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Abstract

Forests are the national capital of each country, whose protection and proper use of them, in addition to earning 
money, ensures the survival of environment. The endemic plant species are unique genetic reserves of each 
country due to the having some superior morphological traits adapted to environmental conditions, particularly 
their resistance to pests and diseases and unfavorable environmental factors. This makes the proliferation and 
protection of endangered species a vital issue; therefore, the need to use the methods that could meet the 
growing need for cultivation and proliferation is felt. Mature trees that have been able to withstand their survival 
in various atmospheric conditions, pests and diseases attack, and inadequate environmental conditions over 
the years are valuable treasures of genetic reserves. Tissue culture is a tool that can save the endangered tree 
species, which are not capable of reproduction. This biotechnological method could be effective in preserving 
endangered forest species through proliferation of species under laboratory controlled conditions and then 
cultivation in natural arenas. During the three late decades, around 31 endangered forest species have been 
propagated through micropropagation in the tissue culture laboratory of biotechnology department of Research 
Institute of Forests and Range lands.
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راهکارهای کلیدی برون‌رفت از مشکلات
 »ریزازدیادی« درختان جنگلی

میترا امام*

Key solutions for the problems of forest trees micropropagation
M. Emam*

10
.2

20
92

/ir
n.

20
18

.1
16

11
4

چکیده
جنگل‏ها، سرمايه‌هاي ملي هر كشور محسوب مي‌شوند كه حفاظت و استفاده صحيح از آنها، علاوه‌بر کسب درآمد، بقاي 
محيط‌زيست را نيز تضمين مي‌کند. گونه‌هاي گياهي بومي، ذخاير توارثي ژنتیکی منحصربه‌فرد، بااهمیت و ارزشمند هر کشوری 
هستند که ‌دليل آن، دارا بودن بعضي از صفات ‌مرفولوژیکی برتر و سازگار به شرايط محيطي، مخصوصاً مقاومت آنها در مقابل 
آفات و امراض و عوامل نامساعد محيطي است. این امر تکثیر و حفاظت گونه‌های در معرض خطر را به یک امر حیاتی تبدیل 
کرده و لزوم استفاده از روش‏هایی که با سرعتی بیش از روش‏های سنتی، پاسخگوی نیاز روزافزون کشت و تکثیر است، احساس 
می‌شود. درختان بالغی که در طول سالیان دراز عمر خود توانسته‌اند بقای خود را در شرایط مختلف جوی، حمله آفات و امراض 
و شرایط نامناسب محیطی تحمل کنند، گنجینه‌های گران‌بهایی از ذخایر ژنتیکی محسوب می‌شوند. كشت بافت ابزاری است که 
مي‌تواند گونه‌هاي درختان جنگلي در معرض انقراض را كه در شرايط طبيعي قادر به تكثير نيستند، از خطر نابودي نجات دهد. 
با استفاده از ‌این ‌روش بيوتكنولوژيکی می‌توان با تكثير انبوه گیاهان در شرايط كنترل‌شده آزمايشگاه و سپس كشت آنها در 
عرصه‌هاي طبيعي، در حفظ گونه‌هاي جنگلي در حال زوال مؤثر بود؛ به‌طوری‌که در آزمایشگاه کشت بافت گروه زیست‌فناوری 
مؤسسه تحقیقات جنگلها و مراتع کشور در طی سه دهه اخیر حدود 31 گونه جنگلی در معرض خطر، از طریق ریزازدیادی 

تکثیر انبوه شده‏اند. 
واژه‌هاي كليدي: درخت جنگلی، در معرض خطر، ریزازدیادی، راه حل
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و بـا حفـظ تنوع ژنتیکـی در حد ممکن و قابـل قبول، به 
عرصـه انتقـال یابد. علاوه‌بـر آن که در مـورد گیاهان 
در معـرض خطـر و در حـال انقـراض کـه دارای 
پایه‏هـای محـدود در عرصه هسـتند، ایجاد کلون 
از آن درختان، بـرای حفاظت و احیای پایه‌های 
موجـود ایـن گونه‏ها، بسـیار ارزشـمند اسـت. 
همچنیـن گونه‏هـای نادر و کمیاب که مشـکل 
تکثیـر از طریـق سـایر روش‏هـا را داشـته یا 
فاقـد بذر هسـتند و اکوتیپ‏هـای خاص مثل 
گیاهـان دارویـی یـا گونه‏های برتـر و دارای 
اهمیـت اقتصـادی مثـل گیاهان سریع‏الرشـد 
)صنوبر و اوکالیپتوس( از این قاعده مسـتثنی 
هسـتند. ریزازدیـادی فرصتـی بـرای احیا و 
حفاظـت از ایـن گونه‏هـا فراهـم سـاخته و 
صـرف هزینه‏هـای بـالا و سـایر اشـکالات 
احتمالـی برای انجام تکثیـر اجباری از طریق 

کشـت بافـت را توجیـه می‏کند.

