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  اثر محیط کشت، نوع ریزنمونه و زمان برداشت آنها: کشت بافت ملج
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  چکیده
ه دش آسیب شدیدی  دچار اثر شیوع بیماری مرگ نارونبر چند دهه اخیر در) Ulmus glabra Hudson(گونه ملج 

مانی  درصد زنده. نمونه جهت کشت بافت استفاده شد منظور تهیه ریز به ملج  و جوانه برگ، در این تحقیق از گره.است
 های نتایج آزمون.  تعیین گردیدجیوه یی مانند هیپوکلریت سدیم و کلرورها عفونی کننده ا با استفاده از ضده ریزنمونه
های آخر  مانی جوانه رصد زندهداختلاف میزان . باشد  اندام برای کشت میترین مناسب نشان داد که بافت جوانه سازی سترون

های برداشت  روی جوانهاین آزمون دار نبود، اما   درصد معنی1/0 جیوه درصد و کلرور 2ثیر هیپوکلریت سدیم أیز تحت تیپا
 IBAهمراه به  TDZ حاوی DKWها در محیط کشت  زایی جوانه شاخه.  نشان دادیدار شده در آخر زمستان اختلاف معنی

یکی از  حاوی DKW یا   وMS کشت های های شاخساره در محیط زایی گره کالوس.  انجام گرفتIBAراه هم  به  BAPیا  و
 3 و TDZگرم در لیتر   میلی44/0غلظت .  نیز مورد آزمون قرار گرفتNAAهمراه   به BAP و TDZهای  سیتوکینین

 بهترین نتایج نشان داد. شد ماه انجام 5 در  مرحله5واکشت کالوس طی . زایی موثرتر بود  در کالوسBAPگرم در لیتر  میلی
گرم در   میلی05/0 همراه ه بTDZگرم در لیتر   میلی022/0 حاوی DKWمحیط کشت جهت باززایی گیاه از کالوس، محیط 

 . بودNAAلیتر 
  

  ، کشت بافت، کالوس، باززایی سترون ملج، :کلیدی های هواژ
  

  مقدمه
 از ولی است های با ارزش جنگ نارون از جمله گونه

ها اصله از آن در اثر   میلادی تا امروز میلیون1919سال 
تکنیک کشت  .بین رفته است2 از1بیماری مرگ نارون

های  ایجاد پایه مناسب برای یها ابزار یکی از گیاهیبافت
  .استماری یباین  از ییرهامقاوم و 

                                                           
1- Dutch Elm Disease 

 zabihi6@gmail.com : مسئول مکاتبه-*

ها یکی از مراحل مهم کشت   ریزنمونهسازی سترون
مطالعات انجام شده . شود وب میای محس درون شیشه

های مختلفی این مرحله را  دهد که باید با روش نشان می
  برای ریز)2004(باهات و دهار . تحت کنترل قرار داد

که  نتیجه گرفتند Myrica esculentaازدیادی 
مانی و   بیشترین زنده،تهیه شده در زمستانهای  نهریزنمو

دهار و آپرتی . هندد  میدر محیط کشت نشان را استقرار 
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آلودگی قارچی و باکتریایی درصد بالای  )1999(
را  های تهیه شده در فصول بهار و تابستان ریزنمونه

ور ظمن به) 1993(کورچئت و همکاران  .گزارش کردند
 از اتانول pumila Ulmus های کنترل آلودگی ریزنمونه

 درصد 9/0 دقیقه و هیپوکلریت سدیم 1مدت   درصد به70
جلوگیری از و برای استفاده کردند  دقیقه 15مدت به 

 1کش بنومیل   شستشو با قارچU. proceraآلودگی 
 از دقیقه 10مدت  به همچنین وکار گرفته  را بهدرصد 

چئنگ و شی  . درصد استفاده نمودند1هیپوکلریت سدیم 
 دقیقه و هیپوکلریت 2مدت   درصد به70اتانول ) 1995(

 سازی برای سترون دقیقه 10مدت   درصد به5/0سدیم 
. استفاده کردند U. pumila گیاه بالغ گونه نوک شاخه

