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در شرايط  )Zelkova carpinifolia(آزاد  كالزايي و باززايي در گونه جنگليبررسي 
  اي كشت درون شيشه

  5علي ستاريان و 4، غلامرضا صالحي جوزاني3، حسن سلطانلو2، محمدرضا كاوسي*1اكرم احمدي
طبيعي استان گلستان، بخش تحقيقات منابع  سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كشاورزي، مركز تحقيقات كشاورزي و منابع، گرگانايران،  1

 طبيعي

 پاتولوژي جنگلگروه  ،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، گرگانايران،  2

 روه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژيگ، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان گرگان، ايران، 3

بخش بيوتكنولوژي ، )ABRII(بيوتكنولوژي كشاورزي ايران  گاهپژوهش، )AREEO(كشاورزي سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كرج، ايران،  4
 ميكروبي

  داري گروه جنگلدانشكده كشاورزي و منابع طبيعي، ، كاوس دانشگاه گنبد، كاوس گنبدايران،  5

  15/9/95 :تاريخ پذيرش  12/12/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
ي از درختان جنگلي در معرض تهديد در ايران و جهان است كه در حال حاضر به ، يك)Zelkova carpinifolia( درخت آزاد

هاي جنگلي اين  گاه كه ذخيره طوري هب. نيز مبتلا شده است Ophiostoma novo-ulmiبيماري جهاني مرگ نارون توسط قارچ 
زايي در زكالزايي و با بررسيمنظور  حقيق بهاين ت. با سرعت بالايي در حال از بين رفتن هستند در اثر ابتلا به اين بيماري گونه

 تركيبـات  و كشـت  محـيط  ثيرأي بررسي ت ـها آزمايش .شددر شرايط كشت درون شيشه انجام  Z. carpinifoliaگونه جنگلي 
 نـوع  در قالب طرح كاملا تصـادفي بـا دو   ها زني كالوس زايي و جوانه كالوس درصد بر آنها متقابل اثرات و ژنوتيپ هورموني،

نسـبت بـه    >)درصـد  2/82(زايـي در بـرگ    نتايج ريزازديادي نشان داد كه درصد كـالوس . زنمونه برگ و ساقه انجام شدندري
 NAAليتـر  گـرم در   ميلـي  1و BAP گـرم در ليتـر   ميلـي  2 حاوي MSمحيط كشت . بود بيشتر) درصد 9/72(ريزنمونه ساقه 

القـاي  بيشـترين درصـد   . محيط كشت در نظر گرفته شـد  بهترين انعنو به را داشت و )درصد 3/94(زايي  كالوسنرخ بالاترين 
محـيط  . مشاهده شـد GA3  گرم در ليتر ميلي 05/0به همراه  MSوي محيط كشت بر ر) درصد 97/7(جوانه از كالوس  تشكيل
محـيط   ، بهتـرين دهـي  درصـد ريشـه   70بـا  ) گرم بر ليتـر  ميلي 2( NAAو ) گرم بر ليتر ميلي IBA )2غني شده با  MSكشت 
  . بودزايي  ريشه

  كشت بافت، باززاييزايي،  درخت آزاد، كالوس ،Zelkova carpinifolia :كليديهاي  واژه

 ahmadi.1870@gmail.com: پست الكترونيكي،  01732162814: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
و نام  Zelkova carpinifoliaدرخت آزاد با نام علمي 

 )Ulmaceae( تيره ناروناز  Caucasian elmانگليسي 
در سراسر  كه Zelkovaجنس گونه  10 از. )24(باشـد  مي

شود  يافت مييك گونه در كشور ما  ، تنهاجهان وجود دارد

هاي گلستان، گيلان، مازندران، آذربايجان،  در استان كه
اين گونه ازجمله . كردستان، خراسان و تهران پراكنش دارد