  اقدامات و یافته‏ها
از نظـر تکنیکی، ریزازدیـادی دارای 5 مرحله 

اسـت که عبارتند از:
مرحله صفر ریزازدیادی یا سترون‌سازی سطحی:

 در ایـن مرحله برداشـت قطعاتـی از اندام‏های 
رویشـی گیاه نظیر جوانه، سرشاخه، گره، برگ 
و... صـورت می‏گیرد. با توجه بـه قرار گرفتن 
ایـن درختان در عرصـه )جنگل، مرتع و غیره( 
و آلودگی سـطحی اندام‏ها به انواع پاتوژن‏های 
محیطـی، هدف این مرحله، حذف آلودگی‏های 
نمونـه بـدون صدمـه زدن به بافت گیاه اسـت. 
بـرای این منظور اسـتفاده صحیـح و به‏موقع از 
محلول‏های سـترون‏کننده مختلـف مانند انواع 
قارچ‏کش‏هـا، ترکیبـات کلـردار نظیـر کلریـد 
جیـوه، هیپوکلریـت سـدیم و غیـره به‏گونه‏ای 
کـه بـدون صدمه زدن بـه بافت گیـاه، نمونه را 
از هرگونه آلودگی سـطحی پـاک کرده و آماده 
اسـتقرار در محیط کشـت کند، ضروری اسـت 
)Enjarlic,1988(. قابـل ذکر اسـت که سـن 
و سـال پایه مـادری، محـل قرارگیـری نمونه 
روی پایـه، فصل برداشـت نمونـه و مختصات 
اکولوژیکـی رویشـگاه گیـاه  جغرافیایـی و 
موردنظـر، می‏توانـد در نحـوه اجـرای مراحل 

سترون‌سـازی مؤثر باشـد.
از مشـکلات ایـن مرحلـه می‌تـوان بـه 
بـا  کشت‌شـده  نمونه‏هـای  بـودن  درگیـر 
آلودگـی نهـان یا داخلـی و نیز قهوه‏ای شـدن 

)Browning( نمونه‏ها بر اثر ترشح مواد فنولی 
از آن اشاره کرد. آلودگی نهان یا داخلی با تیمار 
شـیمیایی برطرف نشده و منجر به رشد ضعیف 
یـا کلـروز بافت‏هـا می‏شـود. ایـن آلودگی‏هـا 
اغلـب بر اثـر باکتری‏های میله‏ای‌شـکل ایجاد 
می‏شـود. دو راه بـرای مبـارزه با ایـن آلودگی 
پیشـنهاد می‏شـود: اسـتفاده از آنتی‏بیوتیک در 
محیـط کشـت و کشـت مریسـتم. لازم به ذکر 
اسـت که به کار بردن آنتی‌بیوتیک به‌دلیل ایجاد 
مقاومـت در باکتری‏هـا، هزینـه زیـاد و ایجاد 
سمیت گیاهی، در بیشتر موارد توصیه نمی‏شود 
مـواد  بـرای حـذف    .)Meynier, 1989(
فنولی اسـتفاده از آنتی‌اکسـیدانت‏های مختلف 
نظیـر اسیدآسـکوربیک، زغال فعـال، PVP و 
اسیدسـیتریک در ترکیـب محیـط و بازکشـت 
مکـرر نمونـه و اسـتفاده از محیط کشـت مایع
باشـند مناسـبی  ه‌حل‌هـای  را ننـد  می‌توا

 .)Driver, 1984( 

از  شـده  گرفتـه  نمونه‏هـای  مـورد  در 
نهال‏هـای جـوان، میـزان آلودگـی سـطحی 
از طرفـی  از درختـان مسـن اسـت.  کمتـر 
هرچـه منطقـه اقلیمی ‏گیاهـان دارای رطوبت 
بیشـتری باشـد، درجه آلودگـی بالاتر خواهد 
بـود )Enjarlic,1988(. زمان برداشـت مواد 
نیـز بر میزان آلودگی مؤثر اسـت، به‌طوری‌که 
در فصـل زمسـتان بیشـترین میـزان آلودگی 
روی سـطح درختان وجـود دارد. گاهی برای 
رفـع آلودگـی نمونه‌هـای گیاهی بـه آفات و 
نیازمنـد  بیماری‌هـا )حشـرات و قارچ‏هـا(، 
کاربـرد حشـره‏کش يـا قارچ‏کـش خواهیـم 
بـود، ولی مطمئن‏تریـن راه برای حذف تمامی 
‏عوامل بیماری به‌خصوص ویروس‌ها، کشـت 
مریسـتم انتهایی گیاه اسـت. بـرای نمونه، در 

  مقدمه
تکثیر کلونی )سـلول‌های مشابه 

به‌وجـود  از طریـق غیرجنسـی  کـه 
آمده‏انـد( در شـرایط درون‌شیشـه‏ای‏ را 

»ریزازدیـادی« می‌گوینـد. تکثیـر کلونـی 
مشـکلات خاصـی دارد، امـا ایـن کار در 
تمـام طول سـال انجام‌شـده و هزينـه آن در 
انتقـال  و  اسـت  مقرون‌به‌صرفـه  درازمـدت 
گياهـان از محلـي بـه محل ديگر در شـرايط 
درون شيشـه‌اي راحت‌تر صـورت مي‌پذيرد. 
ازجملـه مزایـای دیگر کشـت بافـت می‌توان 
هزینه‌هـای سـوخت،  در  بـه صرفه‌جویـی 
فضـای گلخانـه‌ای، بسـترهای تکثیـر، امکان 
گیاهـان،  باززایـی  و  ژنتیکـی  دسـت‌ورزی 
فراهـم آوردن بانک‌هـای ژن گیاهـی، توليـد 
فراورده‌هـاي ثانويـه، نیـاز بـه مقادیـر کـم 
مـواد اولیـه در ابتدای کشـت و تولید گیاهان 
عـاری از بیماری )ویـروس، باکتری و قارچ( 
اشـاره کـرد. عاری بـودن نهـال از بیماری‌ها 
)ویروس، باکتری و قارچ( و اثرات باقی‌مانده 
مـواد تنظیم‌کننده رشـد در بافت‌هـای نهال به 
سـرعت رشـد آنها کمک کـرده و هزینه‌های 
دام را  مقابـل وحـوش و  قـرق جنـگل در 

