
 
 

  
  
  

 وش در ارقام ي با عملكرد و زودرسي و زراعيك از صفات مهم مورفولوژي روابط برخيبررس
  مختلف پنبه

 
  2برزو كازراني*و  1محمدرضا داداشي

  

   واحد گرگان، گرگان، دانشگاه آزاد اسلامي گروه كشاورزي،.1
  واحد گرگان، گرگان دانشگاه آزاد اسلامي،شناسي گروه زيست .2

  
  چكيده
 ژنوتيپ پنبه 8گيري شده در   صفت اندازه10حقيق به منظور بررسي ارتباط عملكرد و زودرسي با اين ت

آباد گرگان در قالب طرح   در ايستگاه تحقيقات پنبه هاشم1383آزمايش در سال زراعي . انجام شده است
 بين ارقام از نظر تجزيه واريانس صفات نشان داد كه. اجرا شد تكرار 4با ) RCBD(بلوك هاي كامل تصادفي 

عملكرد، صفات وزن وش، ارتفاع بوته، طول بلندترين شاخه رويا، طول شاخه زاياي پنجم در چين اول در 
وجود دارد، اما در % 1و وزن وش و زودرسي بين ارقام در چين دوم اختلاف معني دار در سطح % 5سطح 

كرت در چين اول و دوم، تعداد شاخه رويا و  قوزه در چين اول، تعداد قوزه در 20مورد صفات ميانگين وزن 
با استفاده از آزمون دانكن مشخص شد كه بيشترين عملكرد مربوط به . تعداد شاخه زايا اختلافي مشاهده نشد

سه رقم به عنوان . بقيه ارقام نيز در يك دسته قرار مي گيرند. مي باشد H.A.Rساي اكرا، سوپر اكرا و  ارقام
ديرس ترين ارقام . بود ساي اكرا، براكته فريگو و برگ دفرمه اخته شدند كه شامل ارقامزودرس ترين ارقام شن

 به عنوان H.A.Rدر عين حال رقم شماره . بودند ساحل، سوپر اكرا، اكرا برگ قرمز و اسموشاليف نيز شامل
ول همبستگي نتايج آزمايش نشان داد كه بين عملكرد با وزن وش در چين ا. يك رقم ميان رس شناسايي شد

. ارتفاع و تعداد شاخه زايا با عملكرد همبستگي منفي و معني داري داشت. وجود داردمثبت و معني داري 
همبستگي نشان داد كه ارتفاع، تعداد شاخه زايا، وزن وش در چين دوم، طول شاخه زاياي پنجم، نتايج آناليز 

صفت عملكرد در چين اول بالاترين .  و معني داري داشتطول شاخه رويا با زودرسي همبستگي منفي
  .همبستگي مثبت را با زودرسي داشت

  
  .، وزن وش، زودرسي، عملكردپنبه: كلمات كليدي

  
  مقدمه

همچنين . مهمترين گياه ليفي دنياست) .Gossypium spp (پنبه
 مهم از لحاظ توليد روغن  بعد از سويا دومين گياهاين گياه

 گونه مختلف 50متشكل از پنبه  .)1380ارزاني، (باشد  مي

هاي  به نام) 52n=2(است كه در بين آنها دو گونه تتراپلوئيد 
G. barbadense  وG. hirsutum  و نيز دو گونه ديپلوئيد  

)26n = 2 (هاي   نام بهG. herbaceum  وG. arbareum  زراعي
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پنبه آپلند يا  (G. hirsutum گونه توليد جهاني پنبه به دو
   درصد آن به گونه 8و حدود ) هاي طول تار متوسط پنبه

G. barbadense )اختصاص ) پنبه مصري يا پنبه الياف بلند
دو هدف اصلاحي مهم افزايش ). Zhang et al. 2000(دارد 

عملكرد و زودرسي مي باشد، زودرسي به عنوان يك عامل 
اي مطلوب براي مناطقي نظير گرگان مهم در گزينش واريته ه

و گنبد كه با مشكل بارندگي هاي اواخر فصل رشد در كشت 
عملكرد و . ستند، بايد مورد توجه قرار گيردپنبه مواجه ه

 در صفات .زودرسي جزء صفات پيچيده و پلي ژنيك هستند
  ;Godoy et al., 1999(كمي و كيفي، عمل ژنها بررسي شده 

Subhan et al., 2002(، اما در اين تحقيق سعي شده اثرات 
در . سي پنبه بررسي گرددصفات كمي بر عملكرد و زودر

هايي در جهت اصلاح وزن قوزه، عملكرد وش،  ضمن تلاش
درصد كيل، طول الياف، استحكام الياف و مقاومت به استرس 

در ..) .خشكي و سرما و(و غير زنده ) آفات و امراض(زنده 
   ).Singh, 1998; Aslamkhan et al. 2002(پنبه انجام شده است 

Sang Wan and Yadawa (1987); Alam and Islam (1991) 
and Carvalho et al. (1994)  همبستگي مثبت و معني دار دو

صفت تعداد بذر در قوزه و وزن قوزه با عملكرد را گزارش 
در اين تحقيق صفت تعداد شاخه زايا همبستگي منفي و . كرد
ي را با عملكردتك بوته نشان داد كه اين نتيجه با دار معني

 Sang Wan and Yadawa: از جملهتحقيقات قبلي محققين 
(1987); Al-Rawi et al. (1987) and Arshad et al. (1993) 

 تيپ 32 صفت در 10 با مطالعه Zhu (1994) .تطابق نشان نداد
گلاندلس نشان داد كه افزايش شاخص الياف و كاهش 

اف و تعداد قوزه در گياه بذر براي افزايش درصد اليشاخص 
 .ولي در افزايش وزن قوزه اثر منفي نشان داد ،باشد موثر مي

  
  ها مواد و روش
رقم پنبه در قالب طرح  هشت، 1383در بهار سال 

هاي كامل تصادفي با چهار تكرار در ايستگاه تحقيقات  بلوك
 هر تكرار .)1جدول ( پنبه هاشم آباد گرگان كاشته شدند

 11 خط 10 يك رقم در  كرت،در هر. بود كرت 8شامل 
 سانتيمتر كاشته شد و دو خط 80×20متري و با الگوي 

طرفين و نيم متر از دو انتهاي خطوط به عنوان حاشيه در نظر 
م تجزيه واريانس، در اين آزمايش به منظور انجا. گرفته شدند

ه گيري شده با ها و همبستگي صفات انداز مقايسه ميانگين
 و زودرسي، صفات تعداد قوزه در چين اول، ارتفاع دعملكر

بوته، طول بلندترين شاخه رويا، طول شاخه زاياي پنجم، 
تعداد شاخه رويا، تعداد شاخه زايا، وزن وش در چين اول، 

 قوزه در چين اول، وزن وش در چين دوم، 20 وزن متوسط
آزمون  جزيه، پيش از هر نوع تتعداد قوزه در چين دوم

. ناپذيري و تست نرمال بودن توزيع انحرافات انجام شد جمع
در مرحله بعدي تجزيه واريانس صفات سپس با استفاده از 

نهايتاً از . آزمون دانكن مقايسات ميانگين صفات به دست آمد
 روابط بين صفات طريق ضرايب همبستگي ساده صفات،

مختلف از  كه در اين تحقيق سعي شده ارقام مشخص شد
براي مطالعه همبستگي . لحاظ صفات مذكور بررسي شوند

 صفت مورد توجه 10صفات با عملكرد و زودرسي تعداد 
 صفت 10بنابراين شناسايي صفاتي از . قرار گرفت

گيري شده كه داراي همبستگي بالايي با عملكرد و   اندازه
لذا . زودرسي هستند در يك برنامه گزينش ضروري است

ين مطالعه مقايسه عملكرد و زودرسي در ارقام هدف از ا
براي تجزيه  .مختلف پنبه اعم از وارداتي و هيبريد مي باشد

  .  استفاده گرديد SPSSو  MSTATCافزارهاي  ها از نرم داده
  

   شماره و نام ژنوتيپهاي مورد استفاده.1جدول 
  رقم پنبه  شماره

  ساي اكرا  1
  ساحل  2
  سوپر اكرا  3
  يگوبراكته فر  4
  اكرا برگ قرمز  5
  اسموشاليف  6
  برگ دفرمه  7
8  H.A.R 
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   ـ تجزيه واريانس صفات مختلف زراعي در ارقام پنبه مورد بررسي 2جدول 

  
ns ، * 1و % 5دار در سطح احتمال  دار، معني معنيبه ترتيب غير** و %  
  

  نتايج و بحث
 تجزيه واريانس صفات نشان داد كه بين ارقام از نظر

طول بلندترين شاخه  بوته، صفات عملكرد، وزن وش، ارتفاع
% 5رويا، طول شاخه زاياي پنجم در چين اول در سطح 

دار  اختلاف معني زودرسي و وزن وش در چين دوم بين ارقام
 20وجود دارد، اما در مورد صفات ميانگين وزن % 1در سطح 

م، قوزه در چين اول، تعداد قوزه در كرت در چين اول و دو
تعداد شاخه رويا و تعداد شاخه زايا اختلافي مشاهده نشد 

در تجزيه واريانس صفات مورد بررسي ). 2جدول شماره (
دست آمد كه ه در ارقام براي اكثر صفات تفاوت معني داري ب

 با استفاده از آزمون .ناشي از وجود تنوع ژنتيكي بين ارقام بود
  و1،3 به ارقامن عملكردمربوط بيشتري دانكن مشخص شد كه

سه رقم . بقيه ارقام نيز در يك گروه قرار مي گيرند .باشد  مي8
 1،4به عنوان زودرس ترين ارقام شناخته شدند كه شامل ارقام

در عين .  بودند6 و2،3،5 و ديرس ترين ارقام نيز شامل7و
. رس شناسايي شد  به عنوان يك رقم ميان8قم شماره حال ر

 7 و 1 بلندترين و ارقام شماره 8 و 6 ،5، 4، 3، 2ارقام شماره 
به عنوان پاكوتاه ترين ارقام موجود در اين آزمايش شناخته 

