
)(Acer cinerasensاز طريق کشت سرشاخه

١میترا امام

چکیده
جنس افرا هاي مهم و با ارزش، یکی از گونه)Acer cinerasens(درخت کیکم 

)(Acerمشکلات متعدد ازدیاد آن از طریق . کنداست که در ناحیه رویشی زاگرس رشد می
افرا، ما را به انجام این هاي درختان بالغ زایی سخت قلمهویژه ریشهروشهاي معمول تکثیر به

به روش کشت در پژوهش حاضر، امکان ریزازدیادي درخت کیکم . تحقیق رهنمون ساخت
بررسی ،)هاي شاخه درخت بالغجوانه سبز شده از قلمه: ریزقلمهو جوانه انتهایی(اي سرشاخه

رویشگاههاي طبیعی گیاه واقع در جنگلهاي منطقه هاي برگزیده در ها از پایهنمونهابتدا . شد
سازي سرچهان شیراز و قلاجه کرمانشاه در فصول مختلف سال، برداشت شد و پس از سترون

ترین مناسب. مستقر شدندDKWوMSهاي کشت در محیطهاي متفاوت، با تیمار
با ) نیترات4/1داراي غلظت MSدر محیط و ریزقلمه زایی و رشد طولی از جوانه شاخه

میلیگرم در 05/0ومیلیگرم در لیترکینتین1/0و 2ipمیلیگرم در لیتر5/0ترکیب هورمونی 
و آسکوربیک اسید GAمیلیگرم در لیتر 25/0وIBAلیترمیلیگرم در01/0وTDZلیتر 
مال هاي تکثیر یافته اعزایی بر شاخهتیمارهاي مختلف ریشه.میلیگرم در لیتر بدست آمد100

.شد، ولی نتیجه آن مثبت نبود

.ریزقلمهوانتهاییجوانۀسرشاخه، کشت، کیکم:يکلیدي هاواژه
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مقدمه
Acer(گونه کیکم  cinerasens ( از راسته ساپنتال، تیره افرا)Aceraceae ( جنس افرا

)(Acerچهارمحال فارس و ،کرمانشاهکردستان،این گیاه بومی جنگلهاي لرستان،.است
در صنعت براي تهیه . ردچوب این درخت مصارف صنعتی و زینتی دا.استبختیاري و 

در باغبانی براي کاشت چوب سبک و از نظر زینتی در درختکاریهاي حواشی خیابانها و
ن آدر مصارف روستایی از .گردددر باغهاي کوچک آفتابگیر و خاکهاي فقیر استفاده می

بهره برداري برگ آن براي تعلیف دامازوشپزخانه لوازم آها و تهیه براي پوشش خانه
از چراي مفرط و بداستمشکلات تکثیرجنسی گیاه از طریق بذر عبارت . شودمی

نارس، ناسالم و آفت زده با قوه نامیه رهايهاي جنگلی که سبب ایجاد بذشکلی توده
با هايکارپیک و بذرهاي پارتنونامناسب و در نتیجه تمایل شدید این گونه به تولید میوه

نیز از دلایل کمی آن نیمبرهاي خالی گشته و فقدان پوشش سخت اسکلرانشیمی 
افرا به دلیل خشک شدن سریع قادر به هاياز طرفی بذر. باشدمیگونه مزبور زادآوري 

جنگلکاران را به تکثیر غیرجنسی مانی در طولانی مدت نبوده و این مشکلات،زنده
افرا به دلیل هاي سخت چوب نظیردر مورد بیشتر گونه.نموده استگونه مزبور متمایل 

ها به دهی مشکل قلمهدوره طولانی جوانی و عدم گلدهی مناسب و نیز ریشه
در ایران بر روي کیکم تنها مطالعات .ریزازدیادي آنها توجه خاص شده است

اگرس آمده و صورت گرفته و نام آن در فهرست گیاهان ناحیه رویشی زیتاکسونومیک
در آن انجام نشده و ی اختصاصی در موردختگونه بررسی بوم شناختی و جنگل شناهیچ

باباییان، (استگزارش نشده هاي مختلف افرا نیز تحقیقیزمینه کشت بافت گونه
هاي مختلف جنس افرا به قرار زیر مروري بر گزارشهاي موفق ریزازدیادي گونه). 1380

