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 ١تأثيرات هورمون ها و موقعيت ريزپيوندى مريستم انتهاى ساقه چريش

 ٢بر روى پايه زيتون تلخ

 
 دانشگاه آزاد اسلامى واحد علوم و تحقيقات: شهرزاد نصيرى

 دانشگاه شهيد بهشتى: حسين شاکر،فرانسواز برنارد
 دانشگاه تربيت معلم:  رمضان على خاورى نژاد
 
 چکيده

 اين درخت قابليت رشد سريعى دارد و در کشاورزى و صنعت            .ن بومى هندوستان است    از گياها  ١درخت چريش 

 اکسين،سيتوکينين و اسيد          تيمارهاى هورمونى     ردراين پژوهش تأثي     . استيک بسيار  داراى کاربردهاى تکنولوژ     

يوندى  بر روى درصد موفقيت ريزپ        ،، سن پايه و موقعيت هاى مکانى پيوند          invitro  ،invivo  طى رشد   سالسيليک

 با موفقيت انجام شد و گياهان ٢روى پايه زيتون تلخ چريش بر  عمل ريزپيوندى مريستم انتهايى ساقه.ه استبررسى شد

ى در گياهچه هاى   بيش ترين درصد موفقيت ريزپيوند   . ريزپيوندى از مقاومت مناسبى در برابر سرما برخوردار شدند          

تيمارهاى . در موقعيت هيپوکوتيل پايه نسبت به ساير موارد بود           ١/٤٠و١٦/٣٩ برگى به ترتيب به ميزان         ٣ و ٢پايه  

نسبت به ٣٣/١٨ در پايان هفته چهارم به ميزان مضاعف اکسين و سيتوکينين باعث افزايش درصد موفقيت ريزپيوندها

نسبت % ٣ا به ميزان    ماندگارى ريزپيونده  موجب کاهش    تيمار با ساليسيليک اسيد در مراحل اوليه رشد          . دند ش شاهد

نسبت به شرايط   خاک   ريزپيوندها  هنگام انتقال به         و سلزگارى  ولى موجب افزايش درصد موفقيت رشد      به شاهد شد،    

 . گرديد٣٣/٨ به ميزان محيطى

 
 مقدمه

 ].٢٤[،]١٣[درخت چريش از عمده ترين درختان صنعتى و دارويى کشت شده در مناطق گرم جهان است                         

از ]. ١٣[ کندت انواع محصولات زراعى و نيز به عنوان سايبان استفاده مى   کشاورزان از اين درخت براى محافظ     

ميوه، دانه، برگ، ريشه و پوست اين درختان براى درمان بيمارى هاى قارچى، باکتريايى و سوختگى هاى پوستى                  

، در دفع آفات     در برگ و مغز دانه      ٣ مواد طبيعى به ويژه آزاد يراختين       اشتن به دليل د   و] ٢٦[،]٦[استفاده  مى  شود 

است که از آن      اين درخت از گياهان بومى هندوستان و کشور برمه              ]. ٢٦[زراعى مورد استفاده قرار مى گيرد      

گرم، رشد   درخت چريش در مناطق     . براى احياى جنگل هاى برخى از کشورهاى قاره افريقا استفاده شده است                

  از يکى . است مقاوم برخلاف آن نسبت به سرما           ولى ، است گونه زيتون تلخ از تيره چريش       .  دارد بسيار خوبى 

 ن درخت چريش،  درخت زيتون تلخ، ريزپيوندى،  کشت بافت، هورمو:واژه هاى کليدى

١-Azadirachta indica A. juss             ٢ - Melia azedarach  L.             ٣ - Azadirachtin 
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موجب  پيوند   .امطلوب زيستى و غيرزيستى پيوند گياهان است      روش هاى افزايش توانايى گياهان در مقابل شرايط ن       

امروزه از تکنولوژى ريزپيوندى براى افزايش سازگارى            . ]٢٢[،]١٦[،]١٥[،]١١[شودجوان شدن گياهان مى      

 روش ريزپيوندى نوک ساقه هاى جوان بر روى                 . استفاده  مى شود    علوم کشاورزى    موفقيت پيوند در       وپيوند   

از طريق ريزپيوندى    . صورت گرفته است    ]٢٠[Cashew،]٢٨[،]١[ مختلف ازجمله پسته    دانه رست در گياهان   

مناسبى براى    ريزپيوندى روش  . ]٢٥[،]٢٣[مى توان به دانه رست هاى سالم و عارى از ويروس دست يافت                     

اين  ].٢١[نمى گيرد صورت پيوند آن ها بسيار دشوار است يا          طبيعت گزين کردن پيوند گياهانى است که در         جاى

 پژوهش در راستاى انجام ريزپيوندى بين دو گونه چريش و زيتون تلخ در شرايط آزمايشگاهى صورت گرفته                          