 .)10(في شده است هاي نزديك به تهديد معر گونه
نابودي اين  روندحاكي از افزايش  ي انجام شدهها بررسي
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در  ويژه هاي جنگلي كشور به گاه در ذخيرهدرختان 
  . باشد مي )استان گلستان( گاه جنگلي دلند ذخيره

هاي  تكنيك كشت بافت همواره به عنوان يكي از روش
مطلوب در تكثير سريع گياهان عاري از بيماري و 

ت  و همچنين توليد گياهان مقاوم استفاده شده يكنواخ
تا به حال مطالعات بسياري بر روي باززايي گياهان . است

 براي مثال، .)31( استشده چوبي در حال انقراض انجام 
با استفاده  Z. sinicaگونه  هاي زايي و باززايي گياهچه كال

) 2006(و همكاران  Jinتوسط از ريزنمونه جنين نابالغ 
در محيط كشت بيشترين باززايي گياهچه و شد  انجام

WPM هاي هورمون حاوي  BAP  وNAA دبدست آم 
 .Zباززايي گونه  2009همين محققان، در سال . )16(

schneideriana  با استفاده از ريزنمونه برگ در شرايط را
به را  WPMمحيط كشت اي انجام دادند و  درون شيشه

) μM 68/2( و BAP )μM 44/4( هاي همراه هورمون
NAA نمودند توصيه  براي باززايي گياهچه از كالوس 

)15(.  

مطالعه اي در زمينه  هاي انجام شده تاكنون بررسيبراساس 
با توجه به . استانجام نشده بومي ايران تكثير اين گونه 

كه  ،نبود مطالعات كافي در تكثير اين گونه نزديك به تهديد
در  پژوهششود، كمبود  مي ترهر ساله به انقراض نزديك

. بسيار ضروري به نظر رسيد درختي گونه اين زمينه تكثير
تكثير  ي برايتحقيق با هدف دستيابي به روشاين لذا 

Zelkova carpinifolia جلوگيري  در شرايط كشت بافت و
  .شداز نابودي اين گونه مهم جنگلي انجام 

  مواد و روشها
  Z. carpinifoliaايه گاه پارك جنگلي دلند يكي از ذخيره

انتخاب  به عنوان منطقه مورد مطالعه در شرق استان گلستان
هايي به قطر يك  ها و سرشاخه از شاخه هايي قلمه. شد

به عنوان نمونه متر از درختان سالم و درختان بيمار سانتي
كه قلمه گيري و ريشه زايي قلمه هاي  از آنجايي .جدا شد

موفقيت اجراي آن بسيار گونه آزاد بسيار مشكل بوده و 
ناچيز است، لذا اين پژوهش با استفاده از روش كشت 

لذا بدين منظور،  .شدزايي انجام  بافت و كالوس
و با استفاده از مايع جدا  از قلمهساقه  و هاي برگ ريزنمونه

هاي سطحي آن زدوده  دقيقه آلودگي 3ظرفشويي به مدت 
رچ كش بنوميل قاها پس از استريل شدن با  ريزنمونه. شد

)g/l 4 (محلول و  به مدت يك ساعتHgCl2 1/0  درصد
داده سه بار شستشو با آب مقطر استريل دقيقه،  7به مدت 

 .شد

 MSهاي  محيط كشت ها، منظور بررسي كالزايي ريزنمونه به
 درصد ساكارز با 2درصد آگار و  7/0حاوي  WPMو 

 املهاي رشد گياهي ش تنظيم كنندهتركيبات مختلفي از 
بنزيل آمينوپورين  - NAA( ،6(نفتالين استيك اسيد 

)BAP(، 2 ،4  دي كلرو فنوكسي استيك اسيد)2,4-D(  و
براي باززايي و . مورد استفاده قرار گرفتند )Kin(كينيتين 

و  MS )25( ،1/2 MSمحيط كشت  نوع سهتوليد گياهچه، 
WPM با تركيب متفاوتي از NAA ،Kin ،BAP ،2, 4-D  و