 7بلندترين شاخه رويا، رقم شماره  از نظر طول. شدند
بقيه ارقام نيز در يك دسته قرار . كمترين مقدار را نشان داد

 بلندترين طول را 5شاخه زاياي پنجم رقم شماره . گرفتند
وش ارقام . بقيه ارقام در يك دسته قرار گرفتندداشت و 

بقيه . بيشترين را در چين اول داشتند 8 و 7، 4، 3، 1شماره 
. ارقام هم با داشتن وزن وش كمتر در يك دسته قرار گرفتند

 در چين دوم 8 و 6، 5، 3، 2وزن وش در ارقام شماره 
 در  نيز كمترين وش را7 و 4ارقام . بالاترين ميزان را داشتند

رقم شماره يك نيز به . چين دوم به خود اختصاص دادند
متوسط وش در چين دوم معرفي عنوان يك محصول با وزن 

هاي   گياه پنبه تحمل نگهداري قوزه).3جدول شماره ( گرديد

در شرايط نامساعد محيطي  زيرا ،درشت و سنگين را ندارد
هاي  درشت و سنگين ريزش مي كنند، قوزههاي  اين قوزه

وچكتر در عوض با تعداد بيشتر اثر جبران كننده بر روي ك
 لذا با وجود آنكه رقم ساحل .عملكرد خواهند داشت

. ترين قوزه را دارد اما كمترين عملكرد راتوليد كرد درشت
رقم ديررس ساحل، با وجود داشتن بالاترين تعداد و 

ترين قوزه در چين اول و دوم، به علت ريزش قوزه  سنگين
تري  رده و عملكرد پايينبارندگي آخر فصل ريزش كدر اثر 

 .تطابق دارد) 1380(كند اين نتايج با نتايج قرنجيكي  توليد مي
يب همبستگي ابررسي ضرو  4با استفاده از جدول شماره 

 كه بين عملكرد و ارتفاع مشخص شدصفات مورد مطالعه 
رابطه منفي . وجود دارد% 1بوته همبستگي منفي در سطح 

ع بوته با عملكرد نشانگر اين است كه واريته هاي ارتفا
كوتاهتر بيشتر بايد مورد توجه قرار گيرند و اين كوتاهي بوته 

   . واريته هاي زودرس مي باشداز مشخصات
در شرايط كمبود آب رابطه بين ارتفاع گياه و عملكرد 
مثبت است ولي در شرايطي كه آب به اندازه كافي وجود 

    بين عملكرد و ارتفاع منفي استداشته باشد، رابطه
)Peng and Krieg, 1991( . درباره رابطه بين ارتفاع ساقه و

 Briggs and .عملكرد نظرات مختلفي ارائه شده است

Aytendisu )1980 ( رابطه بين ارتفاع بوته و محصول دانه را
اند، در حالي  هاي مختلف كاشت مثبت گزارش كرده در تراكم

 همبستگي قوي منفي بين طول ساقه و )Walton )1971كه 
 1969عملكرد دانه را مطرح نموده است كه با تحقيق سال 

وي كه همبستگي را مثبت گزارش كرده بود، مغاير است 
)Walton, 1971.(  
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 مقايسه ميانگين ارقام مورد آزمايش از نظـر صـفات مختلـف بـا               .3 جدول
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  ABC A  BC A  B  A  ساي اكرا

  ۳۱۹/۱  ۱۱۷۳۰  ۰۸۳/۲  ۷۰۹/۱  ۳۸/۲۹ ۷/۱۰۳  

 E C A AB B C  ساحل

  ۱۶۳/۱ ۸۷۰۹  ۱۵۶/۲  ۵۶۳/۱  ۰۶/۲۵  ۰۳/۸۵  

 CDE AB ABC A B AB  سوپر اكرا

  ۲۳۴/۱ ۱۱۰۹۰  ۱۱/۲  ۶۵/۱  ۱۹/۲۷  ۳/۹۸  

 A BC ABC A B ABC  فيگوبراكته 

  ۴۰۱/۱  ۹۱۳۵  ۱۲۴/۲  ۶۲/۱  ۶۹/۲۸  ۶۹/۹۳  

 E BC A A A C  اكرا برگ قرمز

  ۱۲۳/۱  ۹۵۳۵  ۱۸/۲  ۷۸۲/۱  ۳۱/۳۷ ۵۹/۸۶  

 DE BC A A B BC  اسموشاليف

  ۱۸۳/۱ ۹۶۳۳  ۱۶۲/۲  ۷۳۳/۱  ۶۳/۳۱  ۳۷/۹۰  

 AB BC C B B ABC  برگ دفرمه

  ۳۵۸/۱ ۹۶۲۳  ۰۵۶/۲  ۳۹۳/۱  ۸۱/۲۷  ۵۴/۹۵  

H.A.R.  BCD ABC AB A B AB 
  ۲۸۴/۱ 10640  139/2  649/1  75/25  12/98 

  .مي باشد% 5حروف متفاوت در هر ستون نشانگر اختلاف معني دار در سطح احتمال 

Arshad et al., (1993)  نتيجه گرفتند بين عملكرد وش و
 همان. ارتفاع گياه همبستگي مثبت و معني داري وجود دارد

ره شد، ساقه ها علاوه بر اينكه محلي كه قبلاً نيز اشا طوري
به عنوان ذخاير مواد فتوسنتزي قبل از گلدهي به شمار مي 
روند، در استحكام و مقاومت به خوابيدن نيز نقش دارند و به 
علت داشتن كلروفيل نيز سهمي در كل فتوسنتز گياه داشته و 

بين . باعث پيچيده تر شدن نقش آن در عملكرد مي شود
همبستگي منفي % 1عداد شاخه زايا نيز در سطح عملكرد و ت
دليل اين مطلب آن است كه با افزايش تعداد . وجود دارد

شاخه زايا، افزايش تعداد قوزه داريم به نظر مي رسد بايد 
ز آنجا كه اندازه قوزه كوچكتر عملكرد افزايش يابد اما ا

 پس تعداد شاخه زايا در .گردد و ميزان وش افت مي كند مي
مطلوب، مورد نظر است نه آنكه تعداد آن بيش از حد حد 

به نقل از كر بيان كرد در مورد ) 1374(ناصري . زياد باشد
براي اجزاي قوزه بخصوص اندازه آن يك ميزان  ،عملكرد

مطلوب وجود دارد و اين ميزان مطلوب در ارقام مختلف يا 
گروهي از ارقام بر حسب شرايط زراعي و ميزان عملكرد 

اعلام كردند  Sang Wan and Yadawa, (1987) .ت استمتفاو
د شاخه زايا همبستگي مثبت و بين عملكرد وش و تعدا

 اين مورد را Arshad et al., (1993). داري وجود دارد معني
لازم به ذكر است هر دو اين نتايج با نتيجه . تأئيد كردند
  .آزمايش تناقض داردحاصلة اين 

      
  

  تگي ساده بين صفات مختلف در ارقام پنبه مورد بررسي ضريب همبس.4جدول 
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توان بدين صورت توجيه كرد كه       علت اين موضوع را مي    
بين تعداد شاخه زايا و تعداد قوزه همبستگي كمي وجود دارد           

)Ray and Richmond, 1966 .(   لذا از آنجائيكه تعـداد و انـدازه
و بـين   ) 1983،  اونر و شـالوت   (قوزه از اجزاي عملكرد است      

تعداد شاخه زايا با تعداد و اندازه قوزه همبستگي معنـي داري            
وجود ندارد، بنابراين بين عملكرد و تعداد شاخه زايا ارتبـاطي          

كرد پنبـه بـا   نشان داد كه بين عمل Kohel (1974). وجود ندارد
 Donald et al., (1994) .داري وجود دارد وزن قوزه رابطه معني

 و معني دار بين عملكرد و وزن قوزه را تأئيـد     نيز ارتباط مثبت  
 ايـن  ).Donald et al. 1994; Kohel, 1974; Rolf, 1987 (كـرد 

 Sang Wan and. مورد بـا نتـايج ايـن آزمـايش تنـاقض دارد     

Yadawa, (1987)    رقـم  15با بررسي ضـرايب همبـستگي در 
پنبه گلاند دار نشان دادند كه عملكرد وش داراي همبـستگي           

معني داري با صفات تعداد قوزه در گياه، وزن قـوزه،           مثبت و   
بين عملكرد و تعـداد     . ارتفاع گياه و تعداد شاخه زايا مي باشد       

 Arshad etقوزه در گياه همبستگي وجود نداشت كه با نتـايج  

al., (1993) لازم به ذكر است چون صفت تعـداد  . تناقض دارد
تگي دو  قوزه در دو چين بررسي شده اسـت بنـابراين همبـس           

چين به صورت جدا را نمي توان با صفت عملكـرد مقايـسه             
بررسي ضريب همبستگي صفات مورد مطالعه نشان مي        . كرد

دهد كه زودرسي با وزن وش در چين اول همبـستگي مثبـت       
بيان كرد كه زودرسـي بـا       ) 1374(عاليشاه  . دارد% 1در سطح   

 بـين زودرسـي   . وزن قوزه همبستگي منفي و معني داري دارد       
ايـن  . وجـود دارد  % 1با ارتفاع بوته همبستگي منفي در سطح        

) 1374(ناصـري   . مطابقت دارد ) 1374(نتيجه با نتايج عاليشاه     
به نقل از نامكن و همكارانش نشان داد كـه بـا كوتـاه كـردن                
فاصله گلدهي ساقه عمودي يا اصلي، زودرسي افـزايش مـي           

. اسـت يابد يعنـي طبـق نظـر آنهـا پنبـه كوتـاه، زودرس تـر                 
همبستگي بين زودرسي با طول بلندترين شاخه رويا در سطح         

) 1374(ايـن نتيجـه نيـز بـا نتـايج عاليـشاه             . منفي اسـت  % 5
به نقل از ورهالن و همكاران      ) 1374(ناصري  . همخواني دارد 