 ].٣١[ کرد توليد دشوار در شرايط گياهچه هاى مقاومى ،  تا بتوان است
 

 مواد و روش  ها
 آماده سازى پايه ها 

. نوان پايه مورد استفاده قرار گرفتند          دانه رست هاى حاصل از کشت آزمايشگاهى دانه هاى زيتون تلخ به ع                  

 دانه به   سترون کردن . دانه هاى تازه از ضلع جنوبى پارک شهر تهران جمع آورى و با آب شهر شست و شو شدند                   

  :انجام شد ترتيب زير 

  دقيقه ١ درجه به مدت ٩٦قرار دادن دانه ها  در اتانل ـ 

 تقطير  بار ٢شست و شوى سطح دانه ها با آب مقطر استريلـ 

  دقيقه ٢٠به مدت % ١قرار دادن دانه ها در هيپوکلريت سديم ـ 

 بار تقطير سه مرتبه ٢شست و شوى سطح دانه ها با آب مقطراستريل ـ 

 استريل  و پنبه مرطوب در شرايط         واتمن    حاوى کاغذ صافى   پترى    ظرف هاى دانه هاى استريل شده درون     

پس از جوانه زدن دانه ها،          . د قرار گرفتن    ٢٥± oC٢ماى    روز در تاريکى و د          ٩-١٤ به مدت       کشت شدند و    

 هريک  . شدند  منتقل MS محيط کشت     محتوى) ٢×١٤ cm(هريک از دانه رست ها به درون لوله هاى آزمايش           

 ). الف١شکل(پوشانده شدند) ٤×cm١٤ (از لوله هاى فوق با لوله آزمايش ديگر

 آماده سازى پيوندک 

براى اين منظور دانه هاى .  چريش به عنوان پيوندک مورد استفاده قرار گرفتنوک انتهاى ساقه هاى دانه رست

 ٤±oC١ دماى کيسه هاى پلى اتيلنى سوراخ دار با    جزيره قشم جمع آورى شد و در      بندرعباس و  شهر تازه چريش از  

 ١٥از پس.  شد  انجام  همانند دانه هاى زيتون تلخ      آن هاسطح دانه ها و کشت       سترون کردن    . به تهران منتقل شدند    

  حاصل قطع و در ظروف شيشه محتوى آب مقطر                  ىروز از کشت دانه هاى چريش؛ نوک ساقه دانه رست ها              

 ريزپيوندى   براى  بودند  از نوک ساقه ها با دقت زيادى تهيه شده            که  ميلى مترى ٣ قطعات اين.گرفتنداستريل قرار   
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 ).ب ١شکل(مورد استفاده قرار گرفتند
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  رشد گياه پس از گذشت سه هفته از کشت دانه هاى استريل -١ل  شک
 چريش) زيتون تلخ            ب)  الف

 روش ريزپيوندى

 در اتاق کشت و شرايط سترون، سر دانه رست هاى پايه زيتون تلخ در ناحيه                           پس از برداشتن لوله فوقانى       

 تا منطقه   Vبه شکل  برش هايى ريز )اپى کوتيل(و نيز برخى در ناحيه محور روى لپه            ) هيپوکوتيل(محور زيرلپه 

  آزمايش  و لوله ه شدهم چسبانده سپس پيوندک بين دو بخش بريدگى قرار گرفت و لبه هاى برش ب      . آوندى زده شدند  

 .بر روى سيستم کشت قرار گرفتمجددا فوقانى 

 شرايط آزمايش

 همراه با هورمون هاى     MSيـط کشت    از مح  ،براى بررسى اثرتـيمارهاى هورمونى بر روى رشد ريزپـيوند         

اندول  SA)(دساليسيليک اسي  . استفاده شد  % ٨/٠به همراه آگار        % ٣مختلف گياهى، ويتامين ها و ساکاروز             

 ميلى گرم برليتر    ٢/٠و٠٥/٠؛  ٦٤/٠ به ترتيب با غلظت هاى        (BAP)و بنزيل آمينو پورين     (IAA)استيک اسيد 

 :  هاى مقايسه اى به محيط کشت پايه اضافه شدندطرحاين  به صورت  محيط کشتقبل از اتوکلاو

-:
-
-
-

  تنظيم کننده هاى رشد بدون تـيمار اول 

 IAA + BAP و SA  حضوربا :تـيمار دوم 

 SA حضور با: تـيمار سوم 

 IAA + BAPحضور  با :تيمار چهارم 
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PH              پايه پيوندک و      شرايط نگهدارى دانه رست هاى   .  تثبيت شد   ٨/٥محيط کشت قبل از مرحله استريل در 

 پس  فراهم شد ٢٥±oC٢ ساعت تاريکى ودماى      ٨ ساعت روشنايى و      ١٦گياهچه هاى ريزپيوندى با دوره نورى        