کاهـش می‌دهـد.
نظیـر  اقلیمـی  تغییـرات  بـه  توجـه  بـا 
پیاپـی  گرمایـش زمیـن و خشکسـالی‏های 
بـه همـراه دخالت‏هـای بی‌رویـه انسـان در 
تخریـب همه‌جانبـه طبیعـت کـه منجـر به از 
دسـت رفتـن عرصه‌هـای زیـادی از منابـع 
طبیعی کشـور شـده اسـت، تعـداد زیـادی از 
گونه‏هـای ارزشـمند جنگلـی و مرتعـی در 
آسـتانه انقراض قـرار گرفته‏اند و لـزوم تکثیر 
و احیـای ایـن گیاهـان در اسـرع وقـت و با 
سـودمندترین تکنیک احساس می‌شود. یکی 
از ‌ایـن‌ روش‌ها، تکثیر انبـوه درختان جنگلی 
در معـرض خطر از طریق ریزازدیادی اسـت.

در  ریزازدیـادی  چالش‏هـای  ازجملـه 
عرصه‏هـای طبیعـی، کلون‌سـازی و انتقال آن 
بـه جنگل اسـت. این کار نباید بـه قیمت زیر 
پـا گذاشـتن قوانیـن حاکم بـر تـوازن طبیعی 
موجـود در بیـن اجـزای اکوسیسـتم جنـگل 
باشـد. بـرای ایـن منظـور بایـد ژنوتیپ‏های 
مختلـف از پایه‏های گیـاه موردنظر از مناطق 
و ژنوتیپ‌هـای مختلف و متنوع چندین منطقه 
رویشـگاهی، از طریق کشت بافت تکثیر شده 

عـاری 
بودن نهال از بیماری‌ها 

)ویـروس، باکتری و قـارچ( و 
اثـرات باقی‌مانده مـواد تنظیمک‌ننده 

رشـد در بافت‌هـای نهال به سـرعت 
رشـد آنها کمک کـرده و هزینه‌های 
قرق جنگل در مقابل وحوش و دام 

را کاهـش می‌دهد.
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مـورد بـذری که بـا لایـه فلس احاطه شـده 
اسـت، اسـتفاده از روش‏هـای سـترون کردن 
نظیر شـعله‏دهی، پوسـته‏برداری و نیز استفاده 
از محلول پراکسـید هیـدروژن یا کلرید جیوه 
بـرای حـذف آلودگی‏هـا بـدون صدمـه زدن 
بـه بافـت گیـاه، معمـول‏ اسـت. ولـی بـرای 
بافت‏های حسـاس و بدون لایه محافظ، مثل 
برگ یا ساقه، اسـتفاده از محلول هیپوکلریت 
سـدیم یـا کلسـیم رقیـق شـده بـا آب مقطر 
به‌دنبال شست‌وشـوی الکلـی نمونه‏ها توصیه 
می‏شـود. اتانـول، موم‏هـای هیدروفوبیـک و 
رزین‏هـا را کـه محافـظ میکروارگانیسـم‏ها 
هسـتند حذف کرده و خـود نیز در نقش یک 
ضدعفونی‏کننـده در حـذف آلودگی‏هـا مؤثر 
است )Enjarlic,1988(. گاهی از روش‏های 
سـترون‏کننده  محلـول  دو  کاربـرد  تلفیقـی 
به‌دنبـال یکدیگـر بـرای حـذف آلودگی‏هـا 
بـرای مثـال شـاخه‏های  اسـتفاده می‏شـود. 
دو  بـا  بالـغ   Pseudotsuga menziesii
محلول هیپوکلریت سـدیم 10 درصد و کلرید 
جیوه 0/05  درصد در پی یکدیگر ضدعفونی 
شـدند )Gupta & Durzan, 1985(. گاهی 
اسـتفاده از محلول هیپوکلریت سدیم در حین 
ضدعفونـی نمونه‏هـا بـه بافـت نمونـه صدمه 
ضدعفونی‌کننـده  مواقـع  ایـن  در  می‏زنـد. 

دیگـری ماننـد محلـول کلرید جیـوه توصیه 
می‏شـود. ایـن محلـول در حـذف نمونه‏های 
پاتـوژن به‌طـور مؤثرتـری عمـل می‏کنـد و 
علـت آن، جذب راحت‏تر توسـط بافت گیاه 
نسـبت به سـایر محلول‏های ضدعفونی است 
امـام و همـکاران   .)Paranjothy, 1987(
)1390( بـرای حـذف آلودگی‏های سـطحی 
شـاخه‏های گیـاه جنگلی تیس )شـکل5( که 
از آلودگـی زیادی برخوردار اسـت، در تمام 
فصـول سـال از این محلـول اسـتفاده کردند.

