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در شرايط ) .Olea ouropaea L(بررسي تأثير محيط كشت و منبع كربوهيدرات بر كشت جوانه جانبي زيتون 
In vitro  

  )4( ، علي رضا طلايي)3( ، سيدكمال كاظمي تبار)2( ، حسين صادقي)1( سيده رقيه حسيني كردخيلي
دانشيار گروه زراعت و  -3ستاديار گروه باغباني دانشگاه كشاورزي ساري، ا -2  ،كارشناس ارشد رشته باغباني دانشگاه آزاد علوم وتحقيقات تهران -1

  .استاد گروه باغباني دانشگاه تهران -4 اصلاح نباتات دانشگاه كشاورزي ساري،

ريزازديادي يك روش نسبتاً جديد براي ازدياد زيتون است كه هنوز جايگزين سيستم هاي متداول تكثير نشده است و كـاربرد  
لـذا  . اي خـاص ارقـام مختلـف زيتـون دارد    آن در سطح وسيع نياز به بهينه سازي دستورالعمل ها و سازگارنمودن آنها با نيازه

) Olea ouropaea cv. Rashid(جهت بهينه سازي محيط كشت درون شيشه اي يك رقم زيتون بومي ايران با نـام رشـيد   
به اين منظور، قلمه هاي حاوي جوانـه هـاي جـانبي پـس از ضـد عفـوني       . آزمايشاتي در قالب طرح كاملاً تصادفي انجام شد

بار شستشو با آب مقطر اسـتريل بـه صـورت قطعـات گـره دار درآمـده و در        3و ) دقيقه 15% (15دسديم سطحي با هيپوكلري
هر كـدام  (و كربوهيدرات هاي ساكارز يا مانيتول  BAP  mg/L3تغييريافته كامل شده با  MSو OM هاي كشت پايه محيط

رآوري     نتايج نشان داد كه هم محـيط كشـت و ه ـ  . كشت شدند) 18و  g/L30در دو سطح  م نـوع و غلظـت كربوهيـدرات پـ
شاخساره و سرعت رشد ريزنمونه ها را تحت تأثير قرار داده و سطوح مختلف ساكارز و مـانيتول اثـر معنـي داري بـر تعـداد      

بهترين نتـايج اسـتقرار و واكشـت در محـيط هـاي كشـت داراي مـانيتول        . شاخساره و گره بوجود آمده از هر ريزنمونه دارند
مانيتول توانست بهترين وضعيت رشدي را در هر دو مرحله استقرار  g/L 30تغييريافته داراي MSو محيط كشت آمد  دست به

  .و واكشت را براي ريزنمونه ها فراهم كند

  .، مانيتول، ساكارزMSو  OM، محيط كشت Olea ouropaea CV. Rashid: كلمات كليدي
  :مقدمه
-هـاي كشـت درون  روش. باشدمي Oleaceaeبا عمري طولاني از تيره درختي هميشه سبز ) .Olea ouropaea L(زيتون

هاي كه در رابطه با نجات جنين، توليد گياهان هموزايگـوس، ايجـاد تنـوع سـوماكلونال و حـذف      اي با توجه به تواناييشيشه
هـاي سـنتي   تفاده از روشنژادي زيتون، كـه تـاكنون بـا اس ـ   هاي بهتواند كمك مؤثري در برنامههاي سيستميك دارد، ميپاتوژن

ريزازديادي يك روش نسبتاً جديد براي ازدياد زيتون است كه هنوز جـايگزين  ). 11(پيشرفت قابل توجهي نداشته است، باشد
ها و سازگارنمودن آنها بـا نيازهـاي   سازي دستورالعملهاي متداول تكثير نشده و كاربرد آن در سطح وسيع نياز به بهينهسيستم

هاي متفاوت، هاي كشت و ريزنمونهتاكنون با استفاده از محيط ي انجام شدههادر بررسي). 12(ختلف زيتون داردخاص ارقام م
تـرين،  جـانبي و پـرآوري آن يكـي از متـداول     كشـت جوانـه  . اي زيتون بدست آمده استچندين روش در كشت درون شيشه