 TDZ1  میکرومولازغلظت ) 1991(بولیارد و همکاران 
 و زایی معرفی کردند عنوان بهترین تیمار برای شاخه را به

های برگ نارون چینی  نمونهبه منظور باززایی شاخه از ریز
رورش داده شده  در گلخانه پو آمریکایی از پایه نارونی که

 MS2عمل باززایی با محلول پایه که  ،بود استفاده کردند
 با چند تکرار صورت گرفت TDZ میکرومول ازعلاوه  به

.  شاخه تولید شد5حدوداً به تعداد و از هر ریزنمونه 
و هورمون  WPM3از محلول پایه ) 2003(دارکوویک 

BAP4 همراه هر بلیت گرم در  میلی1-0های   غلظتبا 
NAA5لیتر برای تکثیر  گرم در  میلی05/0غلظت   در

 استفاده Acer caudatifoliumدرخت بالغ و جوان افرا 
ای با  کشت درون شیشه های گیاهی در  تحریک اندام.کرد

ها جهت تولید توده سلولی تمایز نیافته  کمک هورمون
 یها و باززای های متوالی کالوس ، واکشت)کالوس(

رو و یکورد. ا موجب جهش ژنی خواهد شده کالوس
 های جنسی گونه یرـزایی غ برای جنین) 2002(همکاران 

                                                           
1- Thidiazuron 
2- Murashige and Skoog 
3- Woody Plant Medium 
4. Banzil Amino Purin 
5- α-Naphthalene Acetic Acid 

U. glabra و  U. minor  2,4از غلظت پائین-D6 
 هفته به منظور تسریع در رشد 4 از پس کردند واستفاده 
 گرم در لیتر  میلی1/0 همراه ه بMS به محیط ،کالوس

BA7 1993( همکاران هوئتمن و. انتقال داده شدند (
بعنوان هورمون اختصاصی گیاهان را  TDZهورمون 

  .دانستند زایی بازامل موثر در ع،بیچو
بیماری مرگ نارون سبب کاهش با توجه به اینکه 

های دنیا و از جمله  درختان گونه ملج در جنگلشدید 
بر این در این تحقیق سعی ، گردیدهای شمال ایران  جنگل
  وه شدا تعیینه ه آلودگی ریزنمونروش بهینه کنترل است

 تکثیر  ریزنمونه و محیط کشت برایترین مناسب
 . مشخص شود)ایی و باززاییز س، کالوزایی شاخه(

  
  ها مواد و روش

هایی مانند برگ، گره و جوانـه         اندام  از در این آزمایش  
هـای   ریزنمونـه .  ریزنمونه استفاده شد   عنوان بهدرخت ملج   

های جنگلـی    ، تعدادی جوانه از پایه    برگ و گره در تابستان    
و در آخـر پـائیز   )  دارابکـلای سـاری   - شمال   های  جنگل(

شناسـی   بـاغ گیـاه   (جنگلـی    های غیـر   هیاز پا   جوانه تعدادی
در دو زمـان    ) ها و مراتـع کـشور      موسسه تحقیقات جنگل  

سه پایه از درختان جـوان      . یز و زمستان تهیه شدند    یآخر پا 
جنگلـی   ه پایه از منطقه غیـر      شمال و س   های  جنگلملج در   

هـا از جهـات و       نمونه برای این تحقیق انتخاب شدند، ریز     
هـا    این نمونه  .ارتفاعات مختلف پایه مادری انتخاب شدند     

طـور تـصادفی از بـین آنهـا           و بـه   شـده  ریخته   ای  هدر کیس 
ــه ــد  نمون ــایش انتخــاب گردیدن ــورد آزم ــای م  جهــت .ه
تیمـار از یـک      در هـر     ،هـای ملـج     نمونه سازی ریز   سترون

  .عفونی کننده با غلظت مشخص استفاده شد ضد
 بـا غلظـت     جیـوه جهت کنترل آلودگی برگ از کلرور       

 در قـــه وی دق6 و 3، 1 بـــه مـــدت درصـــد 05/0 و 1/0
                                                           

6- 2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid 
7- 6-benzyl Adenine 
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 ـپوکلری هتیمارهای دیگـر از   2  و1م بـا غلظـت   یت سـد ی
ــد  ــهدرص ــدت ب ــد ی دق10  و5 م ــتفاده ش ــه اس ــرای .ق  ب
 6 و   3 درصد به مدت     1/0 جیوه گره، کلرور    سازی  سترون