IAA 7/5(پس از تنظيم اسيديته . فاده شداستpH=(  محيط
انتي گراد درجه س 121دقيقه در دماي  20ها به مدت  كشت

و تيمارهاي  ها نوع محيط كشت. گرديد استريل در اتوكلاو
در جدول  زايي مورد استفاده در مرحله كالوس هورموني

   .شماره يك نشان داده شده است

 5/0×  5/0(رگ قطعاتي از ب زايي، منظور كالوس به
هاي كشت  بر روي محيط) متر ميلي 3- 4(و ساقه ) متر سانتي

زايي و تكثير  ها در مرحله كالوس كشت. قرار داده شدند
زايي به بعد در اتاق  كالوس در تاريكي و از مرحله جنين

ساعت  8ساعت روشنايي و  16رشد با شرايط نوري 
 25لوكس و دماي  4500-5000تاريكي، با شدت نور 

گراد نگهداري و هر چهار هفته در محيط  درجه سانتي
  ).18، 21، 2، 3(كشت مشابه واكشت شدند 

 درصد 7/0 حاوي MSكشت   ها از محيط كالوس براي رشد
  گرم ميلي  1  و  BAP ليتر در گرم ميلي 2 ساكارز،% 2 آگار،
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  .شد استفاده NAA ليتر در
  زايي مورد استفاده در مرحله كالوس و تيمارهاي هورموني ها نوع محيط كشت -1جدول 

  محيط كشت
كد محيط
  كشت

  )گرم بر ليتر ميلي( ها هورمون

   Kin 2,4-D BAP  NAA 

MS  *MBN - - 2  1  
MS  **M2K 2  1  -  -  

WPM  ***WBN - - 1  1  
 *MBN: MS+ BAP+ NAA, **M2K= MS+ 2,4-D + Kin, ***WBN= WPM+ BAP+ NAA 

و انتقال  زايي سوماتيكي جنيندر محيط  ها قرار دادن كالوس
زايي سوماتيكي  به منظور جنين :به محيط كشت باززايي

  . سه روش متفاوت مورد استفاده قرار گرفتبه ها  كالوس

ها به محيط كشت  زايي سوماتيكي، كالوس به منظور جنين -
MS  دارايNH4NO3 )MS+1.9mg/l NH4NO3 ( منتقل
به  MS كشت يطها به مح بعد از دو هفته، كالوس. شدند

 به منظور بلوغ جنين منتقل شدند mg/l( KNO3 1(همراه 
)KNO3  جنين مناسب نيست ولي براي بلوغ  القايبراي

ها به  هفته كالوس 5سپس، بعد از . )ثر استؤجنين بسيار م
 GA3ميلي گرم بر ليتر   05/0داراي  MSمحيط كشت 
 .)11( منتقل شدند

ختار گلوبولار از محيط هايي با سا به منظـور تمايز جنين -
 mg/l 2,4-D 0.5و  BAP 1.0 mg/lبه همراه  MSكشت 

ادامه تشكيل جنين گلوبولار براي سپس . استفاده گرديد
 mg/l 1 حاوي MSمحيط  يها زني جنين شكل و جوانه

BAP ،NAA 1 mg/l  وKN 0.5 mg/l  مورد استفاده قرار
 .)9( گرفت

 MS3%+2(زايي اوليه از محيط  به منظور جنين -

BAP+0.5 IAA (زايي ثانويه از محيط كشت  و جنين
)MS3%+1.5 BAP mg/l+0.5 mg/l IAA (استفاده گرديد. 

هاي سوماتيكي  جنينگياهچه، زني و توليد  به منظور جوانه
 انتقال يافتندبدون هورمون  Half-MS3%به محيط كشت 

)14(. 

