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 چکیده

به دلیل ( Quercus castaneifoliaبلندمازو ) مانند گونه بلوطچوبِ اقتصادی  های درختی سخت تولید انبوه گونه

های  تجاری و نیز اصلاح جنگل كاری های جنگل ناپذیر برنامه ذخایر گیاهی سالم و اصلاح شده، جزء جدایی كردنفراهم 

تولید  برایمهم گامی  ،های آزمایشگاهی كشت بافت و ریزازدیادی كارگیری تكنیك هب بنابراین. شود محسوب میه دید بآسی

ها( خواهد بود.  های مقاوم شده به آفات یا بیماری ژنتیكی )مانند ژنوتیپ  شده های اصلاح های برگزیده و ژنوتیپ انبوه ژنوتیپ

ای مهم و با پراكنش زیاد در شمال كشور( با استفاده از  )گونهبلندمازو  بلوطریزازدیادی  مراحل دستورالعملدر این 

خلاصه این مراحل شامل موارد ذیل است:  طور هب. است شده توصیفهای این گیاه  دار سرشاخه دار و جوانه های گره بخش

پس از ضدعفونی شیمیایی  ،ندوجداسازی ش (ها نهال یادرختان بالغ و )شامل و شاداب  سالمبع گیاهی اها از من سرشاخه ابتدا

درون  و تهیه استریل شرایط در جوانه یا گره حاوی های ریزنمونه ،دقیقه 2مدت  بهدرصد  1/0با استفاده از كلرور جیوه 

 mgl-1 01/0 IBAو  mgl-1 3/0 BAPبه همراه  ،WPM یاپرمصرف(  )با نصف غلظت از عناصر MSهای كشت  محیط

 استBAP (mgl-1 3/0 )به همراه  WPMمحیط كشت  بهترین ،كردههای رشد  ریزازدیادی سرشاخه برای .گردنداستقرار 

NAA (mgl-1 1/0 ) وIBA (mgl-1 3/0 )به همراه اكسین  WPM 2/1بالاترین رشد ریشه روی محیط كشت  و

 . انجامدمی طولبههفته  ششگلخانه  درگیاهان سازگارسازی تدریجی  مرحله. باشد می

 

 .Quercus castaneifoliaسرشاخه، گره، جوانه، ريزازديادی و بلوط  کلیدی: های واژه
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 مقدمه

جمله های جنگلی، از برگ اكوسیستم های چوبی پهن ترین گونهفراوان بلوط از مهمترین و درختان

بالایی محیطی و نیز اقتصادی از اهمیت و ارزش بسیار  كه از دیدگاه زیست هستندجنگلهای ایران 

ارزش  یبالا دارا یفیتبا ك یچوب تجار یدتول یلجنس به دل ینا یهااز گونه یاریبرخوردارند. بس

 هابلوط براین، علاوه. آیندمی شمار به دنیا در تجاری هایگونه مهمترین زمره در و بوده زیادی یصنعت

 یهابذرها و گال برای نمونه،. دكنیم یشترآنها را ب یهستند كه ارزش اقتصاد یزن یگرید یایمزا دارای

 به هم كه داشته فراوانی هایكاربرد سازی رنگ و دارویی غذایی، صنایع در آنها پوست و هابلوطمتنوع 

 ;Johnson et al. 2002شوند )یو استفاده م یبرداربهره یادر نقاط مختلف دن یو هم صنعت یسنت صورت

Merkle & Narin 2005را در نواحی شمالی البرز و در  یعیجنس، سطوح وس نیمختلف ا یها(. گونه

 (.1373 فتاحی،) اندداده اختصاص خود به ایران غرب در زاگرس كوه رشته

تنوع ژنتیكی دن كراست كه روشی مناسب برای فراهم ر مهمترین روش زادآوری بلوط استفاده از بذ

اما امكان تكثیر جنسی  (.Ostrolucka et al. 2007) رود می شمار به جنگلی های اكوسیستم در ها گونه این