درصـد   2م  یسد تیپوکلری ه در تیمارهای دیگر از   قه و   یدق
 سـازی  سـترون بـرای   .استفاده شـد قه ی دق 30 و   15مدت   به

متـری    سـانتی  2-3 ات ابتدا آنها را به قطع ـ     ،های ملج  جوانه
دقیقه زیر جریان  20-30 تقسیم کرده و پس از آن به مدت    

  و کـشی  مـل بـرس   بعـد از ع   . داده شدند  آب معمولی قرار  
 درصـد بـه     70 اتـانول    هـا در    ها، نمونه    لایه  کامل کنی فلس

هـا تحـت    سپس ریزنمونـه . نگهداری شدنددقیقه  1مدت 
قـه  ی دق 30 و   15 درصد به مدت     2م  یت سد یپوکلریثیر ه أت
داده قه قـرار    ی دق 6 و   3 درصد به مدت     1/0 جیوها کلرور   ی

  لیات ضد انجام عم ها در هر مرحله پس از         ریزنمونه. دشدن
  .داده شدند شده شستشو  سترون آب مقطر  با،عفونی

محلـول  از  هـا    زایی جوانـه   ش برای شاخه  ین آزما یدر ا 
ــه  ــون وDKW1پای ــا BAP هورم  2 و 1هــای   غلظــتب

 IBA2تـر   یگـرم در ل    لـی ی م 1/0 همـراه    هتر ب یگرم در ل   لییم
هـای    غلظـت  بـا  TDZگـر   یمارهای د یو در ت  د  شاستفاده  

 بـه   IBAتـر و هورمـون      یگـرم در ل    لیی م 011/0 و   022/0
 در بررسـی    .تر به آن اضـافه شـد      یگرم در ل   لیی م 1/0مقدار  
 برای . تکرار استفاده شد4 تیمار و 5ها از  زایی جوانه  شاخه

  یـک نرمـال و   کلریـدریک محلـول اسـید    ازPHکنتـرل  

 ،جهت القای کـالوس   . محلول سود یک نرمال استفاده شد     
بــه همــراه  DKW و MS پایــه هــای محلــول ریزنمونــه
 تیمـار  12  درTDZ, BAP, NAA, IBAای ه هورمون

 در  ریزنمونـه ی  ها  که سلول  ند طوری تنظیم شد    تکرار 4با  
بـه سـرعت   ) زایی کالوس(ضمن تمایززدایی    ،محیط کشت 

مـورد   کـه بـرای بـاززایی    یهـای  تمام کالوس .یافتندتکثیر 
ه در   ما 5 مرحله واکشت طی     5، بعد از    قرار گرفتند استفاده  

 و یک   BAPگرم در لیتر      میلی 3 حاوی   MSمحیط کشت   
                                                           

1- Driver and Kuniyuki 
2- Indole-3-Butyric Acid 

هـای   جـز کـالوس   ه  ب.  شدند تهیه NAAگرم در لیتر     میلی
ــار   ــده در تیم ــتفاده ش ــاوی R25 )DKWاس  022/0 ح

 گـرم در لیتـر    میلـی 05/0 به همراه    TDZ گرم در لیتر    میلی
NAA (    ــار ــت تیم ــاززایی تح ــل از ب ــک دوره قب ــه ی ک
رم در  گ ـ  میلـی  44/0 و   DKW زایی با محلول پایه    کالوس
تیمـــار  (NAAرم در لیتـــر گـــ  میلـــی1 و TDZلیتـــر 
زایی گیاه از کالوس بـا         باز .ندقرار گرفت ) C10زایی   کالوس

ــسه گروهــی . تکــرار انجــام گرفــت4 تیمــار در 25  مقای
 به روش توکی انجام گرفـت     در مراحل مختلف    ا  ه نمیانگی