مخروطیان و تعداد کمی از از نتیجه گرفت که در مورد بعضی )Chalupa)1987:بود
هاي گرفته ریزازدیادي با ریزنمونه، FagusوAcerهاي درختان سخت چوب نظیرسجن

کشت رويبر) Withers)1976.شده از درختان بالغ با مشکل روبرو است
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ختان بالغ در)Rohr)1985.تحقیق نمودAcer pseudoplatanusسوسپانسیون سلولی 
هاي اولیه تکثیر نمود و اینرا با استفاده از تنه جوشها به عنوان ریزنمونهافرا 

NorthcoteوWright.رشد کرده و ریشه دادندغلظت 3/1با MSها بر محیطسرشاخه

هاي بر محیط واجد غلظت کم کینتین ریشهAcerاز کالوسهاي کشت شده)1972(
(.کوتاه بدست آوردند Cheng1978( در تحقیقی در زمینه کشت بافتAcer

platanoides ١ها بر محیطسرشاخهکشت که دریافتMS2تغییر یافته در حضورIBA

Rohrو)Chalupa)1983.دهدهاي متعدد را تشکیل میهفته شاخه6بعد از 3BAو

بري این گونهاهاي نهالهاي بذري و قطعات کوتاه گرهسرشاخهکشت از)1985(
و بعد ندسیتوکنینها تکثیر شاخه را انجام دادبه همراه 4MCMتغییر یافته وMSمحیط
دار غلظت ریشه2/1با MCMسانتیمتر را بر محیط3تا 5/1هاي با طول شاخه
در A. rubrumریزقلمهربرتشکیل ریشه د) 1990(وهمکاران Mcclelland.ندنمود

ها در درون شیشه دند و اعلام نمودند که ریشهشرایط درون و بیرون شیشه کار کر
با توجه به .اندتري داشتهسلولهاي پوششی طویلتر و سیستمهاي آوندي توسعه یافته

مشکلات متعددي که تکثیر گونه کیکم از طریق روشهاي معمول قلمه زنی و بذر 
ت داشت، در این تحقیق امکان ریزازدیادي گونه کیکم از طریق کشت سرشاخه درخ

.بالغ و نیز ریزقلمه آن مورد بررسی قرار گرفت

1- Murashige & Skoog medium.
2- Indole butyric acid
3- 6- Benzylaminopurine
4- Mc cown Woody Plant Medium
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مواد و روشها
عنوان در شیراز و کرمانشاه به) سال سن50در حدود ( درخت کیکمبالغپایهدو 

طور مجزا برداشت و به هاي آنها بهو سرشاخهعلامت گذاري ،پایه مادري انتخاب
:روش زیر سترون گردید

70و محلول اتانل کشی با مایع ظرفشوییبرسشامل پیش تیمار سترون سازيابتدا 
، پوسته برداري از درصد70ثانیه در الکل 60تا 30ها به مدت قرار دادن نمونهدرصد،
صورت اسید اسکوربیک جهت کاهش مواد فنولیکاستفاده از محلولها و نمونه

درصد در زمانهاي 1/0کلرور مرکوریک ها از محلولراي سترون کردن جوانهب. گرفت
ها در آخرین مرحله شستشو در آب جوانه. استفاده شد) دقیقه6تا 2از ( مختلف 

ها حاوي یک یا دو جوانه و یک نمونهریز. شدحاوي اسید اسکوربیک سترون نگهداري 
میلیمتر از 2تا 1محیط،رويقبل از قرار دادن . سانتیمتر بودند5/1تا 5/0پایه به ابعاد 

غلظت نیترات، و داراي 4/1با MSمحیط کشت از .اي قاعده آن قطع گردیدانته
شد ها استفاده جوانهاستقرار اولیه میلیگرم در لیتر براي5/0غلظت رايدا١2ipهورمون 

میلیگرم در لیتر آسکوربیک اسید100ها، محلول نمونهریزترشحات فنلیو براي حذف 
. گردیداضافه به ترکیب محیط کشت