ها در مطالعات  روش آماري و تجزيه و تحليل داده
مطالعات كشت بافت آزاد در شرايط درون  :فتكشت با

صورت آزمايشي در قالب طرح كاملا تصادفي با  اي به شيشه
و همچنين آزمايش فاكتوريل در قالب  ده تايي سه تكرار

تجزيه واريانس . شدطرح كاملا تصادفي با سه تكرار انجام 
با استفاده  از طريق آزمون دانكن ها و مقايسه ميانگين داده

 .گرديدانجام  SPSSم افزار از نر

  نتايج
رشد بر  هاي هاي مختلف و تنظيم كننده محيط كشت اثر

 هاي برگ و ساقه، ريزنمونه نتايج نشان داد: كالوس القاي
كالوس  القايقادر به  مورد استفادهمحيط كشت  3هر  در

زايي در آنها متفاوت  بودند ولي شروع و سرعت كالوس
 اي در تماس با محيط كشته زايي از قسمت كالوس. بود
شروع  هاي حاشيه كه برش يافته بودند، از قسمتويژه  به

روز بعد از  5تا  4 ،در ريزنمونه برگ. شد و گسترش يافت
 ليتر در گرم ميلي 2 هورموني تيماربا  MSكشت در محيط 

BAP ليتر در گرم ميلي 1 و NAA كالوس تشكيل شد 
ادامه از كشت هفته بعد  5تا  كالوس القاي). 2شكل (

موجب از دست رفتن  ،تعويق بيشتر آن اگرچه ،داشت
  .زايي شد قابليت كالوس

زايي تقريبا يك هفته بعد از  در ريزنمونه ساقه، كالوس
 1 و BAP ليتر در گرم ميلي 2 حاوي MSكشت در محيط 

سرعت به عبارت ديگر، . اتفاق افتاد NAA ليتر در گرم ميلي
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تمام  .از ساقه بود بيشتررگ زايي در ريزنمونه ب كالوس
زايي نمودند داراي رنگ  تر كالوس كه سريع يهاي نمونه

هايي كه ديرتر  نمونهنسبتا سبز روشن بودند ولي ديگر 

بافت تمام . زايي كرده بودند، كمي تيره بود كالوس
  . ها سفت و ترد بودند كالوس

 Z. carpinifoliaهاي برگ و ساقه  ريزنمونه كالوس از القايهاي مختلف بر روي  اثرات محيط كشت -2جدول 

  ريزنمونه  محيط كشت
زمان ظهور اولين كالوس

  )روز(
  بافت كالوس  رنگ كالوس

1* 
  سفت و ترد  سبز روشن 4-5 برگ
  سفت و ترد  سبز روشن 7 ساقه

2** 
  سفت و ترد  سبز روشن 6-8 برگ
  سفت و ترد  سبز تيره 9-10 ساقه

3***  
  ت و تردسف  سبز تيره 8-11 برگ
  سفت و ترد  سبز تيره 10-12 ساقه

*MS+BAP (2 mg/l)+NAA (1 mg/l); **MS+2, 4-D (1 mg/l)+Kn (2 mg/l); ***WPM+BAP (1 mg/l)+NAA (1 mg/l) 

هاي برگ و  زايي ريزنمونه نتايج تجزيه واريانس كالوس
پايه درختي متفاوت نشان داد كه  5ساقه درخت آزاد از 
ت و ريزنمونه در سطح يك درصد و متغيرهاي محيط كش

اما هيچ يك از . دار بودند درصد معني 5ژنوتيپ در سطح 
 داري با يكديگر نداشتند اثرات متقابل آنها تفاوت معني

)p>0.05(.  