اذعان داشت كه توليد پنبه هاي زودرس تر ممكن است ناشي       
يع تـر شـدن   از افزايش تعداد غنچه هاي زودرس يا نتيجه وس    

كنـد كـه     يـادآوري مـي   . دامنه حـداكثر تـشكيل قـوزه باشـند        
زودرسي با ارتفاع بوته، طول شاخه رويا و تعداد شاخه رويـا            

اين بدان معنـي اسـت كـه        . ادهمبستگي منفي از خود نشان د     
هـاي   هاي زودرس ارتفـاع كوتـاهتري داشـته و شـاخه           واريته

ي پـنجم   زودرسي بـا طـول شـاخه زايـا        . فرعي كمتري دارند  

به نقـل از    ) 1374(ناصري  . دارد% 1همبستگي منفي در سطح     
ري و ريچموند بيان كرد كه بين زودرسي با تعداد شاخه زايـا             
. در يك گره پـايين روي جوانـه اصـلي ارتبـاط وجـود دارد              

شت كه لو و همكاران نتيجه فـوق را         اظهار دا ) 1374(ناصري  
 و همكـاران    به نقل از هـسكث    ) 1374(ناصري  . تأكيد كردند 

ثابت كرد كه بين زودرسي با تعداد نقاط گـل دهنـده در هـر               
در ضمن بين زودرسي و تعداد      . شاخه زايا ارتباط وجود دارد    

آنها نشان دادند . شاخه زايا روي شاخه رويا ارتباط وجود دارد
 .باشـند  همبستگي هاي فوق به صورت مثبت مي      كه هر دوي    

م همبـستگي منفـي در      بين زودرسي با طول شاخه زاياي پنج      
اين ارتفاع با تعـداد شـاخه زايـا همبـستگي           . داريم% 1سطح  

مطابقت ) 1374(داريم كه با نتايج عاليشاه      % 1مثبت در سطح    
اما بين  ،)Donald et al., 1994; Kohel, 1974; Rolf, 1987 (دارد

ارتفاع با طول شاخه رويا همبستگي مشاهده نشده كه با نتايج           
بـين عملكـرد و زودرسـي نيـز         .  تناقض دارد  )1374(عاليشاه  

نتـايج  ) 1380(  امـا طلعـت    ،همبستگي مشاهده نـشده اسـت     
ــاوتي بدســت آورد ــين وزن وش در چــين اول و دوم . متف ب

همبستگي منفي وجود دارد بنابراين با توجه بـه فرمـول زيـر             
ملاحظه مي شـود كـه بـا افـزايش وزن وش در چـين اول و               

پس . درسي افزايش مي يابد   كاهش وزن وش در چين دوم زو      
طبيعي است كه بين زودرسـي بـا وزن وش در چـين دوم در             

ــي داشــته باشــيم % 1ســطح  ــستگي منف ــرين روش . همب بهت
زودرسي، پيدا كردن نـسبت وزن وش در چـين اول بـر وزن              

  ). 1373يزدي صمدي، ( باشد وش در چين اول و دوم مي
  

  وزن وش در چين اول
  زودرسي =   وزن وش در چين دوم+ اول وزن وش در چين 

  
 نشان داد كه بين زودرسي هيرنبه نقل از ) 1374(ناصري 

ناصري . دهي همبستگي وجود دارد و گلدهي يا غنچه
به نقل از گيپسون و ري بيان كرد كه بين زودرسي و ) 1374(

 Marsha and. دوره هاي كوتاهتر قوزه دهي ارتباط وجود دارد

Stewart (1994) هاي رويا تحت  د كه تعداد شاخهنشان دادن
گيرد و با هيچيك از  تأثير عوامل توارثي و محيط قرار مي

تعداد . اي ندارد صفات مورفولوژيكي همبستگي و رابطه
هاي زايا از سوي ديگر همبستگي نزديكي با ارتفاع گياه  شاخه

  زههاي زايا و تعدا قو همچنين بين تعداد شاخه. دهد نشان مي
   ).4 جدول شماره( ن گزارش شده استهمبستگي پائي

  

 محمدرضا داداشي و برزو كازراني
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در . موارد مورد اشاره با نتايج اين آزمايش همخواني دارد
 كاربرد مهم اين تحقيق به صورت اجمالي اشاره دوپايان به 
  : مي شود

 ـ صفت وزن وش در چين اول بيشترين تأثير را در 1
افزايش عملكرد داشت و انتخاب مستقيم بر مبناي اين صفت 

اند مفيد واقع شود، پس براي تقويت عملكرد بايستي مي تو
شرايط رشدي مناسب در اوايل دوره رشد فراهم كرد چون 

در . شكل گيري اين صفت در اين دوره تعيين مي گردد
ضمن بايد ارقامي را انتخاب نمود كه پوشش فتوسنتزي 

  . بالايي داشته باشند
كرد  ـ براي سرعت بخشيدن به زودرسي بالا بردن عمل2

در چين اول و طبيعتاً كاهش عملكرد در چين دوم مؤثر 
در واقع منظور آن است كه اكثر توان گياه در توليد . است

چين اول بكار برود، كه اين مورد هم با تقويت شرايط رشدي 
مناسب در اوايل دوره رشد و نيز انتخاب ارقام با پوشش 

كه با پس ملاحظه مي شود . فتوسنتزي بالا تحقق مي يابد
تقويت اين دو شرط گياه پنبه با عملكرد بالا و زودرس 

  .حاصل مي گردد
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A study on relationship between morphological and agronomic traits, and seed 
cotton yield and early-maturity in different cultivars 
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Abstract 
 
The relationships between the seed cotton yield and early maturity with to traits of 8 

cotton cultivars were studied at plant Institiute, Gorgan, Iran in 2004. The experimental 
design was randomized complete block design with four replications The results of simple 
analysis Variance showed that; yield, weight of yield in first harvest, height, length of the 
highest monopodial branch, sympodial branch lenght had significant differences at 
minimum probability level (0.05) and traits of weight of yield in second harvest and early-
maturity showed significantly difference (p<0.01) within cultivars, but, there were no 
significant in trait of mean of weight of 20-boll in first harvest, number of boll in plot for 
first and second harvest, monopodial branch number, sympodial branch number. The 
means were compared with duncan method showed that cultivars Sub okra, Super okra & 
H.A.R produced highest yield, and other cultivars in the B group. Cultivars of Sub okra, 
Bract frygo & Deforme leaf the highest early maturity and cultivars of Sahel, Super okra, 
okra”s red leaf & Smoshaleaf highest late maturity and cultivar of H.A.R in middle 
maturity. The results of the experiment revealed that improvement in yield were associated 
with yield in first harvest. Height and sympodial branch length a negative correlation with 
yield. The correlation showes that height, monopodial branch length, number of simpodial, 
yield in second harvest and 5 sympodial branch length a negative correlation with early 
maturity. Traits yield in first harvest was high significantly related to early maturity. 

 
 
Key words: Cotton, Early maturity, Yield, Yield in harvest 
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نيترات پتاسيم بر تغييرات سلولي ـ تكويني  بررسي اثر مقادير گوناگون نيترات آمونيوم و
  اي  رقم اگريا در شرايط درون شيشه).Solanum tuberosum L(زميني  سيبگياه هاي  ريزغده

  
  3 مصطفي عبادي،2بخش عليرضا ايران ،1زهرا زارع

  

  ي، تهرانماسلا زادآ دانشگاه شناسي، واحد علوم تحقيقات، گروه زيست. 1
  ، گرمساراسلامي واحد گرمسار زادآ دانشگاه شناسي، گروه زيست. 2

  ، دامغاناسلامي واحد دامغان زادآ دانشگاه شناسي، گروه زيست .3
  

  چكيده
هـدف از ايـن     . هاي بذري اسـت   زميني حاصل از كشت بافت جايگزين مناسبي براي غده          هاي سيب ريزغده

هـاي كـشت در شيـشه بـر تغييـرات سـلولي        در محـيط  NH4NO3, KNO3ي مختلف هاپژوهش بررسي اثر غلظت
در ايـن پـژوهش از محيطهـاي        . باشـد   هاي حاصل از كشت بافت اين گياه در شرايط مذكور مي            تكويني ريز غده  

 هاي القاءدر محيط. كشت ازمايشگاهي جامدومايع به منظور تهيه گياهچه استريل والقاي ريزغده زايي استفاده شد    
 برابـر حـد تعيـين شـده در محـيط      2 و NH4NO3, KNO3 ،0 ،5/0 ،1 ،5/1هر يك از تركيبـات  زايي غلظتريزغده

تاريكي دائمي اثر بازدارنده بـر      . زايي رقم آگريا درتناوب نوري صورت پذيرفت      ريزغده. كشت در نظر گرفته شد    
ا در پايان مدت القـا، ابعـاد آنهـا در محـور             ه  هاي تكويني و تشريحي ريز غده       به منظور بررسي  . زايي دارد ريزغده

هـا و تغييـرات ابعـاد سـلول           گيري ميكروسـكپي از آنهـا، تغييـرات تعـداد سـلول             طولي و عرضي و پس از مقطع      
بر همين مبنا بـا نتـايج آمـاري         . هاي بافت پارانشيم پوست و مغز سنجيده شد         هاومحتواي نشاسته بر مبناي سلول    

هاي سلولي متعلق به غلظت نـيم تـا            بيشترين تعداد رديف   NH4NO3اي مختلف   ه  معني دارمشخص شد در غلظت    
برابـر آن بيـشترين     5/1هاي نشاسته غلظت برابـر اسـتانداردتا          و از نظر تعداد دانه    . برابر استانداردمحيط كشت بود   

. ي نـشان ندادنـد    ها اختلافات معني دار       هاي مختلف اين تركيب بر تغيير ابعاد سلول         غلظت. مقدار را نشان دادند   
هـاي سـلولي، ابعـاد         برابر استاندارد بيشترين تعـداد رديـف       5/1، با نتايج آماري معني دار غلظت        KNO3در گروه   