 مدت بودنتوان به طولانی  ازجمله این دلایل می ،هایی مواجه است بلوط به دلایل متعددی با محدودیت

 مختلف، های سال در ها آن ظهور الگوی بودن نامنظم فیزیولوژیكی، بلوغ به بذرها رسیدن برای لازم زمان

 و شده تولید بذرهای  نامیه قوه بودن پایین مختلف، هایسال در بذرها این كیفیت و كمیت بودن متفاوت

اینكه  علاوه(. بهOstrolucka et al. 2007; Pijut et al. 2011) كرد اشاره  ها آن سازی ذخیره بودن مشكل

دهند و نیز به دلیل  زنی را از خود نشان می درجات متفاوتی از جوانه Quercusهای  گونه بذرهای

حساسیت بالای آنها به خشك شدن و از دست دادن آب، تنها برای مدت كوتاهی قابل ذخیره شدن 

زنی  (. از سوی دیگر، روش تكثیر غیرجنسی درختان بالغ بلوط از طریق قلمهChalupa 1995)هستند 
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 Bhardwaj et) نیستآمیز  های آن چندان میسر و موفقیت زایی قلمه ن ریشهبه دلیل مشكل بودگاهی 

al. 1996.) های  توان با بكارگیری تكنیك در تكثیر درختان بالغ یا جوان بلوط را می شده یاد مشكلات

(. Ostrolucka et al. 2007; Pijut et al. 2011) برطرف كرد( ای یشهدرون ش یطآزمایشگاهی )در شرا

 آن جانبی یا انتهایی های جوانه كارگیری به و آوری جمع طریق از بلوط آزمایشگاهی تكثیر نمونه، برای

 های ژنوتیپ انبوه تكثیر طریق از مهم این كه است تجاری هاكاریجنگل ازجمله مهم كاربردهای دارای

 ها،¬بیماری به متحمل یا مقاوم های ژنوتیپ یا و هستند بالا كیفیت با چوب دارای كه برگزیده و خاص

 Ostrolucka et al. 2007; Ostrolucka & Bezo) است میسر محیطی، زیست های آلودگی یا و آفات

آنها دن كرهای متفاوت و وارد  های اولیه از درختان بلوط با ژنوتیپ آوری ریزنمونه چنین جمعمه (.1994

كه جزء را ایجاد تنوع ژنتیكی  امكان ای، یشهدرون ش یطبه یك سیستم كشت بافت پایدار در شرا

 (. Pijut et al. 2011)د كن میفراهم  ،های جنگلی است ناپذیر اكوسیستم جدایی

آنكه تكنولوژی كشت بافت گیاهی موجب افزایش میزان و سرعت تولید  علاوه بر ،از سوی دیگر

ها  حفظ و نگهداری گونه برایتواند بستر مناسبی  مورد نظر ما شده است و نیز می  گیاهان مهم و برگزیده

؛ این شود محسوب پلاسم ژرم ارزش با منابع عنوانبه طبیعت انقراض حال در یا و مادر های ژنوتیپو 

های  اكنون از این روش برای انتقال ژن‌ای توسعه یافته كه هم های اخیر به گونه تكنولوژی در سال

 های گیاهی، در سطح  و بیماری های ایجادكنندة مقاومت نسبت به آفات ویژه ژن مطلوب، به

 بعداقدامات آزمایشگاهی برای ایجاد موتاسیون و كه بدیهی است  همچنینشود.  گسترده استفاده می

 استهای اصلاح نبات سنتی  های گیاهی مناسب ابزار قدرتمندی برای تكمیل روش انتخاب موتانت

(Williams & Maheswaran 1996 ،)در  گیر بودن های سنتی، علاوه بر وقت روشاصلاح گیاهان به  زیرا ،