 MSمحيط كشت  ،)3جدول ( بر اساس نتايج حاصل
 ليتر در گرم ميلي 1 و BAP ليتر در گرم ميلي 2 حاوي
NAA و محيط ) درصد 3/94(زايي  بالاترين درصد كالوس
 NAA (mg/l 1) و BAP (mg/l 1) به همراه WPMكشت 

 داد را نشان) درصد 3/60(زايي  كمترين درصد كالوس
)01/0 p≤( .ريزنمونه برگ زايي درصد كالوس )2/82 

  .بود) درصد 9/72(ساقه  بيشتر از) درصد
 هورموني تيمارهاي با WPM و MS هاي كشت يطمح در ساقه و برگ ريزنمونه زايي كال درصدميانگين  -3جدول 

  زايي درصد كالوس انواع متغير متغير

  محيط كشت
MS+BAP (2 mg/l)+NAA (1 mg/l) 

a 3/94  
MS+2, 4-D (1 mg/l)+Kn (2 mg/l)  b 78  

WPM+BAP (1 mg/l)+NAA (1 
mg/l) 

c 3/60  

  ريزنمونه
  a 2/82 برگ
  b 9/72  ساقه

محيط كشت ها در  رشـد كالوس نرخبا توجـه به اينكه 
MS ليتر در گرم ميلي 2 حاوي BAP ليتر در گرم ميلي 1 و 

NAA تكثير  براي، اين محيط كشت )3جدول ( بيشتر بود
  . انتخاب شد )Proliferation( كالوس

 مورد ريزنمونه نوع دو هر در: هاي جنيني كالوس القاي
، زايي با توجه به رنگ، بافت و زمان آغاز كالوس بررسي،

 و كالوس نوع اول، نرم، آبدار .شد مشاهده دو نوع كالوس 
كالوس نوع دوم، سفت، به رنگ  سبز متمايل به زرد و 

در هر دو . دار با رشد كم بود سبز رنگ و داراي بافت گره
هاي در  زايي از حاشيه و قسمت نوع كالوس شروع كالوس

 ،هاي بريده شده قسمت درويژه  بهتماس با محيط كشت 
  .)1شكل (طي چهار هفته بود 
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نوع : الف: ساقه و برگ ريزنمونه از شده ايجاد كالوس انواع -1شكل 
سفت، (نوع دوم : و ب) رنگ سبز متمايل به زرد نرم، آبدار و به(اول 

  )دار سبز رنگ و داراي بافت گره

  

اي سبز و ترد، ه در كالوس: هاي نابجا جوانه القاي
 يك يا دو هفته تشكيل شددر  )Primordium(پريمورديوم 

بر اساس . كردندهاي نابجا رشد  و طي دو تا سه هفته جوانه
ثير محيط كشت بر روي أفقط تنتايج تجزيه واريانس، 

، اما ريزنمونه و )p<0.01(دار بود  ها معني زني كالوس جوانه
 دار نبودند عنيريزنمونه و محيط كشت ماثرات متقابل 

)p>0.05( .كشت محيط در ها كالوس زني جوانه درصد I 
 ترتيب به III و II كشت هاي محيط به نسبت) درصد 97/7(
 معني طور به زني، جوانه درصد 86/1 و درصد 22/2 با

ميانگين تعداد  كلي، طور به). 4 جدول( بود بيشتر داري
  .وس بوددر هر كال 13/0جوانه در هر كالوس بين صفر تا 

  

هاي در محيط كشت ها زني كالوس ميانگين درصد جوانه -4جدول 
 مختلف

  ها زني كالوس درصد جوانه  محيط كشت
1* a 97/7  
2**  b 22/2  
3***  b 86/1  

*MS+ GA3 (0.05 mg/l); **MS+ BAP (1 mg/l)+ NAA 
(1 mg/l)+ KN (0.5 mg/l); ***MS+ BAP (1 mg/l)+ 
NAA (1 mg/l)+ KN (0.5 mg/l) 

يي كه اندام زايي كرده ها زايي، كالوس منظور ريشه به: دهي ريشه
 IBA (2(هاي رشد  با تنظيم كننده  به محيط كشت بودند

mg/l)+NAA (2 mg/l)( از اين طريق . منتقل شدند
دار شدند  زايي كرده بودند، ريشه هايي كه اندام كالوس