  .سلول و همچنين بيشترين محتوي نشاسته را نشان دادند
  

   نيترات آمونيوم، نيترات پتاسيم،زميني، كشت بافت زايي، سيب درون شيشه، ريزغده: هاي كليدي واژه
  

  

  مقدمه
نقـش مهمـي در تغذيـه       زمينـي     سيبكه گياه    جا ن آ از

 در ايـن    .مردم جهـان و سـبدغذايي خـانواده ايرانـي دارد          
اين گياه به دو روش     . مطالعه مورد توجه قرار گرفته است     

جنسي يا رويشي تكثيـر     و غير ) توليد بذر حقيقي  (جنسي  
 اسـتفاده از روش جنـسي و توليـد بـذر حقيقـي              .شود مي

اصـلاح نـژاد    هـاي     ر مطالعـات ژنتيكـي و برنامـه       اغلب د 

 از  امـا توليـد تجـاري عمـدتاً    زميني متـداول اسـت،     سيب
 تكثيـراين   هاي سـنتي در    روش .طريق تكثيررويشي است  

ها را از نسلي به نسل ديگر انتقـال          گياه بسياري از بيماري   
طرفـي   از محصول روبروسـت و    با افت شديد   و دهد مي

 و هزينـه بـالا    بـذري بـا   هـاي     غدهنگاهداري   انبارداري و 
 اين رو در سراسـر دنيـا توجـه           از .مشكلاتي مواجه است  

  .شيشه متمركز شده است ها در اي به توليد ريزغده ويژه

*e.mail: zzare2006@yahoo.com 

 85پاييز، سومشماره پيش ال اول، هاي علوم گياهي، س فصلنامه پژوهش
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بـسيار كوچـك هـستند كـه در         هـاي     ها، غـده   ريزغده
عـاري از   هاي    دهي در شيشه از گياهچه     شرايط القاي غده  

د شـده قابـل     تولي ـهـاي     غـده ريز. شوند  مي ويروس توليد 
 در مزرعه هستند و از اين طريـق      كشت در گلدان و نهايتاً    

 .ي بـا غـده مطلـوب دسـت يافـت          هـان   تـوان بـه گيـاه       مي
توليد شده ابتدا در حالت خواب هـستند و از  هاي   غدهريز

اين رو قبل از كاشت در مزرعه و يا گلخانه بايد آنها را به   
  .ود درجه نگهداري نم5-6 ماه در دماي 4 تا 3مدت 

امروزه اين محصول در جهان از نظر اهميـت غـذايي           
 از نظـر    .مقام چهارم را بعـد از گنـدم، بـرنج و ذرت دارد            

اصــلي چــون هــاي  مولكول، شــامل مــاكرومحتــوي مــواد
هيــدرات اســت و عــلاوه بــر آن ئين، چربــي و كربوپــروت
عناصر معـدني مثـل كلـسيم،    ،  فيبر،  ي موادي مثل آب   ادار

هـا مثـل      يم و گروهي از ويتـامين     ، پتاس  آهن، سديم  ،فسفر
 نياسين و اسيد آسكوربيك   ،فلاوين تيامين، ريبو  كاروتن،بتا

  .است
هاي ايـران از منـاطق       تقريبا در تمام استان   زميني    سيب

 .شود بياباني تا مناطق مرطوب كرانه درياي خزر كشت مي        
  .داراي ارقام زراعي زيادي استزميني  سيبگياه 

ا ديـرس و از تلاقـي بـين         رقم اگريا رقمي متوسـط ت ـ     
 در كـشور آلمـان بـه        1985ارقام كوآرتا و سملو در سال       
 .باشـد  بصورت ايستا مي ها    بوجود آمده است و رشد ساقه     

 ميوه حاصل از آن بدون دانه اسـت و          ،رنگ گل آن سفيد   
 .عملكرد آن بسته به شرايط محيطـي بـسيار متغيـر اسـت            

 ،رغـي شـكل   م هاي آن تخـم     متغير است غده  ها    اندازه غده 
عمـق  . رنگ پوست زرد وبخش گوشتي زرد تيـره اسـت         

نيز كم داراي دوره خواب بلند تا بـسيار         ها    غدههاي    چشم
آن بـسته بـه شـرايط       هـاي      وزن خشك غـده    .بلند هستند 

قنــدهاي   ميــزان نــشاسته و.محيطــي رشــد، متغيــر اســت
 صـنايع تبـديلي      در احيايي در آن پايين است و از اين رو        

  .ستبسيار مناسب ا
  تحقيقـات زيـادي بـر      البته و در ايـران    امروزه در دنيا    

 زايي و بهبود كيفيت آن صورت گرفته است        روند ريزغده 
)Kawakami, 2004; Seabrook et al. 2004; Gopal, 1997; Wang, 

 ،احمـديان و همكـاران    ،  1380 ،عبادي و همكـاران   ؛  1982
له محققيني هـستند كـه      از جم  )1376ي،  دنو ارجم  1374

زميني تحقيقات مـوثري انجـام        سيبزايي   بر روند ريزغده  
سعي بر اين است كـه بـه بررسـي          در اين تحقيق    . اند داده

هـاي حاصـل از       شناسي و سلولي تكويني ريـز غـده        بافت
نون تحقيقات انـدكي    كتا. اي پرداخته شود   كشت در شيشه  
 ,Cutter .انجام شد اسـت ها  غدهشناختي ريز در زمينه بافت

1978; Xu, 1998; Liu, 2002 حقيقاتي در ايـن زمينـه انجـام    ت
  .اند داده

راحـي بيوراكتورهـاي پيوسـته و       با ط ،  )1380(عبادي  
. پرداختنـد هـا     پيوسته به توليد آزمايشگاهي ريز غـده       نيمه
را از ديـد     هـا  مچنين روند تكـويني و سـلولي ريزغـده        ه
  .نوري و الكتروني مورد بررسي قرار دادند كروسكوپمي

 ها  روشمواد و
 در مجتمع آزمايشگاهي    1384-85اين تحقيق در سال     

. دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات انجـام شـد          
بـود كـه از موسـسه       ) Agria( رقم مورد بررسي رقم اگريا    

 اين رقم در كشت خـاك از        .اصلاح بذر كرج تهيه گرديد    
 )مراحل كار در سه مرحلـه، الـف       . باشد ارقام ديررس مي  

 القاي ريزغده   )ج و    شاخه زايي  )ب ياهچه استريل، تهيه گ 
 نمونه گياهي مورد استفاده در كـشت        .انجام شد  شيشه در

بـذري  زمينـي     هاي سـيب    غدههاي    چشمهاي     جوانه ،بافت
گيــاه هــاي  ســاقههــاي  تهيــه شــده و همچنــين تــك گــره

بـذري در  زمينـي   هاي سـيب  كه از كاشت غده زميني    سيب
هـاي   اين نمونـه . آمده بودندگلدان پس از يك ماه بدست      

 % 2گياهي پس از اسـتريل شـدن بـا هيپوكلريـت سـديم       
 1/0، بـه اضـافه      MSدر محيط كـشت جامـد       % 70والكل  
گرم  30و مقدار    GA3گرم    ميلي NAA  ،5/0 ليترگرم بر    ميلي

 سـاعت   8 تاريكي و  ساعت   16بر ليترساكاروز در شرايط     
ــه  ه6 پــس از . اســتريل كــشت داده شــدندروشــنايي فت
استريل قابـل اسـتفاده بـراي مراحـل بعـدي           هاي    گياهچه

ــد  ــت آمدن ــاخه  . بدس ــدي ش ــه بع ــاي  در مرحل ــن ه اي
 5/0 حاوي MSاستريل در محيط كشت مايع      هاي    گياهچه
 30و   GA3گـرم بـر ليتـر        ميلي BAP، 4/0گرم در ليتر     ميلي
 ،زايي واكشت شـدند    م در ليتر ساكارز، به منظور شاخه      گر

 2-3مت ساقه براي واكـشت شـامل        به طوري كه هر قس    
بـر روي شـيكر      محتوي كـشت مـايع و     هاي    ارلن گره در 

)GFL (   سـاعت  16دور در دقيقه در شـرايط      100با تعداد 
پـس از    .قـرار داده شـدند     سـاعت تـاريكي      8روشنايي و   

فراوان ايجاد شد كه    هاي    هايي با شاخه   چهار هفته گياهچه  
د نياز براي القـاي     كشت بافتي مور  هاي    نمونهها    اين شاخه 

  .ريزغده بودند

  ...بررسي اثر مقادير گوناگون
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 گـرم در   ميلـي 2حاوي  MSكشت هاي   محيط ،در ادامه 
وز به منظور شرايط بهينه     ليتر ساكار   گرم در  60 و   BAPليتر  

سـپس در شـرايط اسـتريل و        . زايي سـاخته شـد     ريز غده 
پـر شـاخه    هـاي     استفاده از دستگاه لامينار ايرفلو گياهچـه      

 MSهاي    خارج و محيط   MSمرحله قبلي را از محيط مايع       
مايع فوق را به عنوان گروه شاهد بـه آنهـا افـزوديم و در               

تاريكي و دماي   ساعت   16 نور    ساعت 8شرايط فتوپريود   
مـاه و    2بر روي شيكر به مـدت       سانتيگراد   درجه   22-20

 قـــرار داده، زمـــان و كيفيـــت دور دقيقـــه 100تعـــداد 
ختلـف   سـپس تيمارهـاي م     .دهي آنها را سنجيديم    ريزغده

مختلف هـر يـك از تركيبـات    هاي  شيميايي را بنابرغلظت 
NH4NO3, KNO3  محــيطMS ــه صــورت  ،MS2، MS2/3( ب

MS1، MS2/1 ــاخته و بــر ارلــن   )0و محتــوي هــاي  س
تكثير شده اثر داديم و نتايج مختلـف متفـاوتي          هاي    شاخه