كه تكنولوژی جدید كشت بافت گیاهی این راه را به خوبی  در حالی ،پذیر نیست بسیاری از موارد امكان
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و  برای كراس دادن Quercusهای  (. گونه1385، و همكاران برد )حسندخت و به پیش می كردههموار 

ثر ؤمتواند گامی  نی دارند، در نتیجه تكنولوژی كشت بافت میاصلاح به طریق سنتی نیاز به زمان طولا

 زمان زادآوری آنها باشد.دن كركوتاه  برای

 Q. acutissima یهاهای مختلف بلوط ازجمله گونه سازی تكنیك ریزازدیادی گونه اگرچه بهینه

(Kim 2000) ،Q. robur (Sánchez et al. 1996)، Q. rubra (Vengadesan & Pijut 2007; Vieitez et 

al. 2009 ،)Q. suber (Romano et al. 1992 ،)Q. petraea (Chalupa 1993 ،)Q. alba (Vieitez et 

al. 2009)  وQ. bicolor (Vieitez et al. 2009)  است؛ اما در ایران این  انجام شدهدر سایر كشورها

( از مهمترین Q. castaneifoliaسازی نشده است. بلندمازو ) تكنیك تاكنون برای تكثیر بلوط بهینه

مازو و حتی برگ  (. پوست تنه درخت بلند1355 ،های صنعتی بومی شمال ایران و قفقاز است )ثابتی گونه

. چوب بلندمازو استفاده كردسازی  چرم درتوان از آن استخراج و  آن دارای مقدار زیادی تانن است كه می

سازی كاربرد فراوان دارد. در این تحقیق  چوب و تختهسخت، محكم و غیر قابل نفوذ است و در صنعت 

های آن  های جانبی، انتهایی و نیز میانگره با ارزش از طریق جوانه گونه ینبرای كشت بافت ا ای نامه شیوه

 و توصیف شده است. یافت
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 دستورالعمل

 

 ها آوری نمونه جمع (1

های جانبی، انتهایی و نیز  همراه با جوانه Q. castaneifoliaهای ‌های درختان بالغ یا نهال سرشاخه

از جهات و ارتفاعات مختلف )این زمان بهتر است( عنوان منبع ریزنمونه در اواخر اسفندماه  ها به میانگره

انجام  برایرسند( جدا شده و  و شاداب بنظر می بیماری از عاریپایه مادری )درختانی كه از نظر ظاهری 

 از آمده دست به هایریزنمونه از استفاده شود كه یادآوری می د.شون منتقل مراحل بعدی به آزمایشگاه 

 از آمده دست به هایریزنمونه كارگیریب به نسبـت تریاسبمن روش طوركلیبه ریزازدیادی برای هانهال

 برای را خود قابلیتگاهی  و بوده درونی هایآلودگی با همراه بیشتر بالغ درختان زیرا ؛است غبال درختان

 .اندداده دست از باززایی

 

 ها، ضدعفونی و کشت آنها مونهنجداسازی ریز( 2

متری تقسیم و تحت  های دارای جوانه و میانگره به قطعات حدود ده سانتی در آزمایشگاه سرشاخه

خوبی به همراه مایع ظرفشویی ‌هسپس ب ،ندوجریان آب معمولی به مدت یك ساعت قرار داده ش

ها به  سازی، سرشاخه سترون پیش  های سطحی پاک گردد. پس از مرحله كلیه آلودگیتا  دهشكشی  برس

ند. این قطعات درون آب وشیده بر هستندمتری كه حاوی جوانه یا گره  سانتی 4تا  3تقریبی قطعات 

ها  نمونه ،لامینار هوددر  .شودمراحل تحت شرایط استریل انجام  بقیهتا  شدهمنتقل  لامینار هودمقطر به 

 انجام گرددند تا ضدعفونی وتیمار ش دقیقه 2به مدت درصد(  0/ 1كننده كلرور جیوه )‌در محلول سترون

های سطحی حذف آلودگی برایاستفاده از محلول كلرور جیوه تیمار مناسبی  اگرچه شود یادآوری می)