  ).2شكل (

در شرايط درون  Z. carpinifoliaمونه برگ نريزباززايي  -2شكل 
كشت برگ بر روي محيط ) هاي تازه رشد كرده، ب برگ) الف:  شيشه

) زايي از ريزنمونه برگ، ت كالوس) زايي، پ منظور كالوس كشت به
زني از  شروع جوانه) زا از ريزنمونه برگ، ث هاي جنين تشكيل كالوس

ر روي محيط كشت بزرگ شدن جوانه ب) زا، ج هاي جنين كالوس
  زايي و توليد گياهچه از كالوس برگ ريشه) باززايي، چ
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  بحث
اين بررسي : باززايي گياهچه كشت بافت درخت آزاد و
گياهان عاري از آلودگي  توليد به منظور حصول كالوس و

) Z. carpinifolia( آزاد جنگلي درختو همچنين باززايي 
  . شد انجام

تمامي محيط  ريزنمونه و براساس نتايج حاصل، هر دو نوع
زايي بودند ولي  قادر به كالوس بررسيهاي مورد  كشت

. هر يك متفاوت بود زايي در شروع و سرعت كالوس
هايي از محيط كه در معرض محيط  زايي از قسمت كالوس

 هاي حاشيه برش يافته بيشتر قسمتويژه  بهكشت بودند و 
بافت در زخمي شدن  كه اين موضوع بخوبي نشان داد. بود

زايي در  فعال شدن بيشتر كالوس ها باعث قسمت حاشيه
زايي  سرعت كالوس .شد هاي بافت  يسه با ديگر قسمتمقا

  .در ريزنمونه برگ بالاتر از ساقه بود

 در گرم ميلي 2 حاوي MS كشت محيط در اين بررسي،
 بهترين عنوان به NAA ليتر در گرم ميلي 1 و BAP ليتر

 .شد تعيين ها نمونه ريز در كالوس القاي براي كشت محيط
در  WMPمحيط كشت ) 2006(و همكاران  Wu بررسيدر 

به عنوان درصد كالزايي  1/59با  NAAو  BAPتركيب با 
در  .)31( شدكالوس معرفي  القايبهترين محيط كشت در 

تحقيق نيز اين تركيب محيط كشت بر روي ريزنمونه اين 
 3/60(ه تقريبا مشابهي نتيج Z. carpinifoliaساقه و برگ 

داشت ولي محيط ) درصد بدون توجه به نوع ريزنمونه
توانست كالزايي  NAAو  BAPبه همراه  MSكشت 

، از پژوهشاين در . را ايجاد كند) درصد 3/94(بالاتري 
كارايي محيط  WPMو  MSبين دو محيط كشت پايه 

به . بود WPMاين گونه بالاتر از  كالزايي براي MSكشت 
هاي  ترين محيط كشتي كه براي گونه متداول  طور كلي،

رود، محيط كشت موراشي و  كار مي درختي سخت چوب به
عمدتا، . و يا نوع تغيير يافته آن است) 25() 1962(اسكوگ 

هاي عناصر ميكرو و ماكرو نقش مهمي را در  غلظت نمك
 به توجه با). 1(كنند  ريزازديادي گياهان چوبي بازي مي

 WPM  و MS كشت محيط در نيتروژن مقدار كهاين
 بنابراين ،)مولار ميلي 12 و 60 ترتيب به( است متفاوت
 مقايسه در كالوس تكثير در MS كشت محيط بيشتر كارايي

 نيتروژن مقدار حضور دليل به تواند مي WPM محيط با
  ).6(باشد  بيشتر

و  كالوس نوع اول، نرم، آبداراز دو نوع كالوس ايجاد شده، 
نوع اول،   ظاهرا اين كالوس. سبزكمرنگ متمايل به زرد بود

. اي شد هاي بعدي قهوه و در طي زيركشت غيرجنيني بود
Xu  بر روي  نيز در تحقيق خود) 2005(و همكاران
گاهي اوقات ). 32(به اين امر اشاره نمودند  اي انگور گونه

