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  بهينه سازي دستورالعمل بكارگيري تترازوليوم در راش شرقي
  وحيده پيام نورو  *شادي ميرزاوندياني

  شناسيگرگان، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، دانشكده علوم جنگل، گروه جنگل

  15/11/93 :تاريخ پذيرش 26/8/92 :تاريخ دريافت
   چكيده

زني داراي اهميت هاي جوانهميزان قابليت حيات آن از طريق انجام آزمون انجام هرگونه كار اصلاحي بر روي بذر، تعيين براي
هاي بذري و به طور تري براي ارزيابي زنده بودن نمونههاي سريعهاي بيوشيميايي به صورت كلي روشآزمون. فراواني است

هاي ضعيف يا مرده طريق سنجش بافترسد خواب باشند، از زني كه به نظر مياختصاصي براي ارزيابي بذرهاي غيرقابل جوانه
سازي شرايط آزمون تحقيق حاضر با هدف بهينه. هاي يادشده استترين آزمونآزمون تترازوليوم از معمول. كنندارائه مي

آزمايش به صورت . شدتترازوليوم شامل غلظت محلول، دما و مدت زمان نگهداري بذور در محلول براي گونه راش شرقي انجام 
نتايج نشان داد فاكتورهاي مورد بررسي باعث ايجاد تغييرات . شدتكرار انجام  3تصادفي با  يل در قالب طرح كاملاًفاكتور

براي تعيين بهترين شرايط آزمون تترازوليوم نتايج اين آزمون با نتايج حاصل از . شوندپذيري بذور ميمعناداري در درصد رنگ
گراد درجه سانتي 30ساعت و دماي  18بذور به مدت خيس كردن تيمار . ه شدمقايس) MSدر محيط كشت(آزمون كشت جنين 

زني با استفاده آزمون جوانهبراي درصد تترازوليوم با بيشترين شباهت به نتايج آزمون كشت جنين، تيمار مناسب  5/0در محلول 
  .از محلول تترازوليوم انتخاب شد

  مانيتترازوليوم، راش شرقي، زنده: كليديهاي  واژه

  sh.mirzavandian89@yahoo.com :پست الكترونيكي، 09379115157: نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

انجام هر گونه كار اصلاحي و همچنين براي نخستين قدم 
باشد كه از شناسايي خصوصيات بذور ارزيابي قوه ناميه مي

قوه  ).1(شود  انجام ميزني هاي جوانهطريق انجام آزمون
ر زنده در مقدار معيني نمونه رصد يا سهمي از بذو، دناميه
بذر، فعاليت بودن  درجه زندهنشان دهنده و ) 23(باشد مي

- هايي است كه بتوانند واكنشمتابوليكي و دارا بودن آنزيم

زني و رشد گياهچه را هاي متابوليكي لازم براي جوانه
در  ها اطلاعات حاصل از اين آزمايش). 1(آناليز نمايند 

-روش. تواند مورد استفاده قرار گيردهاي مختلفي ميزمينه

توان وجود دارد كه مي قوه ناميههاي مختلفي براي تخمين 
-Xهاي بيوشيميايي، روش ، آزمونزنيجوانهبه آزمون 

REY در اين ميان . و آزمون كشت جنين اشاره نمود
ارزيابي تري براي هاي سريعهاي بيوشيميايي روشآزمون

و به طور اختصاصي ارزيابي بذرهاي  هابودن نمونهزنده 
رسد خواب باشند، از زني كه به نظر ميغيرقابل جوانه

. )3(كنند هاي ضعيف يا مرده ارائه ميطريق سنجش بافت
هاي يادشده ترين آزمونآزمون تترازوليوم كه از معمول

بذرها  صورت گسترده براي تشخيص قوه ناميه است و به
فنيل تترازوليوم شود، بر اساس واكنش تري تفاده مياس

كلرايد با هيدروژن حاصل از فعاليت آنزيم دهيدروژناز در 
- شود؛ اين واكنش سبب ميهاي زنده به كار گرفته ميبافت

-اي نامحلول در آب به نام فرمازان در سلول شود تا رنگيزه

رنگي به رنگ قرمز درآورد هاي زنده تشكيل و آنها را از بي
، 7(مانند رنگ باقي ميهاي غيرزنده به صورت بيا سلولام

