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 ).Quercus brantii L(بلوط ايراني در بذر مصنوعي  يدو تولسوماتيكي مستقيم  زايي جنين
 D-2,4هورمون با استفاده از 

  اصلاسد معصومي  و *الهام فيضي، علي مرادي
  دانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشگاه ياسوجياسوج، ايران، 

  15/8/97 :تاريخ پذيرش  18/5/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

 گونه ينابراي حفظ بقاي . هاي زاگرس در ايران است هاي درختي جنگل ترين گونه از اصلي) .Quercus brantii L(بلوط ايراني 
صورت بزايي رويشي مناسب است، به همين منظور دو آزمايش مجزا  هاي آزمايشگاهي مثل كشت بافت و جنين استفاده از روش

 كاملاًزايي سوماتيكي در قالب طرح  آزمايش جنين. ها طراحي و اجرا شد دار كردن اين جنين ششزايي سوماتيكي و پو جنين
، 0(در چهار سطح  D-2,4و هورمون  نمونه يزرعنوان منبع ين آزمايش جنين زيگوتي نابالغ بتصادفي با چهار تكرار اجرا شد، درا

صورت فاكتوريل در قالب طرح هاي سوماتيكي ب پسوله كردن جنينآزمايش ك. شد استفاده) گرم بر ليتر ميلي 75/0و  5/0، 25/0
و فاكتور دوم دو ) درصد 5/4و  4، 5/3(آلژينات سديم سه غلظت شد، فاكتور اول شامل  اجراتصادفي با چهار تكرار  كاملاً

بيشترين تعداد و  D-2,4ر گرم بر ليت ميلي 25/0نشان داد كه در غلظت  نتايج. بود) ميلي مولار 100و  50(غلظت كلريد كلسيم 
كنش آلژينات سديم و كلريد  دار كردن نشان داد كه برهم نتايج آزمايش پوشش. مشاهده شد )درصد 6/66( زايي درصد جنين

مولار كلريد  ميلي 50درصد آلژينات سديم همراه با  5/3غلظت دار شد،  درصد معني 1كلسيم براي تمام تركيبات در سطح احتمال 
  .اين تركيب مشاهده شد در) %100(زني  بيشترين درصد جوانهكه كردن بود دار  پوشش ن تيمار برايكلسيم بهتري

  D-2,4 ،زايي بلوط ايراني، جنين بذر مصنوعي، :كليديهاي واژه

  amoradi@yu.ac.ir: ، پست الكترونيكي0917741214: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 يون هكتارميل 5 بيش از هاي زاگرس با سطحي جنگل

هاي ايران را به خود اختصاص  از جنگل درصد 41حدود 
از خانواده  ).Quercus brantii L(بلوط ايراني  ).4(اند  داده

 و ترين مهم ، جزء)Fagaceae(داران  راش يا پياله

جنگلي  هاي اكوسيستم برگ چوبي پهن هاي گونه ترين فراوان
از  اقتصادي نيز و محيطي يستز ديدگاه از. باشد ايران مي
هاي  جنگل ).19و  1( است برخوردار بالايي بسيار اهميت

رويه، وقوع  برداشت بي ازجملهبلوط به دلايل متعددي 
ها و آفات در  بيماري ،هاي متعدد و فراوان خكشسالي

 . معرض خطر جدي است

توجه به وجود مشكلات بسيار براي تكثير جنسي، تكثير  با
و تيكي از انواع آن است زايي سوما غيرجنسي كه جنين

. بي باشدحل مناس تواند راه ميتوليد بذر مصنوعي 
 يرمستقيمغدو صورت مستقيم و زايي سوماتيكي به  جنين
 .است

تشكيل هايي  جنين از سلول، زايي مستقيمجنيني در الگو
 )PEDC( اند شده يينتعزايي  كه از قبل براي جنين شود مي

)Pre-embryogenic –determined- cell(در زايي  ، جنين
اي نيازمند است تا  به شرايط درون شيشه ها اين سلول

تقسيم سلولي مورد نياز هدايت كند  طرف بهها را  سلول
هايي كه قابليت  زايي، سلول در اين نوع جنين). 4(
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زايي دارند تحت شرايط محيطي خاص مانند دما و يا  جنين
اين نوع  ).22و  14(شوند  زا مي شرايط محيط كشت جنين

، )30(يونجه  ازجمله يهاي مختلف زايي در گونه جنين
، )11(، قهوه )37و  10(، درخت كافور )38(بروكلي 
 جنين زيگوتي بالغ و نابالغ يها نمونهيزراز  اكاليپتوس