با ٢DKWوMSشاخه زایی در دو نوع محیط کشت، استقرار و رشد جوانهپس از
میلی گرم در 5/0و 1/0در غلظتهاي کینتینو 2ipو 5/0در غلظت BAهورمونهاي

میلی گرم در لیتر در 01/0در غلظت ثابت IBAاز هورمون اکسین . لیتر صورت گرفت
آماري اعداد مربوط به ضریب ازدیاد یا جهت آزمون . تمام تیمارهاي کشت استفاده شد

1- α-γ-γ Dimethyl allyl amino purine
2- Driver & Kuniyuki Walnut medium
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ها، و رشد طولی شاخه) متوسط تعداد جوانه و شاخه در هر تکرار(قدرت تکثیر 
) ظرف کشت و در هریک سه ریزنمونه5(15تعداد تکرارها در هر تیمار .انتخاب شد

.انجام گردیدهفته بود4ها کشتبازفاصله این آزمایشها در طی سه بازکشت که . بود
بر پایه طرح ) محیط کشت و هورمون: عوامل(نتایج در قالب طرح فاکتوریل دو عاملی 

و حداقل قرار گرفتمورد بررسی،MSTATCو با کمک نرم افزارکاملاً تصادفی 
هاي شاخه. شدمحاسبه05/0ها با آزمون دانکن در سطح دار در بین دادهتفاوت معنی

هر گونه هورمون فاقدنیتراتغلظت 4/1با MSطویل شده به مدت یکماه در محیط 
مرحله در تیمارهاي مختلف جهت تولید این هاي بدست آمده از شاخه.کشت گردید

ها در محیط کشت کشت شاخه-1: این تیمارها عبارت بودند از. ریشه قرار داده شد
ومیلیگرم در لیتر ) 5و 3، 1(در غلظتهاي متفاوت ١NAAوIBAحاوي هورمونهاي 

ها به مثابه یک قرار دادن شاخه-2،ها به تیمارهاي تاریکی کوتاه مدتبعد انتقال نمونه
در مدت زمان کوتاه و انتقال آنها در محیط IBAریز قلمه در محلول هورمون غلیظ

.کشت فاقد هورمون
پایه از شاخه گرفته شده هايقلمه:ها به عنوان ریزنمونه کشتاستفاده از ریزقلمه–

دقیقه و 7در هزار براي مدت 5و شیراز پس از استریل با قارچ کش بنومیل رمانشاهک
دقیقه، به مخلوط ماسه و 2مدتبراي IBAمیلیگرم بر لیتر 1000وري در محلول غوطه

هاي سبز جوانهپس از یک ماه .برده شددر گلدان و در شرایط گلخانه پرلیت استریل 
دقیقه 3مدتدرصد براي1/0ول کلرورمرکوریک در محلهاي مزبور شده بر قلمه
غلظت از MS)3/1کشت شستشو با آب مقطر استریل به محیطپس از و استریل شد 

میلیگرم بر لیتر برده 01/0و 5/0به ترتیب در غلظتهاي IBAو2ipبا هورمون ) نیترات
. شد

1- Naphtylaceticacid
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يجنتا
رداشت جوانه از نظر فصل مناسب ب) 1جدول شماره(با توجه به تیمارهاي استریل 

ها پس از استریل، زمستان تشخیص داده شد که روش مناسب مانی نمونهدرصد زنده
درصد به 1/0ها در این فصل استفاده از محلول کلرور مرکوریک سترون سازي جوانه

العاده زیاد از قاعده وجود ترشحات فنلی فوق.دقیقه براي هر دو ژنوتیپ بود6مدت 
افزودن آسکوربیک اسید بود و ها در محیط کشت انع از استقرار مناسب جوانهها مجوانه

محدودیت استقرار . میلیگرم در لیتر این مشکل را تا حدودي حل نمود100در غلظت 
ها پس از آلودگی نهان نمونه،)بهمنو آذر، دي (هاي این گیاه به سه ماه از سال جوانه
هاي جانبی نیز از ایی و عدم رشد فعال جوانهزي شدن، کالوساکشت، شیشهبازسه 