دليل  اي و سياه را نشان دادند كه به هاي قهوه ها رنگ كالوس
و   Manjulaكه با نتايج  خير در زيركشت مشاهده گرديدأت

 ). 20( مطابقت دارد) 2000(همكاران 

هاي  زا معمولا قادر به ايجاد كالوس هاي غير جنين كالوس
جنين دار نيستند كه اين ممكن است به مراحل رشدي آنها 

در بسياري از . ها مرتبط باشد و بيان ژن در كالوس
هاي  ي نشان داده شده است كه بين كالوسي گياهها گونه
هايي برحسب مورفولوژي،  زا، تفاوت زا و غير جنين جنين

). 6( فيزيولوژي، متابوليسيم و الگوي بيان ژن وجود دارد
بسيار پايين بود و  هاي گونه آزاد، كالوس زايي در  جنين

زا  زا باقي ماندند و جنين جنينها غير بسياري از كالوس
به نتايج مشابهي ) 2005( و همكاران.Wu et al . نشدند
  .)31( رسيدند

گياهي هاي رشد  تنظيم كننده مانند نوعفاكتورهاي بسياري 
هر . دخيل هستندها  زايي موفق كالوس و ريزنمونه در جنين

هاي  در بسياري از گياهان از ريزنمونه زايي چند جنين
در بسياري از اما  .)30(مختلفي مشاهده شده است 

هاي  هاي گياهي نشان داده شده است كه ژنوتيپ نهگو
متفاوتي  زايي جنينهاي  فردي در يك گونه نيز ظرفيت

 زايي جنينهاي ژنوتيپي در ظرفيت  چنين تفاوت. دارند
سازي  هايي در توانايي فعال ممكن است بدليل وجود تفاوت

  Prange ).22(باشد  زايي عناصر كليدي در مسيرهاي جنين
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 گونه باززايي روي بر بررسي در ،2010 سال در همكاران و
 كالوس، با زايي جنين طريق از سيكلامن مختلف هاي

 رسيدند نتيجه اين به پروتوپلاست و سوسپانسيون كشت
 طريق از باززايي و زا جنين كالوس تشكيل توانايي كه

 به وابسته شدت به گونه هر در سوماتيكي زايي جنين
 شديد وابستگي كه كردند ذكر همچنين آنان. است ژنوتيپ

 درون اززاييب در كننده محدود عامل يك ژنوتيپ به
 قرار استفاده مورد پلاسم ژرم حفظ براي كه است اي شيشه
 بررسي با) 2016( همكاران و  Bradai). 26( گيرد مي

) .Olea europeae L( زيتون روي بر سوماتيكي زايي جنين
 يندافر مراحل تمامي يپيژنوت زمينه كه رسيدند نتيجه اين به

  .)5( دهد مي قرار ثيرأت تحت را ژنوتيپي زايي جنين

هاي انتقال يافته به  هاي نابجا از كالوس جوانه القايدر 
هاي سبز و ترد،  در كالوسهاي جديد،  محيط كشت

پريمورديا در طي يك يا دو هفته تشكيل شدند و در طي 
در اين بررسي، . كردندهاي نابجا رشد  دو تا سه هفته جوانه

 به) درصد I ()97/7(محيط كشت  زني در درصد جوانه
 مورد ديگر كشت محيط دو از بيشتر داري معني طور

را بهترين ) I(نيز محيط كشت ) Haq )2005. بود بررسي
باززايي پنبه از طريق تكثير كالوس  محيط كشت براي

، )2006( Gopi & Ponmurugan اگرچه .)11( دمعرفي نمو
را بهترين محيط كشت براي باززايي در ) II(كشت  محيط

Ocimum basilicum L.  معرفي كردند اما در گونه آزاد
. )9( بدليل سخت باززا بودن محيط كشت مناسبي نبود

Jain  (محيط كشت ) 2002(در سالIII ( را بهترين محيط
معرفي كرد  Phlox  paniculata كشت براي باززايي در

)14(. 