  .است شده  گزارش )34(و نيشكر ) 39(، پنبه )27(

هاي سوماتيكي استفاده  ترين كاربردهاي جنين يكي از مهم
نين جبذر مصنوعي،  .توليد بذر مصنوعي است رد

ساقه، توده سلولي و يا هر بافت ديگر   سوماتيكي، جوانه
و براي  شودصورت مصنوعي كپسوله كه ب است كشت قابل

اي  اي يا بيرون شيشه كشت تحت شرايط درون شيشه
كه بتواند اين پتانسيل را بعد از  طوريب، شوداستفاده 

براي توليد بذر مصنوعي از  ).8(انبارداري هم حفظ كند 
در تركيب با كلريد  هاي مختلف آلژينات سديم غلظت
از ) 27(پينتوس . )36و  27، 9(شود  مياستفاده  كلسيم

درصد و كلريد كلسيم  5تا  3هاي  آلژينات سديم در غلظت
هاي  دار كردن جنين پوشش مولار براي ميلي 100و  50

استفاده ) Quercus suber( پنبه چوببلوط سوماتيكي 
 50درصد همراه با كلريد كلسيم  5آلژينات سديم و  كردند
دار كردن  را بهترين تركيب جهت پوششمولار  ميلي
 و مصنوعي بذر توليد. هاي سوماتيكي معرفي كردند جنين
 اي لپه سوماتيكي هاي جنين از مصنوعي آندوسپرم ايجاد

هاي  ينگرفت، جن صورت  .Q. robur Lبلوط قرمز اروپايي
 50و كلريد كلسيم  درصد 4 سديم آلژينات توسط گونه اين

  هاي گياهچه زايي باز). 29(دار شدند  پوششميلي مولار 
L.  Q. serrateهاي  دار كردن جنين توسط پوشش

و كلريد ) گرم بر ليتر 40(سوماتيكي با آلژينات سديم 
ماني  انجام شد و سپس توانايي زنده) درصد 4/1(كلسيم 
همچنين  ).16(ارزيابي شد  RAPDها توسط ماركر  هگياهچ

و ) Pinus patula( )21(كاج توليد بذر مصنوعي در 
 شده يبررسنيز ) Dalbergia sissoo( )33(درخت جگ 

  .است

متعددي  دلايل به بلوط جنسي تكثير كه امكان باتوجه به اين
 به بذرها براي رسيدن لازم زمان مدت بودن طولاني ازجمله

 در بذرها الگوي ظهور بودن نامنظم يزيولوژيكي،ف بلوغ

 بذرها اين و كيفيت كميت بودن متفاوت مختلف، هاي سال

 يدشدهتول بذرهاي ناميه قوه بودن پايين مختلف، هاي سال در

 مادري، درختان فقدان يا ، كمبودسازي يرهذخ مشكل و

 يآور جمع دام و مفرط چراي بستر، خاك شديد فرسايش
اين لذا  ).26و  25، 1( است مواجه هايي وديتمحد بذرها با

زايي  غيرجنسي از طريق جنين يدمثلتول باهدفآزمايش 
  .طراحي و اجرا شد بلوط سوماتيكي و توليد بذر مصنوعي

  مواد و روشها
زايي سوماتيكي و توليد  منظور بررسي جنينتحقيق حاضر ب
در آزمايشگاه مركزي دانشكده  بلوط ايراني بذر مصنوعي

 1395و  1394هاي  اورزي دانشگاه ياسوج ايران در سالكش
  .در قالب دو آزمايش مجزا طراحي و اجرا شد

منظور ب يشآزما اين: سوماتيكي  جنينتوليد : آزمايش اول
زايي سوماتيكي در قالب طرح كاملاً تصادفي  جنين يبررس

بذرهاي نابالغ بلوط  .با چهار تكرار طراحي و اجرا شد
از  1394 مردادماهدر  يافشان گردهعد از ماه ب 4ايراني 
هاي  نمونه .شدندآوري  جمعهاي آبشار شهر ياسوج  جنگل
 30مدت بپس از انتقال به آزمايشگاه ابتدا  شده يآور جمع

صورت سطحي شستشو شدند، دقيقه توسط آب مقطر ب
سپس براي ضدعفوني به زير هود لامينارايرفلو كه از قبل 

مدت بذرهاي نابالغ ابتدا ب. شدندقل استريل شده است منت
 10مدت درصد قرارگرفتند، سپس ب 96نول دقيقه در اتا 15