تعداد نمونه هاى آزمايش شده براى     .  ماه از عمل ريزپيوندى،  گياهچه هاى حاصل به خاک منتقل شدند           ٢از گذشت   

 . بار تکرار شده است٣ عدد بود و آزمايش ٢٠هر تيمار 

 
 روش هاى آمارى

آناليز واريانس بررسى هاى   »  Student _T test«  و به کمک آزمون        SPSSبا استفاده از نرم افزار        

از شاخص هايى  . مـرز استـنتاج آمارى براى بررسى اختلاف ميانگين ها بوده است          > P  ٠١/٠ .انجام شد آمارى  

هيستوگرام ها به  . دنرا نشان  مى ده   که پراکندگى اعداد   است   ها و انحراف معيار     ها ميانگين ، شده است  بررسىکه  

  .شدند رسم Excelوسيله نرم افزار رايانه اى 

 
 نتايج و بحث

پس از عمل    ).  وب الف٢شکل  (مراحل ريزپيوندى چريش بر روى پايه زيتون تلخ به دقت صورت گرفت                   

انجام ريزپيوندى؛  پيوندک ها   فته پس از  ه ٤ ).وج ب٢شکل(شد مشاهده پيوند محل يافته در  رشد ريزپيوندى، کالوس 

 ورمى   پس از انجام ريزپيوندى، گياهچه هاى حاصل به خاک              ماه    ٢محل پيوند رشد خود را آغاز کردند و             در

 هفته با محلول غذايى ساکس آبيارى و با            ٤ و براى سازگار شدن با شرايط گلدانى تا              استريل منتقل شدند  کوليت  

اين گياهچه ها پس از زمان سازگارى به خاک . حباب هاى شيشه اى مناسب پوشيده شدند   پوشش پلاستيکى منفذدار يا   

 ). ب الف و٣شکل(منتقل شدند

موفقيت ريزپيوندهاى  چريش  بر روى زيتون تلخ به عوامل مختلفى بستگى دارد از آن جمله مى توان به سن                       

بر اساس نتايج به     .  اشاره کرد  ]٥[ه هاى پايه ؛ و موقعيت هاى ريزپيوندى بر روى گياهچ        ]٢٢[پايه هاى زيتون تلخ  

 برگى به طور     ٥ برگى نسبت به گياهچه هاى         ٣ و ٢دست آمده درصد موفقيت ريزپيوندى در گياهچه هاى  پايه                

 ].٢٠)[٤و شکل١جدول(.بيش تر بوده است ) >٠١/٠P (معنى دارى

رست هاى پايه به طور        کوتيل دانه  ميزان موفقيت ريزپيوندى در منطقه هيپوکوتيل در مقايسه با منطقه اپى                     

 ).الف و ب ٤ و شکل١جدول(دار بيش تر بوده است معنى

ناحيه . يکى از دلايل اين مورد را  مى توان به ميزان تمايز در دو منطقه اپى کوتيل و هيپوکوتيل نسبت داد                               

همگن شدن آن با پيوندک       هيپوکوتيل به طور معمول تمايز يافتگى کم ترى دارد و بنا براين توان تمايززدايى و                       

به کار    امروزه براى افزايش ميزان موفقيت ريزپيوندى روش هاى مختلفى                     .بيش تر از ناحيه اپى کوتيل  است         

 يکى از اين روش ها، استفاده از تيمارهاى هورمونى در طول رشد ريز پيوند است                       . ]٢٩[،]٢٦[،]١٩[مى رود
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 يمارهاى مختلف هورمونى استفاده شد و ويژگى هاى ريزپيوند          در اين پژوهش نيز از ت      . ]٣٢[،]٢٩[،]٢٧[،]١٧[

نتايج اين  . و به ويژه ميزان درصد موفقيت آن ها و پايدارى گياهچه ها براى انتقال به خاک بررسى و مقايسه شد                        

ع با توجه به نتايج داده هاى اين جدول  مى توان نتيجه گرفت که در مجمو                .  آورده شده است    ١آزمايش ها در جدول  

براى موفقيت ريزپيوندى    BAP و  IAAتيمار نوع دوم يعنى محيط هاى کشت داراى سالسيليک اسيد همراه با              

 .مخصوصاً زمانى که پايه محور زيرلپه اى باشد، شرايطى مناسب ترى است

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

  ريزپيوندى چريش بر روى زيتون تلخ-٢شکل 
 )٧٥×(تلخ در محيط کشت درون شيشه اى استريل  ريزپيوندى چريش بر روى پايه زيتون -الف
 )٨٥×( هفته دو موفقيت ريزپيوندى چريش بر روى پايه زيتون تلخ  پس از گذشت  -ب
منطقه پيوند   ريز (C)نموکالوس  روى پايه زيتون تلخ پس ازگذشت سه هفته،        (M)رشد مريستم انتهايى ساقه چريش        -ج