15 .(ISTA (2003) پذيري جنين را براي الگوهايي از رنگ
به صورت . تعدادي از بذور جنگلي منتشر كرده است
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هايي كه در ليست فوق پراكنده مطالعاتي نيز در مورد گونه
و در انجام شده مختلف محققان قرار ندارند توسط 

ي مرجع مربوط به ايستا معرفي شده است كه ژورنالها
 ,.Kak et alتوان به چند مورد اشاره كرد؛ به طور مثال، مي

هاي ، دما و زماناعلام كردند كه تغيير ميزان غلظت (2008)
پذيري متفاوتي در مختلف باعث بوجود آمدن ميزان رنگ

شود، در اين تحقيق شرايط مي Jatropa curcasبذور گونه 
درصد  1/0بذور، در غلظت خيس كردن م براي آزمون اپتيم

درجه  30ساعت در دماي  6محلول تترازوليوم به مدت 
درصد به  25/0در غلظت خيس كردن گراد و يا سانتي
 .گراد معرفي شددرجه سانتي 40ساعت در دماي  4مدت 

براي گونه  Gupta et al,. (2010)مشابه همين نتايج را 
Baliospermum muntanum  به دست آوردند، بيشترين

درجه  35با دماي آزمايش % 025/0پذيري در غلظت رنگ
 17در محلول به مدت خيس كردن گراد و زمان سانتي

پذيري نيز در ساعت مشاهده شد و كمترين ميزان رنگ
. ساعت اتفاق افتاد 4درجه و زمان  20، دماي 05/0غلظت 

واده متعلق به خان Fagus orientalisراش شرقي 
Fagaceae4( است ، از درختان پهن برگ با ارزش( .

فاقد راش بذر . شود ميانجام تجديد نسل آن از طريق بذر 
اندوسپرم با خواب نسبتاً طولاني مربوط به پوسته است كه 

شده است  زنيتاكنون موجب مشكلاتي در بازده جوانه
هاي و تكنيك) 27(مطالعات هيستوشيمي  ).5، 24، 28(

بذر اين گونه و نقش آن  ستهدر پو حضور فنول) 9(عملي 
و  پوسته. )11( دهندزني را نشان ميدر جلوگيري از جوانه

از قبيل هاي مختلفي به وسيله مكانيسم توانندتستا مي
، )12، 26( مصرف اكسيژن و جلوگيري از تبادل گازها

هاي رشد خروج مهاركنندهر، ، نفوذ نو)19، 26( جذب آب
زني مانع جوانه آنو ممانعت از رشد  )10، 26( از جنين

چرخه توالي و تكامل  در راش شرقي ).22، 26(د نشو
نقش بسيار مهمي دارد، به عنوان  ي شمال كشورهاجنگل

هاي ارتفاعي هاي اصلي كليماكس در دامنهيكي از گونه
- آيد و عمدهمتر از سطح دريا به حساب مي 700- 2000

به طوري كه  ،دهدرا تشكيل مي هاجنگلاين ترين مساحت 
را به خود تعداد در هكتار % 24حجم و % 30در حدود 

 در كه يمهم نقش علته ب). 6(است  اختصاص داده
 بازي خزري هايجنگل هاي اكوسيستم ساختار و تركيب

بدست  و در نتيجهانجام شده تحقيقات زيادي  كنديم
ميه بذور آن ناقوهارزيابي سريع براي آوردن شرايط اپتيمم 

اپتيمم  شرايط ISTA. اهميت فراوان دارد در آزماشگاه
خيس ساعت  18آزمون تترازوليوم را براي جنس راش، 

درجه  30درصد در دماي  1در محلول تترازوليوم كردن 
ئه ااين تحقيق با هدف ار .گراد معرفي كرده استسانتي

ه با استفاد شرقي راشبذور  قوه ناميهطرحي براي ارزيابي 
از آزمون تترازوليوم و با توجه به عدم وجود پروتكل 

، شكل ISTA (2003)مربوطه براي اين گونه در ليست 
انجام شده از آنجايي كه بر اساس تحقيقات  .گرفته است

ار مناسب جهت شكست ميزان خواب بذر و در نتيجه تيم
، متفاوت است بذردهي مختلفهاي و در سالمبدأ آن در 