قرارگرفتند، پس از اين مراحل درصد  3دقيقه در وايتكس 
تقطير  دو باردقيقه توسط آب  10مدت بار و هر بار بسه 

هاي داخلي و خارجي بذرهاي  شستشو شدند، سپس پوسته
هاي نابالغ همراه با  جنين ضدعفوني شده برداشته شده و
مدت يك ماه بو  )1شكل ( قسمتي از آندوسپرم جدا شد

حاوي هورمون  MSمحيط كشت  درون پتري ديش بر روي
2,4-D  گرم  ميلي 75/0و  5/0، 25/0، صفر(در چهار سطح
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بدون  SHسپس براي بلوغ به محيط  ،كشت شدند) بر ليتر
جنين  12 از مجموع درتيمار هر . هورمون منتقل شدند

. بود شده يلتشك )سه جنين در هر تكرار( زيگوتي
 25ساعت و دماي  16در فتوپريود  شده كشتهاي  جنين

پس از . شدند  درجه سلسيوس در اتاقك نوري نگهداري
، تعداد شكلهاي كروي، قلبي و اژدري  داد جنينيك ماه تع
گيري  اندازه هر تكرارزايي در  و درصد جنين ها كل جنين

زايي از تقسيم تعداد جنيندرصد ر هر تكرار د .شد
زيگوتي كه جنين سوماتيكي توليد نموده بودند  هاي جنين

سه (آن تكرار در  شده كشتهاي زيگوتي نابالغ  جنينبر كل 
  .ضرب شد 100و در عدد  محاسبه شد) ريز نمونه

 
 جنين زيگوتي برش خورده همراه با قطعاتي از آندوسپرم -1شكل 

اين : هاي سوماتيكي كپسوله كردن جنين: مآزمايش دو
 كاملاًدر قالب طرح  يدوعاملصورت فاكتوريل آزمايش ب

آلژينات  شامل اول عاملتصادقي با چهار تكرار اجرا شد، 
دوم  عاملو ) درصد 5/4و  4، 5/3(سديم در سه سطح 

. بودند )مولار ميلي 100 و 50(كلريد كلسيم در دو سطح 
 SHمحيط كشت  از بالغ شدن در هاي سوماتيكي پس جنين

)Schenk and Hildbrandt(هاي آزمايش حاوي  لوله ، در
قطير استريل قرار گرفتند، سپس ت دو بارسي آب  سي 10
درجه سلسيوس در تاريكي  4ساعت در دماي  24مدت ب

هاي سوماتيكي با محلول  پس از آبنوشي جنين. قرارگرفتند
پيپت در محلول و توسط يك  شدهآلژينات سديم تركيب 

هاي  ينجن )2شكل ( شدندكلريد كلسيم چكانيده 
 20مدت ب در دقيقه دور 100 دار شده روي شيكر با پوشش

منظور حذف ب گرفته شكلگرفتند، سپس بذرهاي دقيقه قرار
توسط آب مقطر استريل شستشو  هاي اضافي سه بار يون

بذرها توسط كاغذ صافي  كردن خشكپس از . شدند
يك هفته پس . كشت شدند MSمحيط كشت استريل، در 

زني بذرها شروع شده و پس از  شمارش جوانه ،كشتاز 
 به گياهچه بذرها زني و درصد تبديل يك ماه درصد جوانه

  .گيري شد اندازه

  

  هاي سوماتيكي جنيندار كردن  پوشش -2شكل 

) 2/9( افزار نرمتوسط  آزمايش ازي حاصل ها آناليز داده
SAS از رويه  ها اي مقايسه ميانگينانجام شد، برLS 

MEANS نمودارها توسط رسم . استفاده شدExcel 2013 
 .انجام شد

 نتايج

نتايج تجزيه واريانس : سوماتيكي زايي جنين: آزمايش اول
 زايي نشان داد كه تأثير روي جنين D-2,4تأثير هورمون 
 مورد مطالعه تمام صفات براياين هورمون  سطوح مختلف
دراين  ).1جدول (دار شد  درصد معني 1تمال در سطح اح

هاي سوماتيكي سه هفته پس از كشت  آزمايش جنين
  .تشكيل شد

زايي  روي جنين D-2,4نتايج مقايسه ميانگين اثر هورمون 
هاي كروي نشان داد كه در تركيب  مستقيم و تعداد جنين