 )٤٠×(مشخص است 
رشد ريزپيوند   -و  ).٥/١×( هفته   ١٠رشد ريزپيوند پس از گذشت        -ه). ٥/١×( هفته   ٩ذشت  رشد ريزپيوند پس از گ      -د

 )٢٥×( هفته ١٢پس از گذشت 
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  ريزپيوند مريستم انتهايى ساقه چريش بروى پايه زيتون تلخ، و سازش گياهچه هاى حاصل به شرايطبيعى-٣شکل
 ماه٣ وسازش تدريجى آن ها با شرايط طبيعى دراتاق رشد بعد از گذشت                   انتقال گياهچه ريزپيوندى به خاک       -الف

 )١٠×( رشد گياهچه ريزپيوندى در اتاق رشد -ب    )٢٥×(
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پايه ريز پيوندى 2 برگى
پايه ريزپيوندى 3 برگى
برگى 5 ريزپيوندى پايه

 الف
   تأثيرات سن پايه و موقعيت محل ريزپيوندى بر روى درصد موفقيت ريزپيوندى-٤شکل 

يى ساقه چريش که در موقعيت اپى کوتيل پايه زيتون تلخ           درصد ماندگارى ريزپيوندهاى مريستم انتها     -الف
 پيوند شده است
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 ب

 درصد ماندگارى      -ب    تأثيرات سن پايه و موقعيت محل ريزپيوندى بر روى درصد موفقيت ريزپيوندى                                 -٤شکل   
  استهريزپيوند هاى مريستم انتهايى ساقه چريش که در موقعيت هيپوکوتيل پايه زيتون تلخ پيوند شد

  افزايش  را سازگارى ريزپيوندها درهنگام انتقال به خاک       تيمارهاى هورمونى،  براساس نتايج به دست آمده،     

 بر روى ريزپيوندها در        SA .اثرات اسيدسالسيليک در مراحل مختلف ريزپيوندى متفاوت بوده است               .مى دهند

 در مرحله انتقال به خاک، ميزان موفقيت         SAباولى تيمار ريز پيوندها      . اثر منفى دارد    آن ها مراحل اوليه تشکيل  

  بر روى مراحل اوليه رشد ريزپيوندى، از طريق توليد اکسيژن                SAاثر باز دارندگى     . را افزايش  مى دهد   آن ها  

پراکسيداسيون ليپيدها    خود القايى   دليل به    AOSدرجه سميت . ]١٨[ است واکنش هاى تنفسى ضمن   )AOS(فعال

 هاى  اکنش در )٢O٢H( هآب اکسيژن . شود  هاتواند موجب انحلال مولکولى و مرگ سلول      که  مى  ،  ]٣٢[،]١٢[ است

چوبى شدن  ]. ٤[ و اتصالات عرضى پروتئين هاى ساختارى ديواره سلولى  نقش اساسى دارد             ]٩[،]٦[چوبى شدن 

 .]٤[ى شود شديد آبى در طول تيمار  م        تنش  موجب     SA. ديواره هاى سلولى هنگام تنش آبى نيز صورت  مى گيرد         

 خارجى نقشى در    SA در مشاهدات ما براى   . ]٣[کاهش پتانسيل آبى در پايه ممکن است عامل رشد پيوندک باشد            

  باعث تحريک سيستم مقاومت      SA به اين نتيجه رسيديم که        بررسى ها  در اين  ،اين حدود در نظر گرفته شده است      

 با  SA.  مى شود  هافته به خاک در مقابل تهاجم پاتوژن         انتقال يا  اىگياهچه هاى ريزپيوندى  و سازگارى ريزپيونده       

  خاک  مثبتى بر روى ريزپيوندهاى در حال رشد در زمان انتقال آن ها به شرايط               ىاهتنظيم پتانسيل آبى موجب اثر    

)in vivo( نتايج حاصله نشان داده است که ريزپيوندهاى تيمار شده با                .  مى شود SA    ها در   تيمار  نسبت به ساير

 IAA+BAPريزپيوندى با       گياهچه هاى  تيمار]. ٢٠[،]١٠[،]٨[بيعى خاک به راحتى رشد  مى کنند            شرايط ط  

  لپه اى   زير در منطقه محور    دارى اين افزايش به طور معنى      . شود افزايش درصد موفقيت ريزپيوندها  مى        موجب

 اهش اثرات تحريکى     باعث ک    IAA + BAPبا همراه    SAاستفاده از .  است لپه اى    روىبيش تر از منطقه محور     

IAA + BAP١جدول( بر روى موفقيت ريز پيوندها  مى شوند(. 
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