بـرای حذف حباب‏های هـوا و نفوذ بهتر 
محلول‏هـای ضدعفونـی بـر بافت گیـاه تمام 
مراحل سترون‌سـازی باید به‌طـور منظم و با

فواصـل  در  گیـرد.  صـورت  هـم‌زدن   

مـداوم  مراحـل ضدعفونـی،‏ شست‌وشـوی 
نمونه‏هـا بـا آب سـترون صـورت می‏گیـرد 
تـا ضمـن حـذف آلودگی‏هـا، بقایـای مـواد 
سترون‏کننده را نیز از بافت نمونه خارج سازد. 
ز  ا ن  و سـتر تکمیـل  ی  ا بـر هـی  گا
میـل  بنو نظیـر  رچ‌کـش  قا ی  محلول‏هـا
نظیـر  هـی  گیا ی  تیک‏هـا نتی‌بیو آ یـا 
سفوتاکسـیم یا ریفامپیسـین اسـتفاده می‏شود

آلودگی‏هـای   .)Haldeman, 1987 (
درون‏زا کـه معمـولًاً در بافت‏هـای درختـان 
کاربـرد  بـا  دارد  مسـن‏تر وجـود  جنگلـی 
در  سفوتاکسـیم  نظیـر  آنتی‌بیوتیک‏هایـی 
سـاختار محیـط کشـت قابل حذف هسـتند. 
در کشـت جوانه درختان بالـغ گردوی ایرانی 
بـه همـراه  ایـن روش   )Juglans regia(
واکشـت مکرر در حـذف پاتوژن‏های درونی 
مؤثـر بود )امام و همکاران،‏ 1374(. البته این 
روش پرهزینه بوده و استفاده از محیط کشت 
مایـع به جای جامد، مقرون‌به‌صرفه‏تر اسـت. 
آنتی‌بیوتیک‏ها در حذف میکروارگانیسم‏های 

غیرمضـر تأثیـر منفـی دارند. 
برش‏دهـی و انتقال بافت‏ها به محیط کشـت: 
ریزنمونـه می‏توانـد جنین، جوانه، لپه، شـاخه 
و سرشاخه باشـد. قطعات سترون‌شده گیاه با 
اسـکالپل تیز، برش‏دهـی و روی پتری دیش 

بــرای 
حســاس  بافت‏هــای 

محافــظ،  لایــه  بــدون  و 
ــتفاده  ــاقه، اس ــا س ــرگ ی ــل ب مث

ــا  ــدیم ی ــت س ــول هیپوکلری از محل
کلســیم رقیــق شــده بــا آب مقطــر 
به‌دنبــال شست‌وشــوی الکلــی 
نمونه‏هــا توصیــه می‏شــود.

شکل 1- مراحل ریزازدیادی گیاه Amygdalus scoparia تا انتقال به خاک

شکل2- مراحل ریزازدیادی گیاه  Ulmus carpinifolia تا انتقال به خاک
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یا کاغذ صافی سـترون و سـپس روی محیط 
کشـت قـرار می‏گیـرد. قابـل توجه اسـت که 
ابـزار مـورد اسـتفاده در حین کشـت همگی 
‏سـترون بـوده و عملیـات در درون دسـتگاه 
هـود لامینـار انجام می‏شـود. ابـزار نباید داغ 
باشـند تـا نمونه‌های گیاهی دچار سـوختگی 
نشـوند. به‌دلیل خطرات آتش و آتش‌سـوزی، 
به‌جـای شـعله‏دهی روی چـراغ الکلـی، بهتر 
اسـت از دسـتگاه Beat strilyzer اسـتفاده 
شـود. قهوه‏ای شـدن بافت در حین برش‌دهی 
پلی‌فنـول  ترشـح  )به‌دلیـل  می‏آیـد  پیـش 
اکسـیداز از بافـت صدمه‌دیده( که با اسـتفاده 
از آنتی‌اکسـیدانت‏ها در ترکیب محیط کشـت 
و نیـز غوطـه‏وری نمونـه در محلـول تا زمان 
انتقـال آن بـه محیـط، می‏توان این مشـکل را 
حـل کرد. کاهش میزان شـکر محیط، افزودن 
گلوتامیـن بـه محیـط یـا نگهداری کشـت‏ها 
در تاریکـی تا حـدودی پدیده قهوه‏ای شـدن 
را کنتـرل می‏کنـد )Cormier, 1990(. نحوه 
قراردهی ریزنمونه در محیط کشـت بر رشد و 
تکثیـر آن، اثر قابل توجهـی دارد، به‌طوری‌که 
کشـت مایل شاخه و قراردهی معکوس جنین 
در محیط کشـت بر تحریک شـاخه‏زایی مؤثر 
خواهد بود )Aitken, 1988(. قهوه‏ای شـدن 
بافت در کشـت کالوس همراه با افزایش سنتز 

پروتئین و نشاسـته و کاهش تولید اتیلن پیش 
می‏آیـد )Lindfors, 1990(. زغـال فعـال با 
جذب ترشـحات فنولی در حـذف این پدیده 
مؤثـر بـوده ولـی تأثیـر منفـی آن بـر جذب 
هورمون‌های رشـد است. روش متداول دیگر 
بـرای حـذف ایـن ترشـحات، بازکشـت‏های 
محیـط  در  ریزنمونه‏هـا  متوالـی  و  مکـرر 
کشـت اسـت. در کشـت جوانه درختـان بالغ

)Eucalyptus globulus(، امام و همکاران‏ 
)1389( از ‌ایــن ‌روش بــرای جلوگیــری 
نمونه‏هــا )شــکل 4(  از قهــوه‏ای شــدن 
اســتفاده کردنــد. در مــورد گیــاه بــادام کوهی

 )Amygdalus scoparia( استفاده از ترکیب 
PVP به‌عنـوان آنتی‌اکسـیدان بـرای جـذب 
ترشـحات فنولـی گیـاه )شـکل 1( در محیط 
کشـت مؤثر بـود )امام و همـکاران، 1384(.