اين آزمايش تحقيقي مبدأ با در مورد بذور  و) 9، 13، 20(
و همچنين خواب راش شرقي مربوط به پوسته انجام نشده 

از آزمون كشت جهت حصول اطمينان، در نتيجه  ،آن بوده
تايج آزمون تترازوليوم استفاده براي مقايسه با ن جنين
  .گرديد

  مواد و روشها
ته كلادر منطقه شصتدرختان راش بذور مورد مطالعه از 

دقيقه تا  41درجه و  36گرگان واقع در عرض جغرافيايي 
درجه و  54دقيقه شمالي و طول جغرافيايي  45درجه و  36
به عد بآوري و جمع 1390در سال دقيقه شرقي  20

هايي انتخاب و از توده بذر نمونه. آزمايشگاه منتقل شدند
براي . )16(با مخلوط كردن آنها يك نمونه معرف تهيه شد 

 91/22و  1620را در  K2Po4گرم  71/14يه محلول بافر ته
با بعد ليتر آب مقطر حل و ميلي 2430را در  Na2HPo4گرم 

در مرحله بعد براي تهيه محلول ). PH= 7( شدهم مخلوط 
، 75/6درصد تترازوليوم به ترتيب به ميزان  5/1و  1، 5/0
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را  يكهرگرم نمك تترازوليوم كلرايد  25/20و  5/13
ريخته و حل ليتر از محلول بافر ميلي 1350در انه جداگ
و  لبه وسيله اسكالپ) پوسته بذور(بذور پ رپريكا .شد
درجه  20جدا و بلافاصله در آب مقطر با دماي  پنس
جدا  تستاساعت  18پس از گذشت . گراد معلق شدندسانتي

 ).15(معلق شدند  PH=  7و در محلول تترازوليوم با 
تصادفي  اكتوريل در قالب طرح كاملاًآزمايش به صورت ف

. شدانجام ) عدد بذر 50رار شامل هر تك(تكرار  3با 
، مدت زمان معلق ل تترازوليومهاي مختلف محلوغلظت

و دماي قرارگيري ) ساعت 24و  18، 15(ماندن در محلول 
مورد ) گراددرجه سانتي 35و  30، 25(محلول حاوي بذور 
معين بذور ذشت مدت زمان پس از گ. ارزيابي قرار گرفت

شستشو و مورد بررسي قطر از محلول خارج و با آب م

-الگوي رنگ 4به طور كلي  پس از بررسي. قرار گرفتند

  ):1شكل (پذيري در بذور مورد مطالعه شناسايي شد 

 .اندطور كامل و يكنواخت رنگ شدهبذوري كه به .1

ها رنگ و قسمت بيشتر لپه يجنينمحور بذوري كه  .2
 .است گرفته

- رنگ نگرفته و داراي بافت يجنينمحور بذوري كه  .3

ها رنگ گرفته هايي از لپههاي مرده هستند اما قسمت
 .است

 .رنگ هستندبي بذوري كه كاملاً .4

به عنوان دسته اول و دوم ماني، ي ارزيابي ميزان زندهبرا
دو دسته ديگر به عنوان بذور غير زنده در نظر  بذور زنده و
  .)14، 18(گرفته شدند 

  

  
  ب                                            الف           

  
  د                                            ج                     

سمت بيشتر و ق يجنين محور پذيريرنگ) ب ،پذيري كامل و يكنواخت بذوررنگ) الف .Fagus orientalisپذيري در بذور الگوي رنگ -1 شكل
  پذيري رنگعدم ) د ،)هاي مرده هستندرنگ نگرفته و داراي بافت محور جنيني(ها هايي از لپهپذيري قسمترنگ) ج ،هالپه
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در آزمون كشت جنين كه براي تعيين قوه ناميه بذور 
استفاده مي شود، جنين بذرها خارج و كشت داده شده و 

جام آزمون محيط انبراي . شودزني محاسبه ميميزان جوانه
درصد  3هاي رشد گياهي و داراي فاقد هورمون MSكشت 

به ). 5(تنظيم گرديد  7/5محيط برابر  PHساكارز آماده و 
دقيقه در  20ها به مدت منظور سترون سازي، محيط كشت