ي شدن اهشیشعارضه رفع .بودنددیگر مشکلات ریزازدیادي کیکم از طریق جوانه
غلظت عادي و نیز تعویض 4/1ا کاهش سطح نیتراتهاي محیط کشت تا بشاخه 

TDZو GAاستفاده از هورمونهاي. شدانجام2ipبه BAهورمون سیتوکنین از 

میلیگرم در لیتر تا حدودي در تحریک فعالیت 05/0و 25/0در غلظتهاي ترتیب به
تأثیر متقابل تیمارهاي ،در تجزیه و تحلیل آماري.هاي جانبی شاخه مؤثر بودجوانه

ضریب ازدیاد و رشد طولی شاخه کاملا صفات محیط کشت و هورمون بر روي 
MSدهد که محیط نشان می، 3مراجعه به جدول شماره . )2جدول شماره(دار بودمعنی

کینتین، در لیترمیلیگرم1/0و 2IPدر لیترمیلیگرم 5/0نیترات به همراه غلظت 4/1با 
در همین تیمار، داراي نیز بیشترین تعداد شاخه را تولید نمود و میانگین رشد طولی 

ا، منفی هزایی در تیمارهاي اعمال شده بر نمونهنتیجه ریشه. بیشترین مقدار بوده است
.بود
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از هر دو ها این قلمهبه این صورت بود که هانتایج مربوط به کشت ریزقلمه-
محیط کشت مناسب در ها که این جوانههاي سبز داشتندبراي دو ماه جوانهژنوتیپ 

هاي جانبی ایجاد نمودرشد فعال جوانهبا هاي محدودي برده شد و شاخهزایی شاخه
هاي قلمه به عنوان ریزنمونه کشت، نسبت ه استفاده از جوانهدر نتیج. )2شمارهشکل (

دلیل زایی وضعیت مناسبتري داشت، ولی بههاي شاخه، براي وصول به شاخهبه جوانه
زایی مقدور ها از این طریق، امکان انجام گسترده تیمارهاي ریشهمحدودیت تکثیر شاخه

. نگشت

بحث 
د که بهترین فصل برداشت جوانه، اوایل زمستان نتایج آزمایشهاي انجام شده نشان دا

ها در این فصل با پوشش ضخیم سطح ساقه و جوانهها و خفتگی جوانهچرا که،بوده
ها امکان بکار بردن محلولهاي سترون پذیر درونی نمونهمحافظت از بافتهاي آسیب

ها شی سطح جوانهاز طرفی برس ک. سازدکننده را در غلظتهاي بالاتر و مؤثرتر فراهم می
با مایع ظرفشویی و اتانل در حذف زواید سطح جوانه مؤثر بوده و آلودگیهاي سطحی 

اتانل نیز با حذف لایه مومی سطح کوتیکول به . رساندرا تا حد امکان به حداقل می
محلول اصلی ضدعفونی اجازه داد که قدرت نفوذ و تأثیر بهتري را بر بافت نمونه داشته 

در MSغلظت آن در محیط پایه 4/1کاهش نیترات محیط تا ).Enjarlic،1988(باشد
در تحقیق ).Karnoskey ،1989وMclaughtin(اي شدن شاخه مؤثر بود حذف شیشه

ها بیانگر این آماري صفات ضریب ازدیاد و رشد طولی جوانهتجزیه و تحلیل،حاضر
و 2IPدر لیترمیلیگرم5/0اه نیترات به همرغلظت 4/1با MSواقعیت است که محیط 

. برتري داردسایر تیمارهاي بکار رفته به طور محسوسی بر کینتین،در لیترمیلیگرم 1/0
نوع املاح و مجموع قدرت یونی آن ، یکی از عوامل تعیین کننده کارآیی محیط کشت
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و براي حذف از محیط دیگر بالاتر استMSغلظت کلی ازت در محیط .باشدمی
غلظت آن در محیط پایه کاهش داده شد، ولی 4/1اي شدن غلظت ازت تا شیشهپدیده 

ها که رشد مناسب شاخهنسبت یون آمونیم به نیترات همچنان بیشتر از محیط دیگر بود
ها، حجم در منابع مختلف نیز به نقش مثبت یون ازت در کیفیت شاخه.را باعث گردید