بيشترين تعداد  D-2,4گرم بر ليتر  ميلي 25/0هورموني 
تشكيل شد كه نسبت به ) جنين كروي 11(جنين كروي 

جنين بيشتر بود و كمترين تعداد جنين  7تيمار شاهد تعداد 
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  ).3شكل (اختصاص داشت  D-2,4ليتر گرم بر  ميلي 5/0كروي شكل در هر پتري ديش، به تيمار با 
 ).Quercus brantii L(ستقيم در بلوط ايراني زايي م بر جنين D-2,4هورمون تجزيه واريانس اثر  ميانگين مربعات حاصل از نتايج -1 جدول

 منبع تغييرات

S.O.V 

 درجه آزادي

Degree of 
freedom

 جنين كروي

Globular 
embryo

 جنين قلبي

Heart 
embryo

 جنين اژدري

Torpedo 
embryo 

 زايي درصد جنين

Embryogenesis 
percentage 

 تركيب هورموني
Hormone compound

3 64.72** 55.59** 48.84** 1921.29** 

 خطا

Error 
12 0.52 2.41 0.35 69.44 

 (%)ضريب تغييرات 

CV (%) 
 13.91 31.13 19.79 17.39 

  .دهد مي نشان را درصد 1 احتمال سطح در داري معني**      

  
تعداد بر  D-2,4سطوح هورمون ر يثأتمقايسه ميانگين  -3 شكل
مستقيم در بلوط ايراني زايي  در طي جنين گرفته شكلهاي كروي  جنين

)Quercus brantii L..( 

روي تعداد  D-2,4نتايج مقايسه ميانگين اثر هورمون 
 يها نمونه يزرهاي قلبي شكل نشان داد كه در تيمار  جنين

 75/0گرم بر ليتر و  ميلي 25/0جنين زيگوتي نابالغ با 
هاي قلبي  بيشترين تعداد جنين D-2,4گرم بر ليتر  ميلي

 D-2,4گرم بر ليتر  ميلي 5/0شد و در تيمار با  شكل توليد
  ).4شكل (جنين قلبي شكل نگرفت 

  
براي تعداد  D-2,4مقايسه ميانگين سطوح هورمون  -4 شكل

زايي مستقيم در بلوط ايراني  در طي جنين گرفته شكلهاي قلبي  جنين
)Quercus brantii L..( 

اد روي تعد D-2,4نتايج مقايسه ميانگين اثر هورمون 
هاي اژدري شكل حاكي از آن بود كه بيشترين تعداد  جنين
در تيمار ) جنين اژدري شكل 6(هاي اژدري شكل  جنين

گرم بر  ميلي 75/0گرم بر ليتر مشاهده شد كه با  ميلي 25/0
كمترين جنين  داري نداشت و اختلاف معني  D-2,4ليتر 

و  D-2,4گرم بر ليتر  ميلي 5/0اژدري شكل در تيمار با 
گونه جنين اژدري شكل در اين  تيمار شاهد است كه هيچ

  ).5شكل (تيمارها مشاهده نشد 

  
براي تعداد  D-2,4مقايسه ميانگين سطوح هورمون  - 5 شكل

زايي مستقيم در بلوط ايراني  در طي جنين گرفته شكلهاي اژدري  جنين
)Quercus brantii L..( 

تعداد كل  روي D-2,4نتايج مقايسه ميانگين اثر هورمون 
در  D-2,4بيشترين تأثير  دهنده نشان گرفته شكلهاي  جنين

زايي  روي جنين) گرم بر ليتر ميلي 25/0(غلظت پايين 
جنين  14(كه بيشترين تعداد جنين   طوريسوماتيكي بود، ب

غلظت در اين غلظت مشاهده شد كه نسبت به ) سوماتيكي
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بر بود، سه برا توليدشدهجنين  10 صفر اين هورمون تعداد
اين هورمون باعث  5/0اين در حالي است كه غلظت 

  ). 6شكل ( نسبت به تيمار شاهد شد ها جنينكاهش تعداد 

  
براي مجموع جنين  D-2,4مقايسه ميانگين سطوح هورمون  -6شكل 

  زايي مستقيم در بلوط ايراني  در طي جنين گرفته شكل
)Quercus brantii L..( 

هاي  مايش براساس تعداد جنينزايي در اين آز درصد جنين
زيگوتي نابالغ كه جنين سوماتيكي توليد كردند نسبت به 

نتايج . گيري شد هاي زيگوتي كشت شده، اندازه تمام جنين
زايي  روي درصد جنين D-2,4مقايسه ميانگين اثر هورمون 