اسـتقرار  یـا  ریزازدیـادی  اول  مرحلـه 
نمونـه در محیـط، همـراه بـا شـروع رشـد و 
تکثیـر نمونه در محیط کشـت مناسـب، واجد 
تنظیم‏کننده‏هـای رشـد اسـت. بدیهـی اسـت 
در ایـن مرحلـه اسـتفاده از تجـارب سـایر 
محققـان در گونه‏هـای مشـابه بـا گیـاه مورد 
تحقیـق می‏توانـد ایـده اولیـه روش تکثیر را 

بـه محقـق ارائـه کند.
مرحلــه دوم، هدایــت مراحل رشــد نمونه 

بــرای رســیدن بــه اهــداف موردنظــر شــامل 
ایجــاد شــاخه و رشــد طولــی مناســب آن و 
ــدد اســت.  ــر شــاخه‌های متع ــت تکثی درنهای
ــوازن هورمون‌هــای  ــرد مت ــا کارب ــن امــر ب ای
ــق  ــب محق ــت مناس ــط کش ــد در محی رش
می‏شــود؛ به‌نحــوی کــه نســبت بالاتــر 
ســیتوکنین بــه اکســین در محیط کشــت، بافت 
ــس  ــبت عک ــاخه‏زایی و نس ــمت ش را به‌س
ــد. ــت می‏کن ــه‏زایی هدای ــمت ریش آن به‌س
در این مرحله مشـکلات مرسـومی نظیر 
شیشـه‏ای شـدن )Vitrification(، پرپشت یا 
رزتـی شـدن شـاخه )Rossete( و نزدیکی 
بـه‏ یکدیگـر وجـود دارد.  گره‏هـای سـاقه 
شـاخصه شیشـه‏ای ‏شـدن یک ظاهـر آبکی، 
شفاف و متورم سـاقه و شاخه‏های گیاهک‏ها 
اسـت. برگ‌های شیشه‏ای، فاقد بافت نردبانی 
سـالم ولـی بـا مزوفیـل دارای فضاهـای بین 
سـلولی بزرگ هسـتند. موم سـطح کوتیکول 
نـازک شـده و روزنه‏ها به تعداد کـم و دارای 
شیشـه‏ای‏  ناقص‏انـد. شـاخه‏های  عملکـرد 
همیشه مشـکل انتقال به خاک را دارند. برای 
رفـع ایـن مشـکل کاهـش نمک‏هـای کلرید، 
آمونیـوم و نیترات تا نصـف غلظت عادی در 
محیـط، کاهـش تنظیم‌کننده‏های رشـد به‌ویژه 
BA در محیـط، کاهش بخـار آب و اتیلن در 

شکل3- مراحل ریزازدیادی گیاه Eucalyptus grandis تا انتقال به خاک

شکل4- مراحل ریزازدیادی گیاه Eucalyptus globulus تا انتقال به خاک
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اتمسـفر بـالای کشـت، جایگزینـی 
گلوتامین با کلسـیم نیترات و افزودن 
ژل‏رایـت بـه جـای آگار در محیـط 
مثبـت  ازجملـه روش‏هـای  کشـت 
اسـت. امام و همـکاران )1379( در 
Ulmus carpin�(  ریزازدیادی اوجا 

ifolia(، برای رفع مشـکل شیشـه‏ای 
شـدن شـاخه‏های کشـت بافتـی، از 
کاهـش غلظـت نیترات‏های محیط کشـت تا 
نصف میزان عـادی و کاهش غلظت هورمون 

BA )شـکل 2( اسـتفاده کردند. 
تغییــر  شــدن،  رزتــی  مــورد  در 
محیــط کشــت و تعویــض هورمون‌هــای 
هورمــون  ز  ا اســتفاده  و  ســیتوکنینی 
ژیبرلیــک اســید ازجملــه راه ‌‏حل‏هــا ‏اســت 
)Evers, 1988(. در مــورد گیــاه کیکــم

ــی  ــکل رزت ــز مش )Acer cineracens( نی
شــدن شــاخه بــا کاربــرد هورمــون GA در 
ــا ســایر هورمون‌هــای ســیتوکنینی  تلفیــق ب

برطــرف شــد )امــام و همــکاران، 1385(.
مرحلــه ســوم، تحریــک شــاخه‏های بــا 
رشــد طولــی مناســب برای ریشــه‏دار شــدن 

و وصــل شــدن بــه ریشــه‏هایی بــا آناتومــی 
صحیــح از لحــاظ تارهــای کشــنده و فعــال 
بــودن آن ‏اســت. گاهــی لازم اســت در مورد 
ــاه  بعضــی گیاهــان تحریــک ریشــه‏دهی گی
ــرای ماده‏ســازی  ــق CO2 بیشــتر ب ــا تزری ب
گیــاه از طریــق فتوســنتز و درنتیجــه تــاش 
بــرای جــذب بیشــتر آب از انــدام تحتانــی و 
ــرد. سیســتم  توســعه ریشــه آن صــورت گی
ــک  ــدف کم ــن ه ــام ای ــه انج ــروف ب اتوت
ــت  ــه مقاوم ــن مرحل ــش ای ــد. چال می‏کن
نبــود  یــا  ریشــه‏دهی  برابــر  در  گیــاه 
ــی ــت بافت ــاه کش ــب گی ــه‏دهی مناس ریش