). Sellmer ،1982و McCown(استاشاره شده١تودهبرگها و محصول کلی زي
رژسانس توکلر در فتوسنتز و حفظ فشار. بیشتر استMSیون کلر نیز در محیط 

بنابراین قدرت یونی و ترکیب مواد موجود . حین خروج پتاسیم از سلولها، نقش دارددر
). 4جدول شماره (ه است براي کیکم مناسبتر بودMS) 4/1نیترات (در محیط 

Biondiغلظت بالايبه دلیل اثرات نامطلوب استفاده از )1984(مکاران و هBA از
یا تعویض آن با سیتوکنین BAمقادیر کمتر گیاه نارون،ايجمله رشد چند شاخه

تحقیق نیز براي حذف رشد چند که در این نمودند،براي تکثیر توصیه مناسب دیگر را 
.شداستفادهBAبه جاي 2ipهورمون از اي شاخه

هاي کیکم مؤثر استفاده از هورمون ژیبرلیک اسید براي افزایش رشد طولی شاخه
هاي درتکثیر و افزایش رشد طولی شاخه) 1987(Mcgranahan).2شماره شکل(بود 

.در مورد گردوي ایرانی به نتایج مشابهی دست یافتند) 1379(گردوي هیبرید و امام 
مراه اکسین در مقادیر هنین بهیمار سیتوکجا، تلفیق تیههاي نابدر تشکیل شاخه

زایی، تأثیر اکسینهاي خصوص براي آغاز شاخهه باشد، بغلظتی پایین، معمولا مؤثر می
، AderkasوBonga(مراتب بیشتر از اکسین مصنوعی است ه بIBAطبیعی مانند 

.خوبی نمایان بوده استهله بأ، در بررسی اخیر این مس)1992
هاي درخت بالغ کیکم هاي گرفته شده از قلمهحدود جوانهدر توضیح رشد م

زایی یشهرکاهش اشاره نمود که متوجه ) 1987(و همکاران Vietzتوان به گزارش می

Biomass1-
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نسبت به نهال بذري این گونه شده و علت chestnutهاي گرفته شده از پایه بالغقلمه
با توجه به وجود ترکیبهاي .یافتندهاي بالغ آن را در وجود مواد بازدارنده رشد در نمونه
از محلول اسید آسکوربیک و زغال فعال فنلی در درون بافتهاي گونه مورد بررسی،

تأثیر ترکیب زغال فعال بر ) Sanjose)1988.براي حذف این ترشحات استفاده شد
را Quercusهاي گیاه بالغ زایی شاخهحذف مواد بازدارنده رشد و افزایش درصد ریشه

.ذعان داشتا
ها در محیط بدون هورمون کشت یکماه قبل از تیمار اکسین براي القاي ریشه، شاخه

در تحقیقی بر تأثیر فلاونوییدها بر القاي تشکیل ریشه توسط ) Curir)1990.شدند
ها هاي اوکالیپتوس به این واقعیت دست یافت که جهت تحریک شاخهاکسین در شاخه

.باشدضروري میتیمار محیط کشت بدون هورمون کاملاًزایی، اعمال پیشریشهبه 
مهمترین یافته این پژوهش، عبارت از این بود که امکان ریزازدیادي کیکم از طریق 
کشت جوانه و ریزقلمه تا مرحله رشد و تکثیر شاخه میسر است، ولی براي طی مسیر 

. باشدمیفوق تا ایجاد گیاه قابل انتقال به خاك نیاز به تحقیق بیشتر 
کشت بافت کیکم با توجه به نتایج پژوهش حاضر و نیز نتایج سایر محققان هر چند 

مجدد ءاما با توجه به اهمیت احیا،باشدهنوز روشی چندان اقتصادي و با صرفه نمی
شود که در پیشنهاد میبه دلیل رو به انقراض بودن این گونه هاي کیکم در جنگلها پایه

کشت بذرها و جنین کیکم جهت تکثیر -1.ي بیشتري انجام گیردموارد زیر پژوهشها
.کیکمزایی در کالها و کشت سوسپانسیونبررسی امکان اندام-2، انبوه گیاه
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سبمنا: ۱جدول شماره
محل و فصل 