سازی، درصد سوختگی نتر شدن زمان ستروكه تركیبی بسیار سمی است با طولانی اما از آنجا است
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ها درون آب مقطر استریل سه  . پس از این مرحله از ضدعفونی، نمونه(ها افزایش خواهد یافت ریزنمونه

های حاوی یك جوانه و یا یك  ریزنمونه ،ند. از این قطعاتوور ش غوطه هدقیق 10بار به مدت  مرتبه و هر

های  و توسط پنس استریل درون لوله هشداستریل به صورت افقی برش داده  اسكالپلمیانگره توسط 

با نصف غلظت از  MS (Murashige & Skoog, 1962)لیتر از محیط  میلی 15كشت حاوی 

د. به این ون( منتقل شLloyd & Mc Cown, 1980) WPM: Woody Plant Mediumهای ‌مولكولماكرو

  IBAو  mgl-1 3/0ن به میزا BAP (6-Benzylaminopurine) یگیاه رشد كننده متنظیها  محیط

(3-Indolebutyric acid به میزان )mgl-1 01/0  ممانعت از تولید تركیبات  برای؛ همچنین شوداضافه

در تمام  .ودش استفادهها  در محیط mgl-1 2/0به میزان  Polyvinylpyrrolidone( PVP) ،فنلی

 121ها در دمای  محیط بعدتنظیم و  8/5- 7/5روی  KOHو  HClمحیط با استفاده از  pH های آزمایش

درجه  23- 25دمای  درهای رشد  ها در اتاقك كشـت .شونددقیقه اتوكلاو  20به مدت  گراد‌سانتیدرجه 

. وندساعت تاریكی نگهداری ش 8لوكس( و  3000- 5000ساعت نور ) 16و دوره نوری گراد ‌سانتی

سپس  ،انجام شدهها  ای از ریزنمونه ن ایجاد و رشد جوانهها در شرایط مذكور تا زما نگهداری كشت

 و BAPاز  mgl-1 3/0به همراه  WPMهفته به محیط جدید ) 5تا  4طور مداوم هر  ها به كشت

 mgl-1 01/0  ازIBA(1)شكل  ندو( منتقل ش . 
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 آزمایشگاه در هاآن کشت و ضدعفوني بلندمازو، های ریزنمونه جداسازی -1 شکل

 

 ها باززایی شاخه و پرآوری (3

محیط كشت  ،زایی و تكثیر منظور شاخه های مستقر شده به واكشت جوانه برایمحیط كشت مناسب 

WPM سبزینگی و ها افزایش تولید شاخهكشت موجب  هایمحیط سایر به نسبت كه طوری‌هب ،است

از  mgl-1 3/0هورمونی  تركیبات كشت محیط اینبه است در این مرحله  لازم گردد.بالاتر در آنها می

BAP ،mgl-1 01/0  ازIBA  از  2/0وPVP و كرده بیشترین تعداد شاخه را تولید  تا گیاهچه دواضافه ش

 (. 2)شكل و رشد طولی آن در محیط كشت افزایش یابد  ضریب ازدیاد جوانهمیانگین 
 

 
 بلندمازو یها بازکشت شاخه -2شکل 
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 ها رشد طولی شاخه (4

( GA3: Gibberellic acidجیبرلیـك اسید )دن كرثیر اضافه أسـازی رشـد طـولی شاخه، تبهینه برای

یا اضافه نكردن  GAاز  mgl-1 1/0دن كرزایی در قالب دو تیمار جیبرلینی )اضافه  های شاخه به محیط

 میزانهورمون جیبرلین به دن كراضافه كه مشخص شد  . بر اساس نتایج بدست آمدهشدآن( بررسی 

mgl-1 1/0  به محیطWPMثیر بیشتری نسبت به أ، به تنهایی تBAP  و تلفیق این دو هورمون بر افزایش

های بلوط با محیط  محیط مناسب برای طویل شدن شاخهدر واقع  تولید شاخه و رشد طولی آن دارد.