  را بدست آوريم 
ررسي تغييرات تكويني و تشريحي     در ادامه به منظور ب    

در محـور   هـا      ابعاد ريز غده   ،در پايان مدت القا   ها    غدهريز
يـرات  يو تغ ها    طولي و محور عرضي تغيرات تعداد سلول      

  .سنجيده شدهاي  ابعاد سلول
كـش و ابعـاد    ها بـا خـط      براي اين منظور ابعاد ريزغده    

 نــوري آنهــا بــا گراتيكــول و ميكروســكوپهــاي  ســلول
)NIKON (   بـا   لفا بـر روي مقـاطع تهيـه شـده         آمدل فوتو 

هاي دستي بـر روي هـر تيمـار          و برش  )Laica( ميكروتوم
   .مورد مطالعه قرار گرفت

 آماري از طرح كاملا تـصادفي هاي    به منظور بررسي    
)CRD) (Complete Randomized Design(  ــصوص ــه مخ  ك

.  استفاده گرديد  ،اي است  هاي آزمايشگاهي و گلخانه     طرح
 SPSS و   MSTATC محاسبات آماري با استفاده از نرم افزار      

    .صورت پذيرفت
  نتايج

كـشت بافـت و مطالعـات       هـاي     نتايج بررسـي  
  ماكروسكوپي و ميكروسكوپي
رونـد ريـزغـده زايـي     هدف از اين تحـقـيق بـررسي    

 .Solanum tuberosum L (گيـاه سيب زميني رقـم اگــريا  

var. agria (هـاي   غلظـت  كشت در شيشه درهاي  در محيط
از  MSمحـيط  از عناصر پر مـصرف   KNO3, NH4NO3 مختلف

  .باشد  ميديدگاه سلولي تكويني

) عـاري از ويـروس    (بذري سـالم    هاي    در آغاز از غده   
يبزميني   جــدا شـدند و     ،چشم ها هاي     جوانه ، تهيه شده  س

 كشتهاي     به محيط  ،استريلهاي    به منظور تهيه گـياهـچه   
MS  جامد حاوي mgl-1NNA 1/0 + mgl-lGA35./ + سـاكارز gl-

 ـ  8 بعد از گذشت حـدود  . انتقال داده شد%8آگار  + 130
باريـك  هاي    شاخه،  جدا كشت هاي     هفته از رشد جوانه    6

  .)1شكل (با چندين گره بوجود آمد 
ايـن   اسـتريل كـه در    هـاي     روش ديگر تهيـه گياهچـه     

هـاي     كاشت غـده   ،تجـربه نيز مـورد استفاده قرار گـرفت     
يل اسـتر ها    اك آن هايي كه خ   زميني در گـلدان    بذري سيب 

 زمينـي حــاصل در ايـن       شده بود و نهايتـاً ازگيـاه سـيب        
هـوايي بـه    هاي    ساقههاي    هايي ازقسمت  ، تك گـره  گلدان

   حــاوي MSجامــد هــاي  صــورت جــدا كــشت در محــيط
mgl-1NNA 1 + ./mgl-lGA35 +./ ــاكارز ــار  + gl-130س ، %8آگ

 هفتـه از رشـد جـدا        4ـ  6پس ازحدود   انتقال داده شدند،    
هــاي اســتريل شــامل   گياهچــه،گرهــي هــاي تــك  تكــش

  ).2شكل(هايي با چندين گره بوجود آمد  شاخه
 جهت تكثير و بررسـي مراحـل        ،پايههاي    اين گياهچه 

 ،گيـاه هـاي     بـه منظور تكــثير شاخــه     . بعدي استفاده شد  
 2ـ ـ3بـه قطعـات     هـا     گياهــچه  اي هاي چنـد گــره      شاخه
ــره ــسيم و،اي گ ــيط  تق ــاي  در مح ــايع ه ــاويMSم     ح

mgl-lBAP5./، mgl-lGA34 +./ساكارز gl-130  شـيكر   بـرروي
 بـه مدت يك ماه قرار       دور در دقيقه   100 الي   90با تعداد   
  ).3شكل (داده شد 

تكثير يافته براي الــقاي ريـز       هاي    درمرحله بعد شاخه  
 ، سـاكارز  mgl-lBAP2حـاوي    MSغده زايي در محيط مايع      

gl-1 60   ايي بـر روي شـيكر بـا        الق ـهـاي     ، به عنوان محـيط
 دور در دقيقه به مـدت دو مـاه انتقـال            100 الي   90تعداد  

  .داده شد
بر همين مبنا اثرات نور و تاريكي بر اين روند بررسي           

 8(و با توجه به نتايج بهتر اثرات تنـاوب نـور و تـاريكي               
 اين عامل نوري به عنوان      ،)ساعت تاريكي  16 نور   ساعت

 .زايي انتخاب شد    ي ريزغده يط نوري مناسب براي القا    شرا
القــايي هــاي   محــيط،برقـــراري تمــامي شــرايط فــوق بــا

 هـر   برابـر  2 و 5/1 ،1 ،/.5،  0هـاي     غلظـت  زايي با  ريزغده
ساخته و اثرات هريك از  KNO3, NH4NO3 يك از تركيبات

  .)5 و 4شكل ( به طور جداگانه بررسي شدها  آن
  

  ... و همكارانزهرا زارع
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ــده ــويني ريزغ ــرات تك ــا  تغيي ــأثير ه تحــت ت
  مختلف برخي عناصر پرمصرفاي ه غلظت

هاي  در اين قسمت به ارائه نتايج حاصل از اثـر غلظت  
ــد    ــصرف بررون ــر پرم ــف عناص ـــدهمختل ــي و  ريزغ زاي

 هدف از انجـام ايـن   .پردازيم  ميتشكيل يافتههاي    ريزغده
هاي   تكويني ريزغده  ـ سلوليهاي    بخش از پژوهش بررسي   

  پرمـصرف  حاصل از هر تيمار است و اينكـه آيـا عناصـر           
هـا، اثـري داشـته       توانند بر تغيير برخي سـاختار بافـت        مي

 اين تمايز چگونه    ،؟ و درصورت ايجاد تغيير    رباشند يا خي  
زميني متشكل از    است؟ از آنجا كه عمده بافت غـده سيب       

ــشيم ــت پاران ــاي  باف ــز اســت ه ــابراين ،پوســت و مغ  بن
اين دو بافت از نظـر تغييـرات تكـويني مـورد            هاي    سلول
كـه بـراي    هـا     هايي از سلول   ويژگي. ش قـرار گرفتند  پژوه
تمايزي انتخاب شدند عبارت بودنـد      هاي    گونه بررسي  اين
 تعـداد   ،پارانشيم پوست و مغـز    هاي     اندازه ابعاد سلول   :از

سلولي بافت پارانشيم پوست و مغـز و تعـداد          هاي    رديف
  .پارانشيم پوست ومغزهاي   در سلولهاي نشاسته دانه

هـا جـدا      زايي از هر تيمـار غـده        ريزغـده پس از انجام  
گيري شد و از هر تيمـار بزرگتـرين          شدند ابعاد آنها اندازه   

 بـراي   ،ي پايان تمايزات هريك بـود      دهنده  ها كه نشان    غده
تكويني انتخاب شـد، نتـايج هريـك از         هاي    انجام بررسي 

  .تيماري در ادامه آمده استهاي  گروه
  

بـر   NH4NO3مختلـف   هـاي     نتايج اثـر غلظـت    
  ها تكوين ريزغـده

 تـشكيل شـده در    هاي    ريزغـده گـيري از  پس از برش  
2،  0مختلف  هاي    ظتلغ

1، 1،2
برابرغلظت استاندارد   2 و 3

NH4NO3 هاي پارانشيم پوسـت     سلول ابعاد نظر يك از  هر
د و  شدن سلولي هريك آناليز  هاي    رديف مغز و تعداد در    و

 نتايج آماري . هريك شمارش شدند هاي نشاسته   تعداد دانه 
تعداد  بر NH4NO3مختلف  هاي    كه غلظت  حاصل نشان داد  

داري  لولي پارانشيم پوست و مغز اثـر معنـي        سهاي    رديف
اسـتاندارد از    برابـر هـاي      بطوريكه درغلظـت   ،داشته است 

NH4NO3) 1MS ( 2و
ــداد 1 ــشترين تع ــف آن بي ــاي   ردي ه

كمتـر و بيـشتر از آن       هاي    غلظت ايم و در   سلولي را داشته  
 سـلولي كـاهش خـواهيم داشـت       هـاي     بر تعـداد رديـف    

هـاي     همچنين نتايج آماري نشان داد كه غلظـت        .)8شكل(
هــاي پارانــشيم  طــول و عــرض ســلول NH4NO3مختلــف 

  داري به جاي نگذاشته است  پوست و مغز اثر معني
ها از گــرد تـا        در اين گـروه  ا  ه  شكل ظاهري ريزغـده  

مرغي و رنگهاي مايل به تيره ديده شد ميانگـين ابعاد           تخم
2 ،0به تر تيب ها  در تيمارها  غـده

1، 1، 2
 بر حسب 2 و 3

ــي ــر  ميل  و 5/4 (،)5/7 و 6( ، )7 و 1/6(، )8/5 و 2/5(مت
ــد ) 9/5 و 5/5(و  )2/5 ــمارش  بودن ــايج حاصــل از ش نت

 1 و   5/1هـاي      نـشان داد كـه در غلظـت        هاي نشاسته   دانه
 وجود دارد و    نشاستهبرابر مقدار استاندارد بيشترين مقدار      

كمتر و بيشتر از اين حـد اثر كـاهشي بــر          هاي    در غلظت 
   .)9 و 7، 6شكل (شود   مي ديدههاي نشاسته تعـداد دانه

  
بر تكـوين    KNO3مختلف  هاي    نتايج اثر غلظت  

  ها ريزغـده
القـايي  هـاي     هايي كه در مرحله قبل از محـيط        ريزغده
 .بـه دسـت آمدنـد      KNO3مختلـف   هاي    غلظت ريزغده در 