  .نجام شدا SAS3افزار  های آماری با نرم تمام آنالیزو
  

  نتایج
 ـپوکلری ه بـا  ازیس ـ  به تیمارهای سـترون    برگ ملج  ت ی

 ـ     ، درصـد  1م  یسد و همچنـین    قـه ی دق 5ش از   ی بـه مـدت ب
 قـه ی دق 3 درصـد بـه مـدت        05/0 جیـوه کلـرور    هنسبت ب 

ــشان داد ــره در .حــساسیت ن ــودگی گ ــرل آل  ، اگرچــهکنت
 ،دقیقـه  30مدت   به درصد   2 هیپوکلریت سدیم    کارگیری هب

همـان   ولی با مـصرف      ؛دش ها  ریزنمونهن  سبب از بین رفت   
 آلـودگی   درصد و بـا مـدت زمـان مـشابه          1ماده به میزان    

 3 مـدت  بـه  درصـد    1/0جیوه  کلرور  . قارچی از بین نرفت   
.  نیــز نتوانــست آلــودگی قــارچی را کنتــرل نمایــد دقیقــه
کـه  ی شمال   ها جنگلدرختان ملج   ای تهیه شده از     ه  هجوان

دقیقـه   30 مدت رصد به  د 2م  ی سد هیپوکلریت تیمارتحت  
ــرار داده شــدند  ــوهق ــو  شــدهای قه ــین رفتن ــواد  .د از ب م
در دیگـر   آزمـایش   ایـن   بکـار رفتـه در      ضدعفونی کننـدۀ    

هـا را کنتـرل      نتوانـست آلـودگی   سطوح و مدت زمان نیـز       
 ازتهیه شـده     ایه  هجوانآلودگی  در این آزمایش     اما. نماید

 طـی  ان و زمـست  اواخـر پـاییز    ی در  خـارج جنگل ـ   ایه  هپای
   .)1شکل ( سازی تا حدی کنترل شد رونتیمارهای ست

                                                           
3- Statistical Analysis System 
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 .ای متفاوته نمدت زما با ازیس نستروهای  در تیمار)خارج از جنگلپایه مادری (ا ه ه جوانمانی زنده میانگین درصد -1شکل 

E1  ،؛  دقیقه3مدت   درصد به1/0 جیوهر کلروE2، ؛ دقیقه3مدت   درصد به2 هیپوکلریت سدیم  
E3،؛  دقیقه6مدت   درصد به1/0 جیوهر لرو کE4،  ؛ دقیقه15مدت   درصد به2هیپوکلریت سدیم 

F پاییز؛ ،WO،  جوانه زمستانۀ باز؛WCجوانه زمستانه بسته ،.  
  

 تیمار با) F-E1(ای پاییزه ه هجواننتایج نشان داد 
 دقیقه 3مدت  ه درصد ب1/0 جیوه کلرور ازیس نسترو

در  مانی زنده درصد 95 که بهترین سازگاری را داشتند،
 TDZدر حضور  زایی شاخهدرصد . شود آنها دیده می

 در تیمار شاهد اما ،بود بالا IBA با مقدار ثابت  BAPو

)S5 (میانگین درصد  . بسیار ضعیف بودزایی شاخه پاسخ
سطح   در هورمونی مختلف تیمارهای درزایی شاخه

 داشتندی ردا  معنی اختلافتیمار شاهد با  درصد1احتمال 
  ). 2شکل (
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   مختلف کشتایه ط در محیزایی شاخه مقایسه میانگین درصد -2 شکل

S1= DKW + 0.1 mg/l IBA + 2 mg/l BAP              S2= DKW+ 0.1 mg/l IBA + 1 mg/l BAP 

S3= DKW + 0.1 mg/l IBA + 0.022 mg/l TDZ              S4= DKW + 0.1 mg/l IBA + 0.011 mg/l TDZ 
S5= DKW 
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میزان  ا مشخص شد،ه هدر بررسی رشد طولی شاخسار
 بیشتر از غلظت بالای اه نغلظت پایین سیتوکینیدر رشد 

