و نيز ریشه شدن و افزایش تعداد شاخساره
تواند مکمل مي ای سرو کهنسال و ارزشمند ابرکوه،شيشه

 در زمينه این گياه باشد. انجام شدهسایر تحقيقات 
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Abstract 
     This study was conducted to preserve the genetic reserve and proliferation of old cypress of 

Abarkooh, (Cupressus semprvirens var. horizontalis Mill.) in Iran via tissue culture method. In 

this research, the effect of different culture media including WPM (woody plant medium), 

modified WPM, LS, SH and QL supplemented with Benzyl-adenine (BA) at different 

concentrations (0, 0.01 and 1 mg/l) at establishment stage and 0, 1, 1.5, 2 and 5 mg/l at 

proliferation phase were investigated through in vitro cultivation of this plant. Rooting was 

studied by two methods: in vitro and in vivo culture conditions. For in vivo culture method, 

three ratios of coccopeat and perlite containing 1:1, 1:2 and 1:3 were used. After treatment of 

the end of in vitro cutting explants with four concentrations of IBA (1000, 2000, 3000 and 4000 

mg/l), cutting clones were cultured in the prepared media. Under in vitro culture conditions, 

explants were cultured in WPM medium supplemented by different concentrations of IBA (1, 2 

and 5 mg/l) for root production. According to the results obtained at both phases of 

establishment and proliferation, the highest length of explants was obtained in WPM medium. 

In the proliferation phase, the maximum number of shoots was obtained in LS medium that had 

no significant differences with WPM and modified WPM media. By increasing the BA 

concentration, the number and length of shoots significantly increased. The maximum number 

and length of shoots were obtained at 5 and 2 mg/l BA, respectively. Only explants in WPM 

medium containing 5 mg/l IBA were successfully rooted. 
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