گيـري    آمـاده و بـرش     ،ميكروسـكوپي هـاي     براي بررسـي  
مغزي و  هاي     پارانشيم ،ميكروسكوپيهاي     در برش  ،شدند

 وهـا      ابعاد سـلول   ،سلوليهاي    پوست از نظر تعداد رديف    
در هـا      آناليز شدند و نتايج آناليز     هاي نشاسته،   محتواي دانه 

 بررسـي آمـاري     . آمـده اسـت    14و13و12و11 هـاي  شكل
تعـداد   بـر    KNO3 مختلـف هـاي     نتايج نشان داد كه غلظت    

مغـزي و پوسـت اثـرات       هاي    سلولي پارانشيم هاي    رديف
از  KNO3  برابـر غلظـت    5/1داري دارد و در غلظـت        معني

سـلولي مـشهود    هاي     بيشترين تعداد لايه   مقـدار استاندارد 
ــكل(اســت  ــت و )5ش ــاي  در غلظ ــبيه ه ــر از آن ش كمت
هـاي     در بررسي اثر غلظت    .سلولي شاهد است  هاي    رديف
پارانـشيم مغـزي و     هـاي     بـر ابعـاد سـلول      KNO3 مختلف

ها   بر اندازه ي سلول   ها    غلظت دار وست شاهد تأثير معني   پ
 برابـر   2 حـد  ، در KNO3 كـه در غلظـت      به طـوري   ،بوديم

مقدار استاندارد، كاهش ابعاد سلولي را در هــر دو مـورد            
 در بررسي محـتواي    .پارانشيم پوست و مغـز شاهد بوديم     

ميكروسكوپي هر غلظت شاهد افزايش     هاي    نشاسته برش 
 KNO3  برابـر مقـدار    5/1نشاسته در غلظت    هاي    تعداد دانه 

در هـا    ظاهري ريزغده هاي    ويژگي. از حد استاندارد بوديم   
كشيده و تخم مرغي     ه تيماري نيز از گرد تا كمي      واين گر 
هـا    هاي زرد تا تيره بودند كه بيشتر به نوع رقم آن           با رنگ 

  ...بررسي اثر مقادير گوناگون
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در اين تيمارها بـه     ها    بستگي داشت ميانگين ابعاد ريزغده    
2 ،0ترتيب مقدار غلظت 

1 ، 1، 2
 به ترتيب برحسب 2و 3

ــي ــر  ميل  و 5/6(، )5/7 و 5/6(، )7 /6،9 (،)3/7، 5 / 8(مت
 نتيجـه ايـن كـه در ايـن          .موجود بودند ) 5/6 و 6(و  ) 5/8

بهتــرين  KNO3  برابــر اســتاندارد از5/1گــروه در غلظــت 
كه   چرا ،هاست هاي تكويني ريزغده    غلظت از نظر ويژگي   

ي هــا بزرگتـرين و پرمحتــواترين ريزغـده را از نظــر دانـه   
واهيم داشت كه ايـن مـسأله بـا ميـانگين ابعـاد             نشاسته خ 
  ).10شكل(مطابقت دارد ها  ريزغده

  
  شناسي نتايج كلي مطالعات بافت

 ، ـ در مطالعات بافت شناختي ـ تكويني ريزغده هـا   1
 بــر KNO3, NH4NO3مختلــف هــاي  تغييــرات غلظــت 

 داري تأثيرات معنـي ها  سلولي ـ بافتي ريزغده هاي  ويژگي
  .گذارد مي

مختلف عناصر پـر مـصرف مقـدار        هاي    غلظت ـ در 2
سـلولي و  هـاي   بيـشترين تعـداد رديـف   KNO3   برابر5/1

   .همچنين بيشترين مقدار محتواي نشاسته را دارد
و تـا  ) MS 1 (شاهدهاي  در غلظت KNO3, NH4NO3 ـ3

 ،هـا   بهينه در مقايسه با ديگر غلظت      ،نصف مقدار آن نتايج   
لي و محتــواي ، ابعــاد ســلوســلوليهــاي  از نظــر رديــف

   .نشان دادند اي نشاسته
مختلـف عناصـر بـر شـكل     هـاي    ـ تغييرات غلظت 4

هـا    ريزغده تأثير ويژه اي ندارد و شكل     ها    ظاهري ريزغده 
  .بيشتر تابع رقم انتخابي آنهاست

  
  بحث

رقـم اگريـا از ديـدگاه       زميني    سيبدر اين تحقيق گياه     
سـت  بدهاي    بررسي مقاطع ميكروسكپي نوري از ريز غده      

بـه   NH4NO3, KNO3مختلف هاي  غلظتهاي  آمده از تيمار
هـر تيمـار    هـاي     غـده  منظور بررسي روند سلولي تكويني    

  .مورد بررسي قرار گرفت
  

   ها كلي در تكوين ريزغـدههاي  ديدگاه
ني از دونظـر مـورد توجــه        زمي سيبهاي    تشكيل غده 

و ديگـري   هـا     يكـي نمـو ريخــت شـناختي غـده         : است
 يميايي كه منجر به تشكيل و ذخيره نـشاسته        تغييرات بيوش 

گذشـته مـورد    هاي     تغييرات بيوشيميايي طي سال    .شود مي
 امـا تغييـرات ريخـت       ،مطالعه زيادي قـرار گرفتـه اسـت       

  . شناسي تاكـنون كمتر مورد مطالعه بوده است
ـــوسط      ـــيني ت ــيب زم ـــده س ــاختار غ ـــوين و س تك

 مورد  Cutter, 1978; Xu, 1998پژوهشگـران مختلف از جمله 
   .بررسي قرار گرفته است

بيوشيميايي طي فرايند غده زايي نـشان داده        هاي    يافته
هـا    است كه ساخت نشاسته قـبل از حجيم شدن ريزغـده         

و تقـسيمات   هـا     مطالعه حجيم شدن سلول   . گردد  مي آغاز
 كليدي بـراي روشـن شـدن چگـونگي          ،ها ميتوزي سلول 

 اولـين   .ي اسـت  تبديل رشد طولي استولون به رشد شعاع      
زايــي كــه تــا حــد زيــادي هــم زمــان در  علائــم ريزغــده

 حجــيم شـدن     ،شـود   مـي  القـاء شـده ديـده     هاي    مريستم
ي هـا   واكوئـل  پارانشيم پوستي در اثـر توسـعه     هاي    سلول
  .باشد  ميآنها

 هر دو در نمو     ،تقسيم سلولي و حجيم شدن سلول ها      
 روشـن نيـست كـه آيـا         .)15شـكل ( دخالت دارند ها    غده
سعه اوليه استولون نتيجه تقسيم سلولي است يا حجـيم          تو

 گزارش كرده انـد    ، شماري از پژوهشگران   .شدن سلول ها  
  فعاليـت ميتـوزي رخ     ،كه قبل از افزايش ابعاد سـلول هـا        

 سـاير مـشاهدات نـشانگر آن اسـت كـه توسـعه              .دهد مي
  .استها  شعاعي اوليه ناشي از افزايش قطر سلول

اپيـدرمي در   هـاي      سـلول  طي مطالعـه  ) 1380(عبادي  
در هـاي     طولي نشان دادند كه درفاصله ميـانگره      هاي    برش

اپيـدرمي بافـت    هـاي     حال حجيم شدن در رديف سـلول      
 فلوژن با منشأ اپيـدرمي      .يابد  مي پريدرمي به سرعت تمايز   

فعاليت خود را به صورت تقسيمات پري كلينال نا متقارن          
 لوليكنـد كـه منجـر بـه تـشكيل دو رديـف س ـ               مـي  آغاز
كوچك و لايه داخلـي     هاي     لايه خارجي ازسلول   .گردد مي

لايـه  هـاي      سـلول  .انـد  بزرگـتر تشكيل شده  هاي    از سلول 
 خارجي ضمن حجيم شدن به فعاليت تكثيـر خـود ادامـه           

 .سـازد   مـي  رديـف خـارجي تـر را      هـاي     دهد و سلول   مي
سلولي در اين بافت به سرعت به چـوب پنبـه        هاي    ديواره
 پارانــشيم پــسين بــسيار .ميرنــد  مــيشــوند و  مــيآغــشته

 ، مجموعه فلـم   .گيرد  مي محدودي از فعاليت فلوژن شكل    
 . رديفـي و شـعاعي دارنـد       ،فلوژن و فلودرم آرايش منظم    

هاي   پريدرم به صورت پوششي محافظ از تبخير آب بافت        

  ... و همكارانزهرا زارع
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هـاي    مسن بافـت  هاي     در بخش  .كند  مي دروني جلوگيري 
  .گيرد  ميشكلها  پريدرمي عدسك

 تعيين كـننده ضخامت فلم است      ،فعاليت فلوژن ميزان  
 و بستگي به رقـم سـيب زمينـي و شـرايط محيطـي دارد              

 از فلـوژن نمــو ) پوسـت پـسين  (ظـاهراً بافـت فلـودرمي    
 اين ديـدگاه در تـضاد بـا نتـايج     .)Lyshede, 1977(يابد  مي

توانـد خـود نتيجـه        مـي  است كه ) 1380(پژوهش عبادي   
 تفاوت در شرايط كـشت در     يا  ها    ژنوتيپي رقم هاي    تفاوت
  .باشد موجود زنده و شيشه

در محور طولي و عرضي     ها    روند افزايش تعداد سلول   
نتـايج  . مشابه با تغييرات ابعاد ريزغـده هاسـت       ها    ريزغده

بدست آمده در اين پژوهش نيز از نظر هـم راسـتا بـودن              
ي سـلولي   هـا   بـا افـزايش تعـداد رديـف       هـا     ابعاد ريزغده 

ها، با   ت و مغز و همچنين با ابعاد سلول       پوسهاي    پارانشيم
  . همخواني دارد)1380(مطالعات عبادي 