   .بود ندار معنیاما این اختلاف   است،آن
 هورمونی ایه تنسب تمامی زایی کالوسدر آزمون 

 نسبت به لعهمطاه در این کار رفت هب و اکسین سیتوکینین
مشخص شد که  ولی ند، مثبت نشان دادپاسخ زایی کالوس
 نسبت به محلول MSمحلول پایه در  زایی کالوسدرصد 

 .بودبیشتر  ،یکسان ی هورمونردیامق در DKWپایه 
 با افزایش غلظت سیتوکینین زایی کالوسافزایش 

 در لیتر و گرم میلی 44/0 تا  TDZهورمون(
رابطه مستقیم )  در لیتررمگ میلی 3 تا  BAPهورمون
 حاوی غلظت MSا در محیط کشت ه هریز نمون. داشت
 1غلظت با NAA   و)C4و C1  (سیتوکینین بالای
 ندشد  بیشتر تحریکزایی کالوسمنظور   در لیتر بهگرم میلی

  .)3شکل (
برای بررسی با وجود اینکه از تیمارهای مختلفی 

 کمیفقط در تعداد اما  ،استفاده شد یی گیاه از کالوسززابا
درصد . )4شکل  (از این تیمارها باززایی صورت گرفت

 کشت ایه کل کالوسبه فراوانی گیاه باززایی شده نسبت 
 محلول پایه  کهداشده در هر تکرار از تیمارها نشان د

DKWمحلول پایه  از بهتر MSاست .  

 بیشترین درصد باززایی گیاه از کالوس را R25تیمار 
 با سایر تیمارها ی آن درصد5اختلاف  که ،نشان داد

 را زایی کالوسثیر محیط کشت أ این آزمون ت.دار بود معنی
 زیرا ؛ نشان داد، باززایی گیاه از کالوسمیزانبر 
 الی R1(ایی که در تمام تیمارهای باززایی ه سکالو

R24 (زایی کالوسند از محیط مورد استفاده قرار گرفت 
C1 ) محلول پایهMS در لیتر گرم میلی 3 حاوی BAP 
ای کشت ه سکالوو  ،)NAA در لیتر گرم میلی 1علاوه  به

 تهیه C10 زایی کالوس، از محیط R25شده در تیمار 
 و 22/0( در غلظت بالا TDZاستفاده از هورمون . شدند

 برای باززایی  رانتوانست کالوس)  در لیترگرم میلی 11/0
 ول پایه در محلTDZاما هورمون تحریک کند؛ گیاه 

DKW درصد  7 در لیتر تا گرم  میلی022/0غلظت  با
 درصد باززایی 6 با R18تیمار هورمونی  .داشتباززایی 

 که تاثیر مثبت هورمون ،شتی دادار معنی اختلاف R17با 
NAA عدم . دا در لیتر را نشان دگرم میلی 1/0 غلظت با

 از شاخساره ملج در های حاصل باززایی گیاه از کالوس
به مقدار  BAP  حاویDKW و MSای کشت ه طمحی

 با NAA، به علاوه  در لیترگرم میلی 2 الی 5/0
 در لیتر نشان دهنده گرم میلی 1/0 و 05/0 های غلظت

  ). 4 شکل(است نامناسب بودن این هورمون 
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  . مختلف کشتایه ط در محیزایی کالوس مقایسه میانگین درصد -3ل شک  
C1= MS + 3 mg/l BAP + 1 mg/l NAA                  C2= MS + 2 mg/l BAP  + 1 mg/l NAA 

C3= MS + 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA                  C4= MS + 0.44 mg/l TDZ  + 1 mg/l NAA 
C5= MS + 0.22 mg/l TDZ + 1 mg/l NAA             C6= MS + 0.11 mg/l TDZ  + 1 mg/l NAA 
C7= DKW + 3 mg/l BAP + 1 mg/l NAA              C8= DKW + 2 mg/l BAP  + 1 mg/l NAA 

C9= DKW + 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA              C10= DKW + 0.44 mg/l TDZ + 1 mg/l NAA 
C11= DKW + 0.22 mg/l TDZ + 1 mg/l NAA       C12= DKW + 0.11 mg/l TDZ + 1 mg/l NAA 
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 . میانگین درصد باززایی شاخساره از کالوس-4 شکل