بسيار پايين  آزاد زني در اين گونه رصد جوانهطوركلي، د به
هاي  جوانه تعداد مورد بررسي ميانگينهاي  در كالوس. بود

در هر كالوس  13/0در هر كالوس بين صفر تا  تشكيل شده

گونه درختي جنگلي بسيار  اينباززايي  بنابراين،. بود
  .باشد مشكل است و ازجمله گياهان سخت باززا مي

ها در  يكي از بزرگترين چالش  اييز مشكلات در ريشه
 اي است هاي چوبي در شرايط درون شيشه ريزازديادي گونه

 زايي ريشه هاي كشت محيط در اكسين وجود ).15، 12( 
 بدون). 19( است دهي ريشه آغاز براي ملزومات از يكي

 اما شوند مي طويل و مانند مي سبز ها جوانه اكسين،
و همكاران  Jin ).29، 15( افتد نمي اتفاق زايي ريشه

زايي در طي  در تشديد ريشه  IBAبيان كردند كه ) 2009(
 است NAAثرتر از ؤكشت بافت درختان چوبي بسيار م

محيط  بهزايي،  براي ريشهها  تحقيق، كالوساين در . )15(
 2 و NAA ليتر در گرم ميلي 2با تيمار هورموني  MS كشت 
ز اين طريق ا. منتقل شدند IBA ليتر در گرم ميلي

 .دار شدند زايي كرده بودند، ريشه هايي كه اندام كالوس
 2 اكسين تركيب خود بررسي در صداقت و آبادي هاشمي
 را NAA ليتر بر ليتر ميلي 2 و IBA ليتر بر ليتر ميلي

اين  در كه كردند عنوان دهي ريشه براي تركيب بهترين
 به زملا). 13( بود دهي ريشه در ثريؤم تركيب نيز تحقيق
 تيمارهاي بيشتر در IBA و NAA تركيب كه است ذكر
 در را ثرتريؤم نتيجه مختلف تحقيقات در استفاده مورد

، 13( دارد تنهايي به ها هورمون از هريك استفاده با مقايسه
هرچند ژنوتيپ  و عوامل محيطي دو  ،)17، 4، 23، 27

 ).28(شوند  ثيرگذار در كشت محسوب ميأعامل مهم و ت
Yari  نيز در تحقيقات خود عنوان ) 2013(و همكاران

نمودند كه اهميت ژنوتيپ و تنظيم كننده هاي رشد، 
احتمالا بيانگر نقش ژنها و بيان متفاوت آنها در پاسخ به 

نتايج حاصل طوركلي،  هب ).33(تيمارهاي بكار رفته است 
نشان داد كه امكان باززايي گونه آزاد در شرايط درون 

  .ززا بودن وجود داشتسخت باجود با واي  شيشه
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Abstract 
Zelkova carpinifolia is one of the forest trees which is threatened by Dutch elm disease 
caused by Ophiostoma novo-ulmi. Forest reservoirs of this species are going to extinct, 
rapidly. This study was carried out in order to optimize callus induction and 
regeneration in Z. carpinifolia forest species. The research was carried out in 
completely randomized design with leaf and stem explants. The results of micro-
propagation on Z. carpinifolia revealed that percentage of callus induction in leaf 
(82.2%)>Stem explants (72.9%). The optimum medium for callus induction (94.3) was 
observed on Murashige and Skoog (MS) supplemented with BAP (2 mg/L) and NAA (1 
mg/L). Also, the maximum shoot regeneration response (7.97%) from callus was 
observed on MS medium supplemented with GA3 (0.05 mg/L). MS medium 
supplemented with IBA (2 mg/L) and NAA (2 mg/L) provided 70% rooting response 
which was then selected as optimum rhizo-genesis media. 

Key words: Zelkova carpinifolia, Zelkova tree, Tissue culture, Calligenesis, 
Regeneration 