)Mcclealand, 1990( اســت. راه‌حل‌هــای 

ــت‏ورزی در  ــد از: دس ــکل عبارتن ــن مش ای
ترکیب محیط کشــت نظیر کاهــش ماکروالمان‌ها 
 ،)Curir, 1990( ماکرونیترات‌هــا  مثــل 
ــتفاده از  ــوکروز، اس ــذف س ــا ح ــش ی کاه
ــا دوره تاریکــی کوتاه‏مــدت  زغــال فعــال ی
و  آگار  تــا شــروع ریشــه‏زنی، حــذف 
اســتفاده از نگهدارنده‏هــای فیزیکــی مناســب 
ــذ  ــل کاغ ــل پ ــع مث ــت مای ــط کش در محی
صافــی یــا ترکیــب خــاک ســترون، اســتفاده 
ــت  ــش غلظ ــا افزای ــروف ب ــتم اتوت از سیس
ــد،  ــک( رش ــای )اطاق CO2 در انکوباتوره

ــدون هورمــون  ــط کشــت ب اســتفاده از محی
ــذف  ــرای ح ــه‌زایی ب ــار ریش ــل از تیم قب
ــاخه‏زایی  ــه ش ــیتوکنین‏های مرحل ــر س تأثی
و نیــز تیمارهــای غوطــه‏وری کوتاه‌مدت در 
محلــول غلیــظ اکســین و انتقــال بــه محیــط 
ــس ــاه تی ــورد گی ــون. در م ــدون هورم ب

مشــکل   )S o r b u s  a u c o p a r i a (  
کاربــرد  بــا  گیــاه  ریشــه‏دهی ســخت 
ــش  ــکل5( و افزای ــروف )ش ــتم اتوت سیس
انکوباتورهــای رشــد  در   CO2 غلظــت 
بــه همــراه اســتفاده از محیــط کشــت 

ــا ورمیکولایــت  ــی ب ــیون تلفیق سوسپانس
ــکاران، 1391(. ــام و هم ــد )ام ــرف ش برط

ــه  ــول ب ــس از وص ــارم، پ ــه چه مرحل
ــه  ــب، مرحل ــی مناس ــت بافت ــه کش گیاهچ
درون‌شیشــه  شــرایط  از  گیــاه  انتقــال 
شیشــه ز  ا خــارج  بــه   )In  v i t ro (

)Ex vitro( و طــی مراحــل ســازگاری 
ــرون  ــا شــرایط محیــط بی ــاه ب تدریجــی گی
از شیشــه تــا انتقــال آن بــه شــرایط گلخانــه 
ــه  ــن مرحل ــت. ای ــه ‏اس ــت عرص و درنهای
حســاس و بحرانــی بیشــترین تلفــات گیاه را 
بــه همــراه دارد و تعیین‌کننــده نهایــی موفــق 
بــودن پروتــکل ریزازدیــادی گیــاه ‏اســت.

ازجملــه چالش‏هــای این مرحلــه، فقدان 
ســازگاری مناســب گیــاه کشــت بافتــی بــا 
شــرایط خارج از شیشــه ‏اســت. گیاهچه‏های 
حاصــل از تکثیر در شــرایط درون‌شیشــه‏ای، 
ــوده و  ــک جــو اشــباع از بخــار آب ب در ی
زمانــی کــه بــه گلخانــه طبیعــی یــا شــرایط 
مزرعــه منتقــل می‏شــوند، به‌ســرعت پژمــرده 
ــاه،  ــای گی ــق برگ‌ه ــوند. آب از طری می‏ش
از دســت رفتــه )به‌دلیــل فقــدان مــوم 
ــترس ریشــه‏ها  ــی( و آب در دس پی‌کوتیکول
نیــز به‌دلیــل صدمــه‏ای کــه در حیــن انتقــال 
ــود.  ــدود می‏ش ــد، مح ــش می‏آی ــاه پی گی
ــش  ــوده و کاه ــر نب ــا تحریک‌پذی روزنه‏ه
رســوب ســلولز و لیگنیــن در ایــن گیاهچه‏ها 
باعــث کاهــش فشــار دیــواره ســلولی شــده 
کــه خود منجــر بــه افزایش آب در ســلول‌ها 
و تورژســانس مصنوعــی در برگ‌هــا و 
روزنه‏هــا می‏شــود. ســوکروز محیــط کشــت 
ــد  ــه رش ــر ب ــی( منج ــع غذای ــوان منب )به‌عن
ســریع گیــاه و درنتیجــه کاهــش فتوســنتز در 
برگ‌هــا می‏شــود. زیــرا گیــاه بــا دسترســی 
آســان بــه قنــد در درون محیط کشــت، برای 

ــه  غذاســازی از طریــق فتوســنتز خــود را ب
زحمــت نمی‌انــدازد. مشــکل دیگــر در حین 
انتقــال گیــاه از درون محیط کشــت به خارج 
آن، بــه دلیــل وجــود آگار در محیــط کشــت 
جامــد ‏اســت که در لابــه‌لای تارهای کشــنده 
ریشــه جــای گرفتــه و در درازمــدت منجــر 
بــه غیرفعــال کــردن ریشــه در جــذب آب از 
خــاک می‏شــود. بنابرایــن بایــد بــه محــض 
تنــدش ریشــه در درون محیط کشــت و پیش 
از طویــل شــدن آن، عملیــات انتقــال گیاه به 
خــارج از ریشــه صــورت گیرد. ایــن مرحله 
بــا احتیــاط کامــل و شست‌وشــوی ریشــه با 
آب بــرای زدودن آگار از لابــه‌لای تارهــای 