R17=MS + 0.022 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA          R18=MS + 0.022 mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA 
R23=DKW + 0.022 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA       R24=DKW + 0.022 mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA 

mg/l NAA** 0.05 + 0.022 mg/l + TDZ+ DKW R25= 
  .ودب) C10 (زایی کالوسمحیط کشت ** 

  

  گیری بحث و نتیجه
 درا ه ه قرار گرفتن ریزنمونسد اگر مدتر یبه نظر م

ای مورد استفاده افزایش یابد، کنترل ه هعفونی کنندضد
ی شدن و از بین ا هقهو .گردد میسر میآلودگی قارچی 

 ها آن است، که ضدعفونی کنندها موید ه هنمونرفتن ریز
بر آنها تأثیر ایداری بافت ریزنمونه بیش از ظرفیت پ

 پدیدار شدن ا وه هکنند نسبت به ضدعفونیاند  گذاشته
 ازی،س نستروا چند روز پس از ه هآلودگی ریزنمون

. دهنده از بین نرفتن آلودگی درونی بافت است نشان
پس از تیمار که  پوشش فلس ای زمستانه باه هجوان
 ،ندداد نشان مانی زنده  درصد95تا ازی س نسترو

تعیین ی ملج ا هاندام برای کشت درون شیش ترین مناسب
روش فلس کنی شدید و استفاده از ) 2004(ایزدپناه  .شد

و پس از آن هیپوکلریت   دقیقه5به مدت   درصد70اتانول 
 سازی سترونبرای را   دقیقه30مدت   درصد به2سدیم 
 را مانی زنده  درصد47د، که کار بر هب  ملجایه هجوان

بر زمان انتخاب ریزنمونه، محل و پایه   علاوه.داشت
گی و روش کنترل آلودگی در میزان آلودنیز انتخاب شده 
  .بسیار موثرند

ای کشت ه طدر محی زایی شاخهمیزان  آزمون یندر ا
که در  ارزیابی شد، درصد 70حدود ا ه نحاوی هورمو

ورمون تعیین  همیزانثیر مثبت أمقایسه با تیمار شاهد ت
بیروکوا و همکاران   تحقیقات.دهد  را نشان میشده

نشان   ملجایه هنمونریزی ا هدرون شیشکشت از ) 2004(
ها در محیطی با ترکیب دو هورمون  ه رشد شاخسارکهداد 

TDZ و BAP 1993( فنینگ و همکاران .کنند رشد می (
 در لیتر گرم میلی 1 از Ulmus proceraبرای تکثیر 

BAPدر لیتر گرم میلی 01/0راه با  هم IBA استفاده 
 U. glabra تکثیربرای ) 2004(ایزدپناه مچنین ه ،کردند

 BA در لیتر گرم میلی 1 همراه با DKW محیط کشت از
استفاده کرد، اما نتایج تحقیق نشان  IBA گرم میلی 1/0و 
زایی تحقیق ما بیش از این دو تحقیق  دهد که شاخه می

  .است
ا با میزان   ه ن زیاد در غلظت بالای سیتوکنی     زایی  کالوس

  مثبت تکثیر سلولی به میزان     پاسخدهنده   ثابت اکسین نشان  
 در  زایـی   کـالوس اختلاف درصد   . اشدب ی سیتوکنین م  بالای
 موجـود در هـر یـک از         BAP و   TDZهای برابر    غلظت
 در غلظـت پـایین      ویژه هب DKW و   MSای پایه   ه  لمحلو

TDZ    مربـوط   این دو محلول پایه به قدرت یونی متفاوت
جعفری مفیـد آبـادی و همکـاران      نتایج تحقیقات    .دوش می

روی د بر ـرشای  ـه نوـورمـرات ه ـررسی اث ـ ب در) 2002(
ــ ـــکوان ـت ــ وسـال ــسیـزای ــ اکـ ب ـــه ــده ـای صن وبر پ

(Populus euphratica) ــشان داد ــزایش و  ن ــه اف  ک
  در گرم میلی 2 مقدار    از D–2,4 کاهش میزان دو هورمون   

بیـشترین درصـد    کـه    ، در لیتـر   گرم میلی 5/0 کینتینو   لیتر
 .دکنن یحاصل م  یدار معنی اختلاف   ، را داشت  زایی  کالوس