هـا    در اين زمينه كه افـزايش انـدازه سـلول         ها    پژوهش
 Reeve et  از سوي،باشد ها مي همگام با افزايش اندازه غده

al. (1973) نيز مورد تأييد قرار گرفته و نشانگر اهميت زياد 
   .باشد ها مي غدهدر رشد ها  حجيم شدن سلول

  
نقش عناصر پرمـصرف در تكـوين و تغييـرات          

  ها ريزغـده
چند تاكنون به مسأله نقش عناصـر پـر مـصرف در            هر

زميني درشيـشه پرداختـه نـشده        زايي گـياه سيب   ريزغـده
است و نتـايج و بررسـي پژوهـشگران در ايـن زمينـه در               

 شايد با دلايل مـشابه و نقـش عناصـر در         ،دسترس نيست 
قسيمات سلولي و رشد بتوان بـه بحـث و بررسـي            روند ت 

  .اين نتايج دست يافت
  

  نقش ازت
شـناختي     ازت در مطالعات بافـت     در مورد نتايج نقش   

اينكه ازت در    به اين نتيجه رسيديم كه با وجود      ها    غدهريز
در تعـداد ريـز     )  برابـر  5/1(بـالاي اسـتاندارد     هاي    غلظت
 بـه عبـارتي     گـذارد يعنـي      مـي  افزايش معني داري  ها    غده

 اما غلظت مقـدار ازت در       ،كند  مي زايي را تحريك   ريزغده
بافت هاي    مقادير بيشتر از حد استاندارد آن از نظر ويژگي        

حاصـل سـبب كـاهش در تعـداد         هـاي     شناختي ريزغـده  

دارد ها    اي آن  سلولي و ابعاد و محتواي نشاسته     هاي    رديف
نقـش ازت   از آنجا كه    . مطابقت دارد ها    كه با ابعاد ريزغده   

 ،بستگي زيادي با فعاليت فتوسنتزي گيـاه دارد       ها    در بافت 
 زيـرا از طريـق      ،كنـد   مي تغذيه ازتي را به شرايطي وابسته     

سـتوني  هاي    محلول حاصل از فتوسنتز، اسيد    هاي    گلوسيد
آمينه را  هاي    شوند كه داخل شدن ازت در اسيد        مي ساخته
، كـافي   با اين حال  . سازد واز سميت ان ميكاهد      مي ممكن

نبودن قندها در تغذيه آمونياكي نسبت بـه نيتريـك نتـايج            
هـاي    آورد در نتيجه زيادي يـون       مي بسيار نامطلوبي به بار   

+
NH4 هـاي     نسبت به يون  ها    درياخته-

NO3     سـميت خيلـي
كنـد و موجـب ايجـاد اختلالاتـي در            مـي  بيشتري توليـد  

شـود كـه هنـوز بـه خـوبي مـشخص              هـا مـي     تراوايي آن 
بدين سان مشاهدات كشاورزي در مـورد رابطـه          .اند نشده

وقتـي  : شـود   مي بين فتوسنتز و تغذيه آمونياكي چنين بيان      
+هـاي      سميت يون  ،فتوسنتز ضعيف است  

NH4     بـه مراتـب
 .مشخص است

زايـي در     شايد بتوان از اين مـسئله در مـورد ريزغـده          
 از آنجا كه بافت ريزغـده يـك بافـت           ،شيشه الهام گرفت  
هـاي     به علت كمبود اسـيد     .سنتزي است مصرفي و غيرفتو  

 اثرهـاي سـميت و كـاهش        ،ستوني در نتيجه تجمـع ازت     
را به دنبـال داشـته      ها    رشد تقسيمات سلولي وابعاد سلول    

و ) MS )MS1 چرا كـه در غلظـت برابـر اسـتاندارد            .باشد
  .يابد  مي رشد بهبود،حتي كمتر از آن

  
  نقش پتاسيم

به اين نتيجـه  ها  بافت شناختي ريز غده  هاي    در بررسي 
سـتاندارد   برابر حالـت ا    5/1رسيديم كه پتاسيم در غلظت      

و تقـسيمات آن و تجمـع        هـا  اثر مطلوبي بر رشـد سـلول      
 در بررسي اين نتايج بهتر است       .گذارد  مي نشاستههاي    دانه

 مطالعـات مختلـف     .بپـردازيم ها    به نقش پتاسيم در سلول    
+ون  دهد كه پتاسيم به صـورت ي ـ        مي پژوهشگران نشان 

k 
 ,Westermann(ماند و تحـرك بـسيار بـالايي دارد      ميباقي

اين عنصر به مقـدار بالا در گــياه سـيب زمــيني            ). 2005
)invivo (شود به طـوريكـه مـقــدار آن نـسبت          مي يافـت

  .بيشتر است خـيلي Caخـصوصاً ها  به ساير يـون
بيشتر مـواد معـدني كـه در فلـوئم در حـال حركـت                

ذخيــره خواهنــد شــد وي هــا  ام در غـــدههــستند ســرانج
همچنين بيان دارد محـدوده ي كـافي از عنـاصر معــدني    

  ...بررسي اثر مقادير گوناگون
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نياز است و مقـادير بيـشتر  ها    تا حـد تشكيل و رشد غـده     
 ,Westermann( مـؤثر اسـت  هـا   از آن در طي بلـوغ غــده 

2005.(  
ــه  ــات درون ياخت ــيم در مايع ــصوص در ،اي پتاس  بخ

برابـر  ها    جا غالباً باغلظتي ده    محلول است و در آن     ،واكوئل
 فراواني و تحركش آن را بـه        .شود  مي غلظت محيط جمع  

آورد كـه باعـث ايجـاد         مـي  صورت مهمترين كاتيوني در   
   .نتيجه واكوئلي است فشار اسمزي و در

در پژوهش انجام شده با رشد پارانشيم مغزي از نظـر           
ه  در غلظت بالاي پتاسيم مواجه بوديم كه بـا توسـع           ،ابعاد

سو با بالاترين   هاي پارانشيم مغز كه هم      واكوئلي در سلول  
ارانـشيم پوسـت    پهـاي     در قياس بـا سـلول     ها    ابعاد سلول 

  .است، قابل توجيه است
 آمينـه دخالـت   هاي    از اسيد ها    پتاسيم در سنتز پروتئين   

آمينه هاي    اسيد  تجمع ،كند چنانكه هنگام كمبود پتاسيم     مي
روي  را بـر   نـو اسـيدها   آنزيمـي كـه آمي    (شود    مي مشاهده

tRNA و در نتيجـه    ) كنـد بـه پتاسـيم نيـاز دارد           مـي  منتقل
در رشد و افـزايش حجـم سـلول و همچنـين            ها    پروتئين

 ،هـا   نقش ديگر پتاسيم در سـلول      .تقسيم آن دخالت دارند   
 چنانكـه در    ،اوزهـا اسـت   ، از اوزيدها دخالت در سنتز پلي   

ن مسئله نيز   اي .شود  مي كمبود پتاسيم تجمع اوزها مشاهده    
مربـوط بـه     نـشاسته كـه   هاي    در اين تحقيق با تجمع دانه     

 بـا افـزايش ميـزان پتاسـيم         ،ساخته شـدن نـشاسته اسـت      
بـالاخره پتاسـيم در فعـال كـردن بعـضي            مطابقت دارد و  

ها و انتقـال انـرژي       نتيجه در مصرف فسفات    كينازها و در  
  . كند  ميدخالت
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  هاي غده بذري شش هفته پس از كشت  كشت جوانه.1شكل

  
 هاي هوايي دو هفتـه پـس از         هاي ساقه    كشت تك گره   .2شكل
  كشت

  
ــكل  ــاخه.3ش ــاقه   ش ــات س ــي از قطع ــره3-2اي  زاي اي از   گ
  هاي استريل گياهچه

  
  

  
 NH4NO3زايي در تيمار   ريز غده.4شكل

  

  ...بررسي اثر مقادير گوناگون

16 



 

  

 

  
  KN03=3/2 زايي در تيمار ريز غده. 5شكل 

  
هاي نشاسته در تيمـاري بـا غلظـت            كاهش تعداد دانه   .6شكل  

NH4NO3=0  

  
هاي سـلولي در تيمـاري بـا غلظـت             كاهش در رديف   .7شكل  
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هـاي    بر ابعاد سلول   KNO3هاي مختلف      اثرات غلظت  .12شكل
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هـاي    بر ابعاد سلول   KNO3هاي مختلف      اثرات غلظت  .13لشك

  پارانشيم پوست

  
هـاي    بر تعداد دانـه    KNO3هاي مختلف      اثرات غلظت  .14شكل

  پوستپارانشيم مغز و  نشاسته در

  
هـاي عمـده    هـا بخـش      در بـرش عرضـي ريـز غـده         .15شكل  

  .پارانشيم مغز و پوست هستند
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Abstract: 
The potato (Solanum tuberosum L.) is one of the most important agricultural plants in 

the world. Today, potato is the fourth most important food crop in the world after wheat, 
rice and corn. It is propagated predominantly by asexual method (tubers and minitubers). 
However, propagation by true seed is primarily used for breeding purposes (enhancement 
of breeding populations) and genetic studies. The traditional methods for asexual 
propagation of the plant face important problems including contamination of tubers and 
plants and decreased crops. Therefore, the seed tubers can be replaced by micrutubers 
produced by tissue culture. In this study solid and culture media used for produce of 
sterile plantlets and microtuberization. The aim of this study is search about effect of 
different concentrations of NH4NO3 and KNO3 in media culture Invitro in histological/ 
cellular variations of the microtubers. The concentrations of 0, 1/2, 1, 3/2 and 2 times 
more than standard concentrations of the above mentioned compounds in MS medium 
were used in separate induction media. The results showed that the alternating light and 
darkness is more suitable for the variety Agria and the samples kept in absolute darkness 
demonstrated no microtuberization in this study. Sections for light microscopy were 
prepared from microtubers in each sample after their dimensions were measured and 
morphological studies carried out. The aim was to study the histological aspects of 
samples. The number of cell rows, the dimensions of the cells and the starch content of 
the parenchymal tissues of microtuber's pulp and the cortex were analyzed. The results 
again showed significant variations in histological features of the microtubers developed 
in media containing different concentrations of macronutrients. In this study, KNO3 with 
concentrations of 1.5 times more than standard concentration in MS medium yielded 
maximum number of cell rows and maximum starch granules content which were 
proportional to the average dimensions of microtubers. NH4NO3, with concentrations of 
1/2 to 1 time more than standard concentrations in MS medium yielded a better 
differentiation of parenchymal tissues than other concentrations.  