جنين زيگوتي نابالغ  يها نمونه يزرنشان داد كه در تيمار 
بيشترين درصد  D-2,4رم بر ليتر گ ميلي 75/0و  25/0با 

مشاهده شد كه در ) درصد 66(زايي سوماتيكي  جنين
. روند افزايشي داشت) درصد 33(مقايسه با تيمار شاهد 
غلظت صفر زايي سوماتيكي در  كمترين درصد جنين

هاي سوماتيكي  جنين ).7شكل (مشاهده شد هورمون 
  .است مشاهده  قابل 8شكل در  گرفته شكل

  
براي درصد  D-2,4مقايسه ميانگين سطوح هورمون  -7 شكل

  زايي مستقيم در بلوط ايراني  زايي در طي جنين جنين
)Quercus brantii L..( 

  
جنين قلبي، ، Dجنين كروي، ، Cو . Bتوده پيش جنيني، . A -8شكل 

E .جنين بالغ، F .جنين اژدري 

: هاي سوماتيكي دار كردن جنين پوشش: آزمايش دوم
تجزيه واريانس تأثير آلژينات سديم و محلول كلريد نتايج 

زني و درصد تبديل به گياهچه  كلسيم روي درصد جوانه
نشان داد كه برهمكنش آلژينات سديم و كلريد كلسيم براي 

درصد  1گيري شده در سطح احتمال  هر دو صفت اندازه
و اين بيانگر متفاوت بودن اثر ) 2جدول (دار شد  معني

گيري  ، كلريد كلسيم روي صفات مورد اندازهآلژينات سديم
  .بود

نتايج مقايسه ميانگين تأثير آلژينات سديم و كلريد كلسيم 
زني نشان داد با افزايش غلظت آلژينات  روي درصد جوانه

زني روند كاهشي داشت، بطوريكه  سديم درصد جوانه
در آلژينات سديم ) درصد 100(زني  بيشترين درصد جوانه

ميلي مولار مشاهده شد و  50كلريد كلسيم درصد و  5/3
به درصد  5/4زني در آلژينات سديم  كمترين درصد جوانه

مولار مشاهده شد، با افزايش  ميلي 100كلريد كلسيم  همراه
زني روند كاهشي  غلظت آلژينات سديم درصد جوانه

مولار  ميلي 50صفت كلريد كلسيم اين براي . داشت
زني  ظت بالاترين درصد جوانهتر بوده و در اين غل مناسب

جنين سوماتيكي ) الف( - 11شكل). 9شكل (مشاهده شد 
زده در  بذر مصنوعي جوانه) ج(و ) ب(دار شده،  پوشش

را نشان به خاك  شده منتقلگياهچه ) د( MSمحيط كشت 
  .دهند مي
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 زني و تبديل به گياهچه در بذر مصنوعي لسيم بر درصد جوانهآلژينات سديم و كلريد ك تجزيه واريانس اثر ميانگين مربعات حاصل از نتايج -2 جدول
 ).Quercus brantii L( بلوط ايراني

  منبع تغييرات
Source of variation  

 درجه آزادي

Degree of freedom 
 زني درصد جوانه

Germination percentage 

 درصد تبديل به گياهچه

Conversion to plantlet 
percentage   

  ديمآلژينات س
Sodium alginate 

2 4479.16** 2193.75** 

  كلريد كلسيم
CaCl2 

1 3750.00** 90.42* 

  كلريد كلسيم×آلژينات سديم
Sodium alginate× CaCl2 

2 1250.00** 2594.90** 

  خطا
Error 

18 52.08 11.68 

  )درصد( ضريب تغييرات
CV (%) 

 11.17 6.28 

  .دهد مي نشان را درصد 1 و 5 احتمال حسط در بودن دار معني ترتيب به ** و*    

  
 ).Quercus brantii L(بلوط ايراني  بذر مصنوعيزني  درصد جوانه برمقايسه ميانگين برهمكنش آلژينات سديم و كلريد كلسيم  -9 شكل

نتايج مقايسه ميانگين تأثير آلژينات سديم و كلريد كلسيم 
تبديل  نشان داد كه با افزايش غلظت آلژينات سديم درصد

براي درصد تبديل بذر . به گياهچه روند كاهشي داشت
 به همراهدرصد  5/4مصنوعي به گياهچه آلژينات سديم 

مولار نسبت به ديگر تيمارها  ميلي 100كلريد كلسيم 
 .داشتداري  تفاوت معني با ديگر تيمارها تر بوده و مناسب