برداشت
سترونتيمار

M) دقيقه(

درصد
آلودگي 
قارچي

درصد 
آلودگي 
باكتريايي

درصد جوانه 
سبز

درصد جوانه 
مرده و 
سوخته

٦/١٦٨٤/٧٥صفر۲پاييز١پايه 

٥/١٧١٢٥/٧٠صفر٦زمستان١پايه

٣/٢٣١٠٧/٦٦صفر٢پاييز٢پايه 

١٠٦/١٦٤/٧٣صفر۶زمستان٢پايه

M = درصد ١/٠محلول كلرور مركوريك

هاس صفات ضريب ازدياد و رشد طولي گياهچهنتايج تجزيه واريان: ۲جدول شماره
ميانگين مربعاتمنبع تغييرات 

رشد طولي ضريب ازدياد 
A۱**٠٥١/١ns١٥/٠
B٣ns٢٧/٠ns٠١٨/٠
٣٩١/٠**٩٧٨/٣**B*A٣تأثير متقابل 

٨١٦٥/٠٠٦٩/٠خطا
A :محيط كشت ،B : ،** و ني دارمع٠١/٠در سطحns :دار معنيغيراختلاف



١٤٧شمارة ١٣ة پژوهشي تحقيقات ژنتيك و اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران جلد فصلنام

مقايسه ميانگين: ۳جدول شماره
٠١/٠درسطح 

ميانگين رشد طولي ميانگين ضريب ازدياد تيماررديف
١MSN/4 B0.5 P0.5cd٧٥/١ab۷۵/٠
٢MSN/4 P0.5K0.1a٥/٣A٢٥/١
٣MSN/4P0.1K0.5de٨٧٥/٠b٣٧٥/٠
٤MSN/4P0.5ab٧٥/٢Ab٧٥/٠
٥DP0.5K0.1abc٦/٢Ab٧/٠
٦DP0.1K0.5e٦٧٥/٠B٢٥/٠
٧DP0.5bc٣/٢b۹/٠
٨DP0.5B0.5de٢٥/١Ab٦٢٥/٠

. باشددار ميمعنيغيرحروف مشابه در هر ستون بيانگر اختلاف
B هورمونBAP-٦,KهورمونKinetin وp2هورمونip
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مقايسة غلظت: ۴شمارهجدول 
MSN/4DKWيون

NH4
+)mM(۱۵۲٥/۵٥/١٧

K+٥٢/١٠٢٠
Mg++٥/١٣
Ca++٩٩/٢٣/٩
Na+٢٢٤/٠٣/٠
NO-

3۸۵/۹٤/٣٤
PO-

4٢٥/١٢
SO—

4٧٦/١٣/١٢
Cl-٦٢

I-)μM (٥ -
Mn++١٣٢١٩٨
Zn++٢٩٥٧
B+++١٠٠٧٨

Mo+++٠٣/١٦/١
Co++١٠٥/٠ -
Cu++١/٠١
Fe++١٠٠١٢٢
Ni++ -٠٢/٠

NmM)(٠٠۲٥/۱۵٣/٤٢
(Mm) NH4 / NO3٥٢/٠٢٢/٠

٩۱۸/۳۹٠٧٤/٩٤)mM(قدرت يوني كل 
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شاخه: ۱شکل شماره 

كيكم بر محيط کشتشد ريزقلمهشاخه حاصل از ر: ۲شکل شماره 
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سپاسگزاري
از همکاران عزیزم در گروه کشت بافت خانمها مهندس طیبه سهیلا نراقی و مهندس 

همکاران محترم دریغ در اجراي این تحقیق و نیزشکوفه شهرزاد، به دلیل همکاري بی
عصومه پور و خانم مهندس مدر استانهاي شیراز و کرمانشاه آقاي مهندس یحیی حمزه

ها با ما داشتند و همچنین آوري و ارسال نمونهحسنی که کمال همکاري را در جمعخان
از آقاي دکتر ابراهیم شریفی عاشورآبادي به دلیل هم فکري در اجراي عملیات آماري 

از سایر همکاران در بخش که نهایت مساعدت را با ما داشتند . نمایمتشکر می
. سپاسگزارم
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