كه  نحوی بهگردد؛  یدر محیط بازم BAPزایی( متفاوت است و این تفاوت به غلظت  ها )شاخه پرآوری شاخه

یا اگر ، را حذف و از محیط بدون هورمون استفاده كرد BAPدر محیط طویل شدن شاخه باید به كلی 

 mgl-1)حداكثر  BAPهای پایین  زایی و طویل شدن شاخه هستیم از غلظت شاخههمزمان خواهان وقوع 

 .شوداستفاده ( 2/0

 

 ها زایی شاخه ریشه (5

بدین  ،ندوزایی ش ریشه  متر وارد مرحله سانتی 3 -2های با طول تقریبی  شاخهدر این مرحله لازم است 

لیتر محیط پایه  میلی 40-50لیتری( حاوی  میلی 400های كشت ) ها به شیشه ترتیب كه ابتدا كلیه شاخه

WPM  زایی  تیمار ریشه عنوان پیش بهزایی( ثیرات هورمونی مرحله شاخهأحذف ت برای)فاقد هورمون

 نیم، ها‌مولكولماكروغلظت از  نیمبا  WPMها به محیط كشت  نمونه ماه، پس از یك .گردند منتقل

منتقل ( activated charcoalزغال فعال ) gl-1 3 و ها‌مولكولمیكروغلظت از املاح نیترات، مقدار كامل 

برای تمام  .شود انجام میها در محیط حاوی زغال فعال دهی با كشت شاخهریشه قابلیتبهترین شوند. 

زایی و هم گزارش شده است كه افزودن زغال فعال هم روی كیفیت شاخه ،های بلوط مورد بررسیگونه
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های اصلی و فرعی در كه تشكیل ریشهطوری ثیر مثبتی داشته است؛ بهأای تروی توسعه سیستم ریشه

 رشد های كننده تنظیم از استفاده مرحله این در همچنین. یابدمی افزایش سرعت به تركیب این حضور

بالاترین ( mgl-1 1/0به میزان  NAA: Naphthalene Acetic Acid و mgl-1 3/0به میزان  IBAاكسینی )

 (.3)شكل  های اصلی و فرعی بلندمازو بهمراه داردثیر را روی افزایش رشد ریشهأت
 

 
 بلندمازوهای  شاخه زایي ریشه -3شکل 

 

 هاگیاهچه کردن سازگار( 6

 یهادار شده به گلدانیشهر یهایاهچهگ ولرم، آب با كشت محیط باقیماندة از ریشه شستشوی از پس

ورمیكولیت با  و پیت، پرلیت  مخلوط خاک سترون شده یاكه محتو یكیپلاست سانتیمتری ده

ند تا مراحل سازگارسازی را طی كنند ومنتقل و در گلخانه قرار داده ش هستند 2و  2، 5/0های نسبت

های پلاستیكی شفاف های مربوط در داخل كیسهها به همراه گلدانكه گیاهچه یبترت ینبد .(4)شكل 

بعد از گذشت ده روز از . شود محكم هاگلدان بیرونی لبة كش با و شده برای حفظ رطوبت نگهداری

 اجازة گیاه به سوراخ چند تعبیة باكه  طوری به ،شود انتقال، سازگاری با هوادهی روزانه به تدریج شروع

  .ودش برداشته كلی به كیسةپلاستیكی هفته شش ظرف و داده محیط با هوا مبادلة
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 بلندمازو دارهای ریشهگیاهچهوارسازی مرحله سخت -4شکل 

 

 تكنیك كشت بافت در تولید انبوه بلوطدستورالعمل قابل استفاده برای بكارگیری  این

 Q. castaneifolia های ژنتیكی آزمون برایها و نیز تولید آزمایشگاهی این گیـاهچه ها كاریجنگل برای

 .است)ازجمله ایجاد موتاسیون، انتقال ژن و غیره( 
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