بذور طي يك . گراد اتوكلاو شدنددرجه سانتي 120دماي 
دقيقه  10 قرار دادن بذرها به مدت - 1(اي مرحله 4روش 

بار  5مقطر سترون شستشو با آب - 2 ،درصد 70در اتانول 
استفاده از هيپوكلريت سديم  - 3دقيقه،  5هر بار به مدت 

مقطر شستشو با آب - 4 ،دقيقه 20درصد به مدت  25
لايه . سترون شدند) دقيقه 5بار هر بار به مدت  5سترون 

شرايط  در ژرميناتور باتستا حذف و بعد بذور و  اندوكارپ
 4500- 5000ساعت روشنايي و شدت نور  16نوري 

اين . گراد كشت گرديدندسانتيدرجه  25لوكس و با دماي 

تكرار  هر( تكرار 3تصادفي با  آزمون به صورت كاملاً
 با هاداده تحليل و تجزيه. شدانجام  )عدد بذر 50شامل 
ميزان تأثير هريك از انجام و  Spss 16.0  افزار نرم كمك
يط ذكر شده آزمون به تنهايي و اثر متقابل آنها بر درصد شرا
تعيين بهترين شرايط براي . گرديد تعيينپذيري رنگ

پذيري نزديكتري با مقدار به آزمون، تيماري كه ميزان رنگ
 دست آمده از آزمون كشت جنين داشت با استفاده از

  .آزمون دانكن انتخاب شد

  نتايج
هاي تجزيه واريانس دادهبر اساس نتايج بدست آمده از 

اثرات اصلي و متقابل  .پذيري بذور مشخص شدرنگ
% 99تيمارهاي اعمال شده اختلاف معناداري در سطح 

داشته ولي اثر سه جانبه تيمارها، تأثير معناداري بر ميزان 
 ).1جدول (پذيري بذور نداشته است رنگ

متق- 1جدول اصلي و  ثرات  ز ا ريانس حاصل ا ايج تجزيه وا ت يومن ترازول ت آزمون  شرايط    ابل 
  ميانگين مربعات F مقدار  مقدار معناداري

  
  منابع تغييرات مجموع مربعات آزادي درجه

 غلظت 72/7473 2 86/3736 83/39 000/0**

 دما 45/12708 2 22/6354 72/67 000/0**

 زمان 82/2476 2 40/1238 2/13 000/0**

 ادم×غلظت 03/3472 4 00/868 25/9 000/0**

 زمان×غلظت 81/2326 4 70/581 2/6 000/0**

 زمان×دما 50/4726 4 62/1181 6/12 000/0**

ns68/0 71/0 82/66 8 55/534 زمان×دما×غلطت 

 خطاي آزمايشي 70/5066 54 83/93  

 كل 02/38785 81   

Ns  باشنددرصد مي 1دار در سطح معنيدرصد و وجود اختلاف  5دار در سطح به ترتيب بيانگر عدم وجود اختلاف معني :**و.  
مقايسات ميانگين فاكتورهاي مختلف اين آزمون نشان داد 

پذيري بيشتري مقادير بالاي اين فاكتورها باعث ايجاد رنگ
با % 5/1و  1هاي در اين مقايسات غلظت. در بذور شدند

طور مشترك در يك پذيري در بذور به اد بيشترين رنگايج
فتند و داراي تفاوت معناداري در ميزان قرار گر) a(دسته 

مقايسات . بودند) b% (5/0پذيري نسبت به غلظت رنگ
كه بين هر سه گروه در كرد ميانگين فاكتور دما مشخص 

. درصد اختلافات معناداري وجود دارد 99سطح احتمال 
پذيري در گراد با بيشترين ميزان رنگدرجه سانتي 35دماي 

گراد با كمترين ميزان درجه سانتي 25و دماي ) a(دسته اول 
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غلظت و . قرار گرفتند) c(پذيري در دسته سوم  رنگ
پذيري باعث دماهاي بالاتر علاوه بر افزايش ميزان رنگ

 24و  18هاي زمان .تري در بذور نيز شدندايجاد رنگ تيره

پذيري به طور مشترك در  ساعت نيز با بيشترين ميزان رنگ
- ساعت با كمترين ميزان رنگ 15 و زمان) a(يك گروه 