اي ارقـام زيتـون ايرانـي بـا     در خصوص كشت درون شيشه. شدباهاي ريزازديادي در زيتون ميسريعترين و كارآمدترين روش
هـاي مختلـف آن   هاي كشت حاوي انواع كربوهيـدرات و غلظـت  هاي بالغ در محيطهاي بر گرفته از بافتاستفاده از ريزنمونه

حـاوي  كشـت مختلـف    بنابراين در تحقيق حاضـر تـأثير دو محـيط   ). 8و 3،1،6(هاي منتشر شده معدودي وجود دارد گزارش
مورد ) Olea ouropaea cv. Rashid(هاي مختلفي از ساكارز و مانيتول در ريزازديادي يك رقم زيتون با نام رشيد غلظت

  .بررسي قرار گرفته است
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  :هامواد و روش
سـاري،  هايي از درختان بالغ زيتون رقم رشيد موجود در باغ كلكسيون ارقام زيتون در دانشكده كشاورزي در اين آزمايش قلمه

. قـرار گرفتنـد  ) ثانيه 30% ( 70پيش تيمار شده و در الكل ) دقيقه 20% (1ها با بنوميل ها، قلمهآوري و پس از حذف برگجمع
 3بـه مـدت   (بـار بـا آب سـترون     3ور شده و در نهايت غوطه) دقيقه15(درصد  15ها در محلول هيپوكلريد سديم سپس قلمه

 محيط كشت پايهدو گره درون هاي جانبي به صورت قطعات تكجوانه، هاني ريزقلمهپس از ضدعفو. شستشوي شدند )دقيقه

OM)Rugini,1984 ( وMS  تغييريافته)Leva and Fiorino,1986 (حاويBAP mg/l3    با سـطوح مختلـف)g/l30 
از تيمـار   هفتـه پـس   5سـپس  ). 1جـدول  ( كشـت شـدند   pH =7/5آگار بـا   g/l 8هاي ساكارز و مانيتول،كربوهيدرات )18و

هفتـه در   8ساكارز يا مانيتول واكشت شدند و به مدت  g/l30 هاي كشت ولي با هاي بوجود آمده درون همان محيطريزشاخه
تعداد  وتعداد شاخساره  .ساعت تاريكي نگهداري شدند 8ساعت روشنائي و  16و شرايط نوري  cº2±24 دماي اتاقك رشد با

تكرار  10آزمايشات در قالب طرح كاملاً تصادفي، با . شد عنوان شاخص رشدي در نظرگرفتهبه گره بوجود آمده از ريزنمونه، ب
  .ها براساس آزمون دانكن انجام شدبندي نمونهو گروه SPSSها، بر اساس نرم افزار بررسي اختلاف ميانگين دادهو 

  :نتايج
% 1مرحله استقرار و واكشت در سطح آماري  در مورد بررسيهاي رشدي نتايج جدول تجزيه واريانس نشان داد كه شاخص

در ) 725/1(با توجه به نتايج بدست آمده در مرحله استقرار، بيشترين ميانگين تعداد شاخساره ). 1جدول(باشنددار ميمعني
ساكارز بدست  g/l18داراي  OMكشت در محيط) 075/1(مانيتول و كمترين آن g/l30داراي  MS,lكشت محيط
مانيتول و كمترين آن  g/l30داراي  MS,lكشت در محيط) 325/2(همچنين بيشترين ميانگين تعداد گره  ).الف- 1نمودار.(آمد

نشان داد كه بهترين نيزبررسي نتايج واكشت  ).ب- 1نمودار(ساكارز بدست آمد g/l18داراي  OMكشت در محيط) 125/1(
به همان محيط با مانيتول  g/l30 با مانيتولMS,l كشت پايه  ها از محيطدر واكشت ريزنمونه) 65/1(ميانگين تعداد شاخساره 

g/l30 ها از محيط كشت پايه در واكشت ريزنمونه) 15/1(كه كمترين ميانگين تعداد شاخساره مشاهده شد در حاليOM  با 

g/l18  ساكارز به همان محيط با ساكارزg/l30 بيشترين  تعداد گره،رشدي در مورد شاخص  ).ج-1نمودار(مشاهده شد
و  g/l30به همان محيط با مانيتول )g/l30 مانيتول( MS,lها از محيط كشت پايه واكشت ريزنمونه مربوط به) 625/2(ميانگين 

 g/l30ساكارز به همان محيط با ساكارز  g/l30 با  OMها از محيط كشت پايه در واكشت ريزنمونه) 15/1(كمترين آن 
  ).د-1نمودار(دبدست آم