 بـرگ    از زایـی   کـالوس  )2002( پینتو و همکـاران   همچنین  
 در محیط کـشت  (Eucalyptus globules)اکالیپتوس 

MS  ، 2,4 در لیتر    گرم میلی 2تا   1 به اضافه-D   تا  01/0 و
مثبـت  را  در لیتـر  گـرم  میلـی BAP  در لیتر گرم یمیل 5/0
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 نتـایج   راسـتای در  نتیجه ایـن تحقیـق نیـز         ،گزارش کردند 
 زایی  کالوسا،  ه نکه غلظت بالاتر سیتوکنی   باشد   ی م ،تحقیق

  .دهد میافزایش ملج را 
زایی گیاه از کالوس ملج با میزان نیترات محیط باز

لول پایه در محباززایی  یعنی ؛کشت ارتباط معکوس دارد
DKW،  بیشتر از محیط حاوی محلول پایهMSاست  .

برای باززایی گیاه از کالوس  )2001(ایکسی و هونگ 
MS2 از محیط کشت Acasia sinuata گونه

 حاوی 1
 میکرومول زآتین استفاده 5/2 و BA میکرومول 3/13

ای ه سکالو )2003(ون هو دای و همکاران  .دکردن
 و MS   از هیبریدهای صنوبر در محیط کشتحاصل

WPM گرم میلی 01/0  در لیتر زآتین وگرم میلی 2 حاوی 
 و نتیجه هبرای باززایی بررسی کردرا  TDZدر لیتر 
 نتایج .تر است  مناسبWPMمحلول پایه که گرفتند 

زایی یترات بر درصد باز ننشان دهنده تاثیر تحقیق آنها
 محیط کشت .ید کردیا تا که آزمایش ما نیز آن راست

و  DKWیونی بیشتر محلول پایه   و قدرتزایی کالوس
عنوان هورمون اختصاصی  ه بTDZهمچنین هورمون 

زایی در تیمار بی از عوامل موثر درصد بالای بازگیاهان چو
R25ین زمان و ریزنمونه برای کشت بافت بهتر .ند بود
 ،باشد میهای پوشیده از فلس  جوانهفصل زمستان و ملج، 

 011/0(  در محیط کشت نسبتاً کم با میزانTDZهورمون 
 باززایی زایی و  شاخهدر) گرم در لیتر میلی 022/0الی 

  .باشد میبسیار موثر 
 

  سپاسگزاری
از همکـــاری صـــمیمانه گـــروه اصـــلاح نباتـــات و   

ــوژی دا ــدران، بیوتکنول ــشگاه مازن ــشاورزی دان ــشکده ک  ن
کـشور  و مراتع  ها جنگلمسئولین محترم موسسه تحقیقات  

 مهنـدس نـادعلی بـاقری و مهنـدس          م محتر همکاران از   و
دنـد  ا را یاری نمو    در اجرای این پروژه م     نصراالله نژادی که  
  .میکمال تشکر را دار

  

  عمناب
10.Bhatt, I.D., and Dhar, U. 2004 Factors Controlling Micropropagation of Myrica esculenta buch.-

Ham. exD. Don: A high value wild edible of Kumaun Himalaya. African Journal of Biotechnology 
Vol. 3 (10), Pp. 534-540. 

2.Biroikova, M., Spiakova, K., Liptak, S., Pichler, V., and Urkovi, J. 2004. Micropropagation of 
mature wych elm. Plant Cell Reports. 22: 640-644. 

3.Bolyard, M.G., Srinivasan, C., Cheng, J.P., and Sticklen, M. 1991. Shoot regeneration from leaf 
explants of American and Chinese elm. HortScience. 26(12):1554-1555. 

4.Cheng, Z.M., and Shi, N.P. 1995. Micropropagation of mature Siberian elm. Plant Cell Tissue and 
Organ Culture. 41:197-199. 

5.Corchete, M.P., Dles, J.J., and Valle, T. 1993. Micropropagation of Ulmus pumila L. from mature 
trees. Plant Cell Rep. 12:534-536. 