در اين غلظت بالاترين درصد تبديل به گياهچه مشاهده 
 4كمترين درصد تبديل به گياهچه در آلژينات سديم  شد،

مولار مشاهده شد  ميلي 100همراه كلريد كلسيم  درصد به
درصد آلژينات  5/4در اين آزمايش غلظت ). 10شكل (

ترين درصد  مولار كم ميلي 100سديم همراه با كلريد كليسم 

پس از ). شيد يپتربذر در هر  2تا  1(زني را داشت  جوانه
ها درصد تبديل به  مشاهده شد كه در اين غلظت بررسي

  .گياهچه بالا بود

  بحث
نتايج آزمايش حاكي از تأثير مثبت اكسين در بهبود 

بيشترين ميزان . زايي و بلوغ جنين بلوط ايراني بود جنين
 25/0تعداد جنين متشكل از انواع كروي، قلبي در سطح 

اين  مشاهده شد، ميزان جنين اژدري در D-2,4هورمون 
اين هورمون تفاوت  75/0سطح هورموني با غلظت 

بعلاوه اين تيمار توانست ميزان بلوغ . داري نشان نداد معني
يك اكسين قوي  D-2,4هورمون . جنين را نيز بهبود دهد
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زايي سوماتيكي در  است و در بسياري از موارد براي جنين
مشابه آنچه كه . هاي علفي و چوبي استفاده شده است گونه

در آزمايش حاضر مشاهده شد، نقش اكسين خارجي 

زايي  در محيط كشت براي القاي جنين D-2,4يژه و به
 شده اثباتسوماتيكي در گياهان چوبي در چندين گونه 

 ).31و  27، 7، 6(است 

  
  ر بلوط ايرانيمقايسه ميانگين برهمكنش آلژينات سديم و كلريد كلسيم روي درصد تبديل بذر مصنوعي به گياهچه د -10 شكل

 )Quercus brantii L..( 

  

) ب ،)بذر مصنوعي(دار شده  جنين سوماتيكي پوشش) الف - 11كل ش
) دگياهچه حاصل از بذر مصنوعي، ) جزده،  بذر مصنوعي جوانه

 گياهچه كشت شده در خاك

 )Pinus radiate(جنين زيگوتي نابالغ كاج  يها نمونه يزر
حيط كشت داراي در م) 6(توسط آكوا و همكاران 

و  5/0( BAو ) گرم بر ليتر ميلي 3و D )2-2,4هاي  هورمون
 يدآمينهاسگرم بر ليتر  ميلي 250و ) گرم بر ليتر ميلي 1

هاي  هفته پس از كشت كالوس 4- 6گلوتامين كشت شدند، 
يك ژنوتيپ  يها نمونه يزر همچنين .زا توليد كردند جنين

مختلف  حاوي تركيبات 1/2MSنارون در محيط كشت 
همراه با شرايط نوري و تاريكي  D-2,4هورمون  ازجمله

مستقيم روي  طور بههاي كروي  ت شدند، جنينكش
گرم بر ليتر  ميلي 2/0ها شكل گرفتند، در غلظت  ريزنمونه

زايي سوماتيكي  بالاترين درصد جنين D-2,4هورمون 
  ).5(مشاهده شد ) 40/68(

هاي رشد تكميل كننده محيط كشت،  كننده تنظيم
رساني مهمي هستند كه رشد و نمو سلول  هاي پيام مولكول

زا اولين پيام براي  كنند و اكسين درون گياهي را تنظيم مي
تأثير اكسين در  ،)37(زايي سوماتيكي است  القاي جنين

با اثرات  DNAزايي سوماتيكي روي تنظيم متيلاسيون  جنين
 ).35(روي تقسيم سلولي و تمايز است  كنندگي يكتحر

هاي زيگوتي نابالغ را در  جنين) 27( پينتوس و همكاران
 3/2حاوي  MSرا محيط كشت  پنبه چوببلوط 

كشت نموده و جنين  D-2,4ميكرومولار هورمون 
است  شده گزارش .سوماتيكي از روش مستقيم توليد كردند

فاكتورهاي محيط  ، اكسين در كنار ديگركه در گياه بلوط
از طريق مهار بيان ژن و  يسلول درونكشت، تعديل محتوي 
 18، 17، 13، 12( درگير است DNAتغيير سطح متيلاسيون 