شکل5- مراحل ریزازدیادی گیاه Sorbus aucoparia تا انتقال به خاک

i r a n n a t u r e . a r e e o . a c . i r 44



45 طبیعت ایران/ جلد 3، شماره1، پیاپی 8، فروردین- اردیبهشت  1397

مرحله ریزازدیادینام مجرینام فارسی گونهنام علمی گونهردیف

1Ulmus carpinifoliaانتقال گیاه به عرصهامام )86(اوجا

2Eucalyptus grandisانتقال گیاه به عرصهامام )88(اوکالیپتوس گرندیس

3Eucalyptus globulusانتقال گیاه به عرصهامام )89(اوکالیپتوس گلوبولوس

4Populus caspicaانتقال گیاه به عرصهامام )79(سفیدپلت

5Juglans regiaانتقال گیاه به گلخانهامام )83(گردوی ایرانی

6Capparis deciduaانتقال گیاه به عرصهنراقی )91(کلیر

7 Eucalyptus gongylocarpaانتقال گیاه به گلخانه اکبری )86(اوکالیپتوس گانجیلوکارپا

8Sorbus aucopariaانتقال گیاه به عرصهامام )90(تیس

9Thuja orientalisانتقال گیاه به گلخانهامام )82(نوش

10Ulmus glabraانتقال گیاه به عرصهایزدپناه )82(ملج

11Prunus aviumانتقال گیاه به عرصهایزدپناه )72(آلوکک

12Populus euphraticaانتقال گیاه به عرصهشهرزاد )79(پده

13Populus tremulaانتقال گیاه به عرصهنراقی )72(صنوبر لرزان

14Castanea sativaانتقال گیاه به گلخانهنراقی )81(شاه‌بلوط

15Sequoia sempervirensانتقال گیاه به گلخانهشهرزاد )74(سکویا

16Tilia begonifoliaانتقال گیاه به گلخانهشهرزاد )74(نمدار

17Quercus castanifoliaانتقال گیاه به گلخانهزمانی )91(بلندمازو

18Acer cinerasensانتقال گیاه به گلخانهامام )85(کیکم

19Eucalyptus maculata انتقال گیاه به گلخانهعصاره )87(اوکالیپتوس ماکولاتا

20Celtis caucasicaانتقال گیاه به گلخانهدادور )88(تا

21 Moringa pregrinaانتقال گیاه به گلخانهاسدی کرم )88(گز روغنی

22Taxus baccataانتقال گیاه به گلخانهنراقی )82(سرخدار

23Populus euphratica* p. albaانتقال گیاه به گلخانهشهرزاد )82(دورگ پده * کبوده

24Amygdalus scopariaانتقال گیاه به گلخانهامام )91(بادام کوهی

25Olea europeaانتقال گیاه به گلخانهنصیری )74(زیتون

26Sorbus persicaانتقال گیاه به گلخانهآبروش )منتشرنشده(دیو آلبالو

27Eucalyptus microthecaانتقال گیاه به گلخانه شبان‌نژاد )82(اوکالیپتوس میکروتکا

28Simmondsia chinensisانتقال گیاه به گلخانهحسنلو )85( هوهوبا

29 Eucalyptus microcarpaانتقال گیاه به گلخانه وطن‌پور )88(اوکالیپتوس

30 Eucalyptus microcarpaانتقال گیاه به گلخانهآبروش )92(اوکالیپتوس

31Eucalyptus occidentalisانتقال گیاه به گلخانهآبروش )92(اوکالیپتوس

جدول 1- فهرست درختان جنگلی ریزازدیادشده توسط محققان گروه مستقل تحقیقات زیست‌فناوری منابع طبیعی مؤسسه تحقیقات جنگلها و مراتع کشور
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پیشنهادات پژوهشگران بخش تحقیقات جنگل 
مؤسسـه متبـوع و کارشناسـان خبره سـازمان 
جنگل‏هـا، مراتـع و آبخیـزداری، تعـداد زیادی 
از گونه‏هـای درختـان جنگلـی به‌خصـوص 
گونه‌هـای در معرض خطر یـا در حال انقراض 
را برای ریزازدیادی و تکثیر مورد پژوهش قرار 
داده‌انـد کـه در مـورد تعـدادی از ایـن گونه‏ها، 
ــده  ــت آم ــده‏ای به‌دس ــت و ارزن ــج مثب نتای
اســت. مشــکلاتی کــه در رابطــه بــا اســتقرار 
ــش  ــی پی ــغ جنگل ــان بال ــای درخت نمونه‏ه
ــن  ــت از آن در مت ــای برون‏رف ــد و راه‏ه می‏آی
مقالــه اشــاره شــد. همیــن مشــکلات کم‌وبیش 
در مــورد اکثــر گونه‏هــای مــورد بررســی بــا 
ــه ســاختار ژنتیکــی و رویشــگاهی  توجــه ب
ــتاد  ــکاران س ــایر هم ــط س ــه توس ــا ک آنه
مؤسســه انجام شــده نیز وجــود داشــته و دارد. 
ازجملــه درختــان جنگلــی کــه در گــروه 
مســتقل تحقیقات زیســت‌فناوری منابع طبیعی 
مراحــل ریزازدیــادی تــا انتقــال بــه گلخانه یا 
رویشــگاه اصلــی را بــا موفقیــت پشــت ســر 
گذاشــته‏اند، در جــدول 1 ارائــه شــده اســت. 
ــان  ــدادی از گیاه ــا 5 تع ــکل‌های 1 ت ش
ریزازدیــاد شــده در گــروه مســتقل تحقیقــات 
زیســت‌فناوری منابع طبیعی مؤسســه تحقیقات 
جنگلهــا و مراتــع کشــور را نشــان می‌دهنــد.