هاي كشت مختلف مورد استفاده براي ارقام محيط). 5(كندبه طور كلي محيط كشت نقش مهمي در ريزازديادي زيتون بازي مي
در ). 2002گريگوريادو،( دهندهايي نشان مياي تفاوتشيشهمختلف زيتون در توانايي سازگاري در نيازهاي كشت درون

ارجح و  OMتغيير يافته بر  MSهاي رشدي در هر دو مرحله، محيط ارزيابي شاخص ها با توجه بهمقايسه بين محيط
-در مرحله استقرار، در محيط .)4و2(ها بدون در نظر گرفتن منبع كربوهيدراتي در اين محيط بهتر بودوضعيت رشد ريزنمونه

در هر دو محيط كشت . بهتر بود g/l18 هاي كشت با غلظتدر مقايسه با محيط g/l30هاي كشت داراي مانيتول و ساكارز با 
ها گرديد در حاليكه تغيير غلظت ساكارز از زايي و تعداد شاخهسبب افزايش شاخه g/l30 به  g/l18افزايش غلظت مانيتول از 

g/l18  به g/l30 بهترين دليل برتري محيط كشت  ).9(زايي در هر دو محيط كشت گرديدسبب كاهش شاخهMS,l  در
زيرا . دانست OMتوان به قدرت يوني كمتر آن نسبت به محيط ها در اين تحقيق را ميار و پرآوري ريزنمونهمراحل استقر

شود و جذب آب ها فراهم ميكشت امكان جذب آب و مواد غذائي بيشتري براي ريزنمونهها در محيطهرچه غلظت نمك
ها غلظت بالاي نمك. كندها كمك ميين طريق به رشد آنسازد و از اهاي ريزنمونه را ممكن ميحفظ حالت تورژسانس سلول

در  ).1996سنويراتنه و ويجسكارا، (شود ها مياي شدن ريزنمونهباعث افزايش توليد تركيبات فنلي و در نتيجه افزايش قهوه
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لي فتوسنتز در درختان مانيتول محصول اص). 9(ها نشان داد مقايسه دو كربوهيدرات، مانيتول اثر مثبتي در توليد تعداد گره
اي به شيشهها در شرايط درونهاي ريزنمونهمانيتول در بافت). 7(يابد زيتون است كه به وسيله آوندهاي آبكش انتقال مي

هنوز مشخص ). 1995و همكاران،  Leva(شود ساز ميوهاي ديگر سوخترسد كه براي كربوهيدراتهاي بالايي ميغلظت
كه ، شايد به دليل اين)8(دهد اي را بيشتر از ساكارز افزايش ميهاي درون شيشهتول رشد ريزنمونهنشده است كه چرا ماني
  ). 10(دهدهاي رشد عمل كرده و غالبيت انتهايي و توليد كالوس را كاهش ميمانيتول مانند تنظيم كننده

  هاي رشدي در مرحله استقرار و واكشتتجزيه واريانس شاخص: 1جدول

  يراتمنابع تغي
-درجه

  آزادي
  ميانگين مربعات 

  تعداد گره
  ميانگين مربعات 
  تعداد شاخساره

  تعداد Fآماره 
  گره 

  تعداد Fآماره 
  شاخساره

  833/12]**[  796/7]**[ 421/1 523/0 استقرار 7 )تيمارها(ها  بين گروه
  914/6]**[  501/7]**[ 03/1 425/0 واكشت   
     111/0 0671/0 استقرار 72 )خطا(ها  درون گروه
     264/0 0675/0 واكشت   
        79  كل

  
            

  
  ب                             الف   
  
  
  
  

  د                  ج    
  در مرحله استقرارOM و  MS,L مقايسه ميانگين تعداد شاخساره و تعداد گره در دو محيط كشت -الف و ب . 1نمودار

  در واكشتOM و  MS,L اد گره در دو محيط كشتمقايسه ميانگين تعداد شاخساره و تعد -ج و د 
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