در بيان ژن  D-2,4ويژه ها ب باتوجه به تأثير اكسين ).19و 
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در كنار ديگر شرايط  D-2,4توان گفت احتمالاً كاربرد  مي
ه و باعث القاي زايي، مناسب بود مساعد براي جنين

  .شود ها مي زايي سوماتيكي در ريزنمونه جنين

سب بودن زايي آزمايش حاكي از مناجنيننتايج بخش 
كلريد  به همراه) درصد 5/3(غلظت پايين آلژينات سديم 

ميلي مولار در دستيابي به بذر مصنوعي هيدراته  50كلسيم 
در ) 36(اي مشابه ويلهلم و همكاران  در مطالعه. بود
 robur L. Quercusاي روي بلوط قرمز اروپايي  طالعهم

غلظت آلژينات سديم  4هاي سوماتيكي را با  جنين
 3ترين غلظت آلژينات سديم  دار كردند كه مناسب پوشش

روي ) 15(ايپيكسي و همكاران  .درصد گزارش شد
هاي  از غلظت Paulownia elongateدار كردن بذر  پوشش

ميلي  80و  60، 50سديم و درصد آلژينات  3و  5/2، 1
مولار محلول كلريد كلسيم استفاده نمودند كه پس از پايان 

زني در آلژينات سديم  آزمايش بيشترين بقا و درصد جوانه
در  .ميلي مولار مشاهده شد 50درصد و كلريد كلسيم  3

هاي  اي جنين در مطالعه) 3(سربي و مرادي اي ديگر  مطالعه
را توسط ) گل و چهل چشمه وهك(سوماتيكي دو رقم چويل 

دار كردند و بيشترين  دو غلظت آلژينات سديم پوشش
 3گل در آلژينات سديم  زني براي رقم كوه درصد جوانه

مولار و رقم چهل چشمه  ميلي 50درصد و كلريد كلسيم 
مولار  ميلي 25درصد و كلريد كلسيم  2آلژينات سديم 
روي ) 23(كاران اي نيرالا و هم در مطالعه .مشاهده نمودند

هاي سوماتيكي را توسط آلژينات سديم  درخت انگور جنين
ميلي مولار كپسوله  100درصد و محلول كلريد كلسيم  2

هاي مختلف كشت نمودند  كردند و در محيط كشت
 MS ¼را در محيط ) 2/69(زني  بيشترين درصد جوانه

  .مشاهده نمودند

زني  انهمنجر به كاهش جو فزايش غلظت آلژينات سديما
و  اي مشابه پينتوس در مطالعه. شده شد دار پوششبذرهاي 

هاي سوماتيكي  دار كردن جنين براي پوشش) 27(همكاران 
درصد و  5، از آلژينات سديم با غلظت پنبه چوببلوط 

مولار كلريد كلسيم استفاده  ميلي 100و  50كلريد كلسيم 
 50ي ها كردند كه براي درصد تبديل به گياهچه بين غلظت

داري ديده نشد  مولار كلريد كلسيم تفاوت معني ميلي 100و 
درصد تبديل به گياهچه دراين مطالعه مشاهده  40و حدود 

درصد در تركيب با كلريد كلسيم  5و آلژينات سديم . شد
ميلي مولار بافت خيلي سختي را ايجاد كرد كه  75- 100

 .ها شد هاي قابل تكثير زني قطعه مانع از جوانه

 هاي تمايل گروه كلسيم، آلژينات ذرات ايجاد اصلي ملعا

پليمر  زنجيرهاي كربوكسيلاتي هاي گروه ويژهب و عاملي
 تشكيل و كلسيم يون با پيوند ايجاد براي سديم آلژينات

 به كلسيم آلژينات است ذرات يون اين با ساختار كمپلكس

 قوي، يوني بسيار پيوند و الكتروستاتيكي ماهيت دليل

يكديگر شناخته  به زياد چسبندگي با ذراتي عنوانب همواره
درصد آلژينات سديم و كلريد  5/4در غلظت  ).2(شوند  مي

ميلي مولار بذرهاي سختي تشكيل شد و  100كلسيم 
باتوجه به اينكه غلظت محيط . زني بسيار كند داشتند جوانه

هاي  كپسوله كردن جنينها براي  در اين آزمايش MSكشت 
كار رفته برابر بود بنابراين عامل ديگري مثل سوماتيكي ب

استفاده از  .زني است درصد جوانه كننده نييتعپيوندها 
هاي بالاتر كلريد كلسيم باعث تشكيل پيوند  غلظت
دهد شايد  شود و سختي پوسته را افزايش مي تري مي قوي