 نتیجه‌گیری و پیشنهادات
ــا  ــاد جنگل‏ه ــعت زی ــه وس ــه ب ــا توج ب
ــن  ــی ای ــت حیات ــور و اهمی ــع کش و مرات
منابــع، هــر گونــه تحقیقــی کــه منجــر 
ــات  ــع ضایع ــا دف ــد ی ــش تولی ــه افزای ب
بــه  منجــر  شــود،‌  عرصه‌هــا  ایــن  از 
بــازده کلان اقتصــادی خواهد شــد. جنگل‏ها 
و مراتع کشــور، از منابع طبیعی تجدیدشــونده 

کشــنده گیــاه صــورت می‏گیــرد.
راه‏حـل دیگـر ایـن چالـش، با 
عبـور از یک مرحلـه 2 تا 4 هفته‌ای 
به‌منظـور سـازش بیشـتر گیاهچه‏ها 
با شـرایط محیـط مرطوب به‌دسـت 
در  رطوبـت  کاهـش  بـا  می‏آیـد. 
درون ‌شیشـه، به‌تدریـج تولیـد مـوم 
اپی‌کوتیکولـی و عملکـرد روزنـه‏ای از نظـر 
انجـام می‏شـود. اسـتفاده  بهتـر  فیزیولـوژی 
تأخیـر  بـه  و  پاکلوبوتـرازول  ترکیـب  از 
اندازنده‏هـای رشـد، منجر به متناسـب شـدن 
فیزیولـوژی روزنـه‏ای، افزایش رسـوب موم 
اپی‌کوتیکولی، افزایش کلروفیل در واحد سطح 
بـرگ، تمایـز بهتـر مزوفیـل نـرده‏ای و کاهش 
پژمردگـی در شـرایط محیـط خارج از شیشـه 
می‏شـود. کاهش صدمه به سیسـتم ریشـه‏ای و 
مقاومت در برابر پژمردگی با اسـتفاده از رسوب 
سـلولزی در گیاهچه‏هایی که در شـرایط درون‌ 
شیشـه ریشـه داده و به خـاک منتقل شـده‏اند، 
افزایش می یابد. Mourashig ا)1962( پیشنهاد 
داد کـه ریشـه‏دهی می‏توانـد تا بعـد از انتقال به 
خـاک بـه تعویـق بیفتـد. گیاهچه‏هـا می‏توانند 
به‌وسـیله قـرار گرفتن ظروف کشـت روی یک 
قفسـه گرم‌کننده مقـاوم شـده و رطوبت ظروف 
کشت کاهش یابد. این وضعیت منجر به کاهش 
آب از دسـت رفته از شـاخه‏ها و سـازش بهتر 
گیاهچه‏هـا با شـرایط محیـط می‏شـود. خاک 
مورد اسـتفاده متشـکل از ترکیب پیت و پرلیت 
به‌همـراه تغذیـه کافـی خـاک بـا محلول‏هـای 
غذایـی نظیر هوگلند اسـت. خاک گلـدان باید 
مرطـوب و کاملًا از آب اشـباع شـده و سـطح 
گلدان‏ها با سـرپوش پلاستیکی پوشـیده شود. 
پـس از 7 تـا 10 روز به‌تدریـج بر سـرپوش‏ها 
منافـذی ایجاد تـا میزان رطوبت زیر سـرپوش 
به‌تدریـج کاهـش یافتـه و سـازگاری گیـاه با 
شـرایط طبیعی محیط انجام شـود. ریشـه‏دهی 
گیاه در فاصله زمانی از 2 هفته تا 2 ماه صورت 
می‏گیـرد. رطوبت گلخانه در حد متعـادل بوده 
و آبیاری گیاهان منتقل شـده به خاک از روش 
آبیاری قطره‏ای یا از طریق بشـقاب زیر گلدانی 
گیـاه انجام می‏شـود. گیاهان سـازگار شـده در 
فصل مناسـب به خاک عرصه منتقل می‏شـوند. 
طی سه دهه گذشته همکاران گروه مستقل 
تحقیقات زیسـت‌فناوری منابع طبیعی مؤسسـه 
تحقیقـات جنگلهـا و مراتـع کشـور براسـاس 

جنگل‏هـا 
و مراتع کشور، از منابع 

طبیعی تجدیدشـونده هسـتند 
و بـرای حـل مشـکلات این منابع 
بایـد به‌گونـه‌ای عمـل کـرد کـه 
موجـب به بـار آمـدن ضایعات 

محیط‌‌زیسـتی نشود.

هســتند و بــرای حــل مشــکلات ایــن منابــع 
ــب  ــه موج ــرد ک ــل ک ــه‌ای عم ــد به‌گون بای
ــتی  ــات محیط‌‌زیس ــدن ضایع ــار آم ــه ب ب
ــوان  ــل ســرمایه‌گذاری بت ــا حداق نشــود و ب
ــرد  ــید. کارب ــرداری رس ــر بهره‌ب ــه حداکث ب
بیوتکنولــوژی و مهندســی ژنتیــک بــا هــدف 
ــری از  ــازده از یک‌ســو و جلوگی ــش ب افزای
خســارات و ضایعــات از ســوی دیگــر، ایــن 
امــکان را به‌وجــود مــی‌آورد تــا بــا حداقــل 
ــل  ــرف حداق ــتی و ص ــات محیط‌‌زیس ضایع
ســرمایه، تولیــد در ســطح کلان افزایش یافته 
و توســعه پایــدار محقق شــود. علاوه‌بــر این، 
در صــورت توجــه بیشــتر بــه بیوتکنولــوژی 
مناســبی  اشــتغال‌زایی  امــکان  جنــگل، 
به‌وجــود می‌آیــد )نادری‏شــهاب، م.،۱۳۷۷(.
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