6.Corredoirao, E.M., Vieitezo, A., and Ballester, A. 2002. Somatic Embryo genesis in Elm. Annals of 
Botany. 89:637-644.  

7.Dhar, U., and Upreti, J. 1999. In vitro Regeneration of a mature leguminous liana (Bauhinia vahlii 
Wight & Arnott). Plant Cell Rep. 18: 664-669. 

8.Durkovic, J. 2003. Regeneration of Acer cadatifolium Hayata plantlets from juvenile explants. Plant 
Cell Rep. 21: 1060-1064. 

9.Eyzadpanah, M. 2004. Micropropagation of Matter Ulmus glabra. Pajouhesh and Sazandegy. 58: 
75-66. 

10.Fenning, T.M., Gartland, K.A., and Bjrasier, C.M. 1993. Micropropagation and regeneration of 
English elm Ulmus procera. J. Exp. Bot. 26:1211-1217. 

11.Huetteman, C.A., and Preece, J.E. 1993. Thidiiazuron: a potent cytokinin for woody plant tissue 
culture. Plant Cell Tissue and Organ Culture. 33:103-119. 

12.Jafari mofidabai, A., Jorabshi, A., and Mahmodi kordi, F. 2002. New Genotype development of 
Populus euphratica Oliv by Gametoclonal Variation. Pajouhesh and Sazandegy. 52: 87-90 

13.Pinto, G., Santos, C., Neves, L., and Araujo, C. 2002. Somatic embryogenesis and plant 
regeneration in Eucalyptus globulus Labill. Plant Cell Rep. 21:208-213. 

14.Xie, D.Y., and Hong, Y. 2001. Regeneration of Acacia mangium through somatic embryogenesis. 
Plant Cell Rep. 20: 34-40. 

15.Wenhao, D., Zong, M., and Wayne, S. 2003. Plant Regeneration and Agrobactrerium Mediation 
Transition of two elite Aspen hybrid clones from in vitro leaf tissue. In vitro Cellular and 
Developmental Biology Plant Journal. 39(1):28-33. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

J. Agric. Sci. Natur. Resour., Vol. 15(4), 2008 
www.jasnr.info 

www.sid.ir 
www.magiran.com/jasnr 

 

  

Tissue Culture of Ulmus glabra Hudson: The Effects of Culture media, Explants and 
their Harvest Times 

 
1*H. Zabihi1, S.M. Hossini nasr2, N. Babaeyan Jelodar3 and H. Jalilvand4 

1M.Sc., student Dept. of Forestry of Sari University of Agricultural Sciences and Natural Resources, Iran, 
2Assistant Prof., Dept. of Forestry of Sari University of Agricultural Sciences and Natural Resources, Iran, 
3Professor Dept. of Agronomy and Plant Breeding of Sari University of Agricultural Sciences and Natural 
Resources, Iran, 4Associate Prof., Dept. of Forestry of Sari University of Agricultural Sciences and Natural 

Resources, Iran 
  

 
 

Abstract 
Elm (Ulmus glabra Hudson) species have been severely damaged by Dutch elm disease in recent 

decades. In this research node, leaf, and buds of U. glabra were sampled as explants for tissue culture. 
Percentage of explant survival was recorded following sterilization with sodium hypochlorite and 
mercuric chloride. The results showed that the best organs for tissue culture were buds. Survival 
percentage of the later fall bud explants treated with 2% sodium hypochlorite and 0.1% mercuric 
chloride was significantly different at 1% level when compared with the end winter buds. Shooting of 
buds performed in DKW basal medium with TDZ including IBA and DKW medium with BAP 
including IBA. We tested callus regeneration from shoot nodes in both MS and DKW media 
containing TDZ and BAP including NAA. Concentration of 0.44 mg l-1 TDZ and 3 mg l-1 BAP were 
affective in callus production. For increasing probability of callus regeneration, thay were 
subcultureed for 5 times during 5 mounths. The results showed that the best medium for regenerating 
plants from callus was DKW containing 0.022 mg l-1 TDZ plus 0.05 mg l-1 NAA.     
 
Keywords: Callus; Elm; Regeneration; Sterile; Tissue Culture 
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