زني پايين بذرهاي كپسوله شده در  يكي از دلايل جوانه
از . ميلي مولار اين موضوع باشد 100غلظت كلريد كلسيم 

هاي  دار كردن قطعه طرفي در آزمايشاتي كه روي پوشش
هاي آكاسيا صورت گرفت، از آلژينات سديم در  قابل تكثير

هاي  درصد و كلريد كلسيم در غلظت 5تا  2هاي  غلظت
درصد  2در غلظت . مولار استفاده شد ميلي 75- 100

كافي سخت و محكم نبودند   اندازه بهها  آلژينات سديم مهره
ي پنس به محيط كشت جهت ارزيابي  وسيلهتا براحتي ب

  ).24(زني انتقال داده شوند  جوانه
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  گيري نتيجه

بيشترين جنين كروي و ها نشان داد كه  آزمايش كلي نتايج
جنين  نمونه يزراستفاده از  با در بلوط ايرانياژدري 

گرم  ميلي 25/0 با غلظت D-2,4زيگوتي نابالغ و هورمون 
اين موضوع  دهنده نشاننتايج همچنين . دست آمدب بر ليتر

زني  ميزان جوانه بود كه با افزايش غلظت آلژينات سديم

دار  براي پوشش. شده كاهش يافتنددار  پوششبذرهاي 
ترين تركيب آلژينات  هاي سوماتيكي مناسب كردن جنين

ود، كه مولار ب ميلي 50كلسيم  يدو كلردرصد  5/3سديم 
تركيب زني بذر مصنوعي در اين  بيشترين درصد جوانه

  .مشاهده شد تيماري

 منابع

 يشناس جنگل. 1392 ،.م ،، و ابراهيمي رستاقي.ح. اي، م جزيره -1
 .صفحه 560، انتشارات دانشگاه تهران، چاپ دوم، زاگرس

 غلظت متغيرهاي اثر. 1391، .، مبرمر و، .مباريكاني،  ،.دائمي، ح -2

، آلژينات كلسيم ذرات خواص نانو بر آلژينات و كلسيم هاي يون
 .25-32، صفحات)1( 26 پليمر، و تكنولوژي مجله علوم

گياه  در مصنوعي هيدراته بذر توليد. 1397 ،.ع ،مراديو  ،.سربي، ا -3
كپسوله  از طريق ).Ferulago angulata L(دارويي چويل 

 مجله(هاي گياهي  مجله پژوهش. هاي رويشي جنين كردن

 .232-241، صفحات )1(31، )ايران شناسي زيست

. 1385، .، حجهانبازي گوجاني و، .خ، ثاقب طالبي، .طالبي، م -4
بررسي نياز رويشگاهي و برخي خصوصيات كمي و كيفي بلوط 

( ، ها و صنوبر ي علمي پژوهشي تحقيقات جنگل فصلنامه، ايران
 .67- 79، صفحات )14

5- Aida, T. M., Yamagata, T., Watanabe, M., and 
Smith, J. R. L., 2010. Depolymerization of 
Sodium Alginate under Hydrothermal 
Conditions. Journal of Carbohydrate Polymers, 
Elsevier, 80 (1), PP: 296-302. 
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Direct somatic embryogenesis and synthetic seed production of 
persian oak (Quercus brantii L.) using 2,4-D hormone 
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Astract 

Persian oak (Quercus brantii L.) is the most important Zagros forest tree in Iran. 
Therefore, in order to maintain the survival of this specie, use the laboratory methods 
such as tissue culture and somatic embryogenesis is suitable. So, two separate 
experiments were designed includes somatic embryogenesis and encapsulation of 
somatic embryos. Somatic embryogenesis experiment was done in CRD with 4 
replications. In this experiment immature zygotic embryos as explant source and 2,4-D 
in 4 level (0, 0.25, 0.5 and 0.75 mg l-1) were used. Encapsulation test was done in 
factorial based on CRD with 4 replications; factors include sodium alginate in 3 
concentrations (3.5, 4 and 4.5 %) and CaCl2 in two concentrations (50 and 100 Mm). 
Results of somatic embryogenesis showed that the maximum number of somatic 
embryos and the highest somatic embryogenesis percentage (66.6%) were observed in 
0.25 mg l-1 2,4-D. Results of encapsulation showed that, sodium alginate 3.5% with 
CaCl2 50 mM was the best treatment for encapsulation of somatic embryos and had 
highest germination percentage (100%).  
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