  ).2شكل (قرار گرفتند ) b(پذيري در گروه ديگري 

     
  پذيرير ميزان رنگب دماي محلولهاي مختلف محلول تترازوليوم، مدت زمان معلق ماندن بذور در محلول و تأثير غلظت -2شكل 

  
پذيري حاكي از تفاوت قابل توجه در ميزان رنگ ،نتايج

). 2جدول (بذور تحت تيمارهاي مختلف آزمون بود 
خيس كردن ساعت  15پذيري در تيمار بيشترين ميزان رنگ

گراد، به درجه سانتي 35در دماي % 1در محلول تترازوليوم 
خيس ساعت  24و پس از آن در تيمارهاي % 77/97ميزان 
درجه  30در دماي % 5/1در محلول تترازوليوم كردن 
در محلول تترازوليوم خيس كردن ساعت  18گراد، سانتي

خيس كردن ساعت  24گراد و درجه سانتي 35در دماي % 1

گراد با درجه سانتي 35در دماي % 1ترازوليوم در محلول ت
. ديده شد% 55/95تيمار به ميزان  3پذيري براي هر رنگ

خيس ساعت  15پذيري نيز در تيمار كمترين ميزان رنگ
درجه  25در دماي % 5/0در محلول تترازوليوم كردن 
 15و پس از آن در تيمار % 55/15گراد به ميزان سانتي

 25در دماي % 1حلول تترازوليوم در مخيس كردن ساعت 
  .شدمشاهده % 55/35گراد به ميزان درجه سانتي

  
و مقايسه  .Fagus orientalis Lپذيري بذوربر ميزان رنگ) مدت زمان معلق ماندن، غلظت و دماي محلول تترازوليوم(تأثير شرايط آزمون  -2جدول 

  با نتايج كشت جنين
  گراددرجه سانتي 35  گراددرجه سانتي30 گراديدرجه سانت25 غلظت تترازوليوم  زمان
 
 

  ساعت 15

5/0 i55/15 ij33/53  abc33/93  
1 k55/35 hi77/57  a77/97  
5/1  ghi60  abcdef44/84  abcd89/88  

 
 

  ساعت 18

5/0 hi78/57 efghi89/68  bcdefg77/77  
1  abcdef99/79  abcd89/88  ab55/95  
5/1  defgh33/73  abcdef22/82  cdefgh55/75  

 
 

  ساعت 24

5/0  jk77/37  ij33/53  bcdefg77/77  
1  fghi66/66  abcdef22/82  ab55/95  
5/1  abcde66/86  ab55/95  abcde67/86  

    efgh92/68  كشت جنين
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، لپه MSروز پس از كشت جنين در محيط كشت  12تا  10
ها متورم شده و به رنگ سبز درآمدند و همزمان اكثر جنين
چه و محور زير لپه از بين ريشه ،زشدن كردندشروع به با

ها دچار آلودگي شدند با اينكه اكثر نمونه. آنها نمايان شدند
شكل (ها كاملا مشهود و داراي برگچه شدند اما گياهچه

3(.  

  
  MSهاي حاصل از كشت جنين در محيط كشت گياهچه -3شكل 

-جوانه در اين بين تعدادي از بذور به علت عدم توانايي در

در آخر . اي درآمده و پوسيده شدندزني به رنگ قهوه
  .تعيين شد% 92/68زني بذور جوانه

  بحث
اي در هاي تعيين و تشخيص بنيه بذر اهميت ويژهآزمون

با وجودي . مختلف مرتبط با بذر دارند هاي اجراي آزمايش
كه هيچ آزموني به طور جامع نتوانسته جايگزين آزمايش 

ولي آزمون هاي ديگري ) 2(زني بذر شود نهاستاندارد جوا
كه به مدت زمان كمتري براي اجرا نياز دارند طراحي شده 

آزمون تترازوليوم يكي از . شوندو به وفور استفاده مي
صوص بوده و بيشتر زماني كه ها در اين خترين روشسريع
زني به علت ركود بذر است انهزدن با كاهش جوجوانه

بهينه سازي شرايط اين آزمون . گيردار ميمورد استفاده قر
شرايط دور . تر اهميت دارددر به دست آوردن نتايج دقيق

- از حد اپتيمم آزمون باعث ايجاد خطا در درك ميزان رنگ

هاي بسيار تيره امكان پذيريشوند؛ در رنگپذيري مي
- هاي زنده بذور از بخشاشتباه در درك تفاوت بين بخش

پذيري خيلي ، رنگيكي وجود داردانهاي آسيب ديده مك
روشن هم ممكن است منجر به اشتباه در مورد درك 

از ). 20(تفاوت بين بعضي از بذور زنده و غير زنده شود 
فاده از آن را به تطرفي قيمت بالاي نمك تترازوليوم لزوم اس

بهينه براي . كند ميميزان حداقل مورد نياز كاملا توجيه 
عامل دما، غلظت و مدت زمان  سازي شرايط آزمون سه

مورد بررسي قرار گرفت و گيري بذور در محلول، قرار
 ،عوامل فوقتأثير پذيري بذور تحت مشخص شد رنگ

 Kak etشود كه با نتايج متفاوت و در مقادير بالا بيشتر مي

al,. (2009)  وGupta et al,. (2010) ايستا. مطابقت دارد 
 رازوليوم را براي خانوادهيمم آزمون تتشرايط اپت )2003(

 1در محلول تترازوليوم خيس كردن ساعت  18راش، 
گراد معرفي كرده است، درجه سانتي 30درصد در دماي 

شرايط ذكر شده به صورت كلي بوده و هر دو جنس بلوط 
بهتر . گيردمي و راش را كه در كشورمان وجود دارند دربر
هاي مختلف نهاست ميزان اپتيمم اين پارامترها براي گو

اند بخصوص بومي كشور كه در ليست ايستا نيامده
طبق  .مشخص و با اطمينان بيشتري به كار گرفته شوند

ناميه حاصل از كشت جنين بذرو صل ميزان قوهنتايج حا
هاي مورد از تيمار. تشخيص داده شد% 89/68 راش شرقي

در محلول تترازوليوم خيس كردن ساعت  18بررسي تيمار 
پذيري با ميزان رنگ(گراد درجه سانتي 30، در دماي 5/0%

بيشترين شباهت را به نتايج مربوط به كشت %) 89/68
انجام آزمون براي ترين تيمار مناسب رو از اين ،جنين داشته

با وجود اينكه . ده شداميه بذر اين گونه تشخيص دان قوه
هاي بالاي پذيري در تيمارهاي با غلظتحداكثر رنگ
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، اندوليوم و همچنين دماي آزمايش بالاتر حاصل شدهتتراز
زيرا  ،شوند توانند به عنوان بهترين معرفينمي بنابراين

پذيري به تنهايي و بدون مقايسه با توجه به حداكثر رنگ
 تواند معيار مناسبيناميه نمي هاي تعيين قوهساير آزمون

-هوآزمون قانجام براي به اين ترتيب . انتخاب باشدبراي 
در محلول خيس كردن ساعت  18ناميه بذور راش شرقي 

توصيه  گراددرجه سانتي 30، در دماي %5/0تترازوليوم 
-اميد است نتايج اين تحقيق بتواند براي اصلاح. گردد مي

 هاي انجام تحقيقات خود نياز به آزمايشبراي گراني كه 
 مؤثر واقع ،راش شرقي را دارند زني در مورد گونهجوانه
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Standardization of the Tetrazolium test in East Beech 
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Abstract 

To perform any breeding work on seed, determination of its life ability amount via 
germination test is very important. In general, biotechnical tests present rapid methods 
for evaluating viability of seed samples and specificalty to assess non-germinable seeds 
which seems to be dormant through the measurement of weak or dead tissue. 
Tetrazolium test is the most common of these tests. This study aims to optimize 
Tetrazolium test conditions including concentration, temperature and storage time on 
seeds in Fagus orientalis. Factorial experiment was conducted in completely 
randomized design in three replications. the results of this experiment was compared 
with the obtained results from embryo culture test (in MS medium) for evaluating the 
best condition of tetrazolium. Soaking treatment of seeds for 18 h at 30°C in a solution 
of 0/5% Tetrazolium test results with the greatest similarity to embryos cultured was 
selected as suitable treatment for germination test using tetrazolium protocol in Fagus 
orientalis.  
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