 
Key words: In vitro, KNO3, Microtuberization, NH4NO3, Solanum tuberosum, Tissue 
culture 
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Résumé 
La Région Protégée de Sefid-Kuh est située à l’ouest de l’Iran. Cette Région est l’un des 

écosystèmes inconnus des chaines de montagnes du Zagros. La végétation d’une partie de cette 
Région a été étudiée par la méthode Braun-Blanquet. 86 relevés ont été faites dans les diverses 
associations. Les données de phytosociologiques ont été analysées à l’aide du programme 
d’Anaphyto par deux methodes d’Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) et de 
Classification Ascendante Hiérarchique (CAH). Par cette base, 18 associations et 6 sous-
associations ont été distinguées. Ces communautés des forêts steppiques appartiennent au 
Quercetea persicae et Quercetalia persicae. La zonation de végétation de la Région est influencée 
principalement par les facteurs topographiques et edaphiques. Parmi les facteurs étudiés l’altitude 
par rapport à la surface de la mer, la direction et l' importance de la pente, la teneur en gravier, 
l’humidité, la texture et la profondeur du sol ont un rôle important dans l’installation des 
associations dans les zones des différentes altitudes de la Région. 

 
Mot Clés: Braun-Blanquet, Forêt-steppique des chênes, Garrique, Iran, 

Phytosociologie, Région Protégée de Sefid-Kuh. 
 

 
Introduction 
Parmi les pays du sud-ouest de ľAsie, l’Iran 

a la végétation la plus diversiée: des forêts 
humides dans les parties plates de la côte sud 
de la mer Caspienne et sur les pentes du nord 
des montagnes de l’Alburz. Des arbustes 
adaptés à la secheresse dans les chaines de 
montagnes du Zagros et du nord du 
Khorassan, des formations d’épineux en 
forme de coussin et des communautés 
halophiles dans les regions salés, des arbres et 
des arbustes dans les régions côtières du Golf 
Persique. Tous concourent à la diversité de la 
végétation de l’Iran. Cette diversité de la 
végétation correspond des differences de 
climat, de l’histoire de la flore et du potentiel 
de l’evolution (Frey & Probst, 1986). 

La difference du climat cause la création 
d’interessants écosystèmes dont chacun est 
riche de différentes plantes l’un de ces 

interessants écosystèmes est celui recontré 
dans la Région Protégée de Sefid-Kuh. Cette 
Région est située dans la chaine de montagnes 
de Zagros. C’est là que prend sa source l’un 
des plus grands fleuves d’Asie: Le Karoun. 
L’ordonnancement de ces chaines est tel 
qu’elles peuvent bénéficier au maximum des 
précipitations venant de la mer mediterranée. 
C’est ainsi qu’une grande partie de la plaine 
Iranienne échappe à la desertification. 

Parmi les plus importantes études sur la 
végétation du secteur Kurdo-Zagrossien on 
peut citer les travaux de Tabatabai & 
Javanshir (1966) et de Zohary (1973) qui ont 
fait quelques transects des chaines de 
montagnes du Zagros et qui ont montré les 
différentes zones de végétation. Mobayen & 
Javanshir (1971) ont également effectué une 
classification générale des forêts ouvertes de 
ľouest Iran.      

*e.mail: ghorbanli@yahoo.com 
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Dans cette recherche nous avons étudié la 
phytosociologie d’une partie de cette Région 
Protégée du Sefid-Kuh, et nous avons 
presenté les associations et les sous-
associations. 

 
La région étudiée 
La Région Protégée du Sefid-Kuh est située 

à 67 Km au nord-ouest de Khorram-Abad à 
47º43´, 48º18΄ de longitude Est et à 
33º29´,33º49´ latitude Nord. La superficie de 
cette région est de 69500 hectares. Elle 
appartient aux chaines de montagnes du 
Zagros. La Région de Sefid-Kuh est située au 
Nord de Sarab-Doreh, au nord est de Kuh-
Dasht, sud de Nour-Abad, au sud-ouest de 
Alashtar dans la province du Lurestan. Grâce 
à sa superficie, et à la diversité du l’habitat 
qui est favorable à la croissance et au 
developpement des plantes. Grâce aussi aux 
animaux sauvages, cette Région est Protégée 
depuis 1990.   

Nous nous sommes limité à une superficie 
de 10000 hectares pour cette recherche. La 
Région étudiée avec 48º2´, 48º8´ E et 33º40´, 
33º42´ N est limitée au nord par les villages 
de Sarab-Sagha, Sarab-Chenar et Cham-
Talkeh et à l’ouest par les villages de Zasht et 
Shineh, au nord par la montagne Korboy et à 
l’est par le village de Ghavareh. Une grande 
partie de cette Région est formée par des 
montagnes dont la plus élevée est la cime du 
Korboy, 2854 m d’altitude. La plus basse a 
une altitude de 1500 m au dessus de la surface 
de la mer. 

Selon les données meteorologique de 
(1970-1998) la moyenne des précipitations 
annuelles de la Région est de 650 mm. Les 
précipitations les plus fortes se produisent en 
Janvier, Fevrier et Mars. La courbe 
ombrothermique montre que l’année se divise 
en deux saisons sèche et humide, ce qui est la 
caractéristique du climat mediterraneen. La 
température de la Région varie entre 
respectivement 35.1˚C et -5.9˚C.   
L'humidité relative de l'air à l’altitude est en 
moyenne 50.8 %. Les montagnes de la Région 
sont couvertes de neige pendant 3 mois de l' 
année (decembre, Janvier et Fevrier).  
  

 
Méthodes 
La végétation de la Région a été étudiée 

entre les années 1998 et 1999 par la méthode 

Braun-Blanquet (1932). Ľ échantillonage des 
communautés de plantes a été faite par la 
selection des unités de végétation (stands). La 
localisation des relevés a été faite sous forme 
accidentelle-selective dans des sites 
homogènes. Aprés determination de 
formation principale et secondaire de 
végétation à la base physionomique et la 
distingtion des individus d’associations par 
les critères florestique-écologique. Dans ces 
formation on a effectué quelques relevés. 

La taille des relevés a été determinée par la 
méthode des plots helicoides et par le tracé de 
courbe aire minimum (Mueller-Dombois & 
Ellenberg, 1974). Dans chaque relevé deux 
coefficients abondance-dominance et 
sociabilité pour toutes les espèces ont été 
enregistrés. En plus les caractéristiques de 
milieu comme l' altitude l'importance et la 
direction de pente ont été notés. 

Les plantes collectées ont été determinées à 
l'aide des flores Komarov & Shishkin (1963-
1974), Rechinger (1963-1998), Davis (1965-
1985), Townsend & Guest (1966-1985), 
Maassoumi (1986-1995) et Assadi et al. 
(1988-2000).      

Les données phytosociologiques ont été 
analysés par la méthodes d’Analyse 
Factorielle Correspondances (AFC) et de 
Classification Ascendante Hiérarchique 
(CAH) à l’aide de programme d’Anaphyto 
(Briane, 1995). Ensuite on a preparé les 
tableaux de phytosociologique. Après 
determination de degré fidelité des espèces 
dans chaque groupe, sont presentés les 
espèces caractéristiques, compagnes et 
accidentelles de chaque syntaxa. A l’aide de 
determination du niveau ces syntaxa à la base 
de mise en code de phytosociologie (Barkman 
et al., 1986), a été effectué sous forme 
d’association et sous-association.  
    

Résultats 
La figure 1 montre les résultats obtenus de 

l’analyse des relevés par la méthode de AFC 
sur les axes de coordonné 1 et 2. Sur ces axes 
en tenant compte des autres axes de 
coordonnés et en se referant aux résultats de 
la methode CAH on peut distinguer 5 
groupes. Dans un deuxieme stade, pour 
obtenir des groupements plus complets, les 
relevés ou le groupement des relevés qui 
étaient loin de l’origine des coordonnés ont 
été supprimés. Ainsi les de plus grands 
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groupements de relevés à cause des especès 
communes étaient regroupés à côté du centre 
des axes des coordonnés et ils ne montrent 
pas un groupement distingue ont été 
partiellement analysés.   

A l’aide des résultats de la méthode CAH 5 
groupes de relevés et espèces ont été dissociés 
sur les 5 axes des coordonnés (Fig. 2). Ensuite 
deux de ces grands groupes de relevés ont été 
analysés separement et dans l’ensemble 11 
autres groupes ont été dissociés (Figs. 3 et 4). 
Comme la figure 4 le montre, le groupe 
central peut être dissocié en d’autres groupes. 
Pour cette raison par la suite les 3 groupes de 
relevés du pourtour ont été supprimés et 
l’analyse a été faite sur les données 
phytosociologique centraux.    

Au cours de deux stades de l’analyse 
partielle de ces données nous avons distingué 
un ensemble de 7 groupes. Enfin 24 groupes 
de 6 stades d’analyse principale et partielle 
des données phytosociologique ont été crées. 
Selon les groupes obtenus par la méthode 
AFC et les résultats de la méthode CAH le 
tableau phytosociologique a été construit 
(Tab. 1). 18 associations et 6 sous-
associations ont été distinguées .Il s’agit de: 

1. Quercetum persicae, 1a. smyrniopsidetosum 
aucheri, 2. Amygdaletum orientalis, 3. Lonicero 
nummulariifoliae-Amygdaletum orientalis, 4. 
Polygono luzuloidis-Astragaletum strictifolii, 5. 
Astragalo microphysae-Acantholimetum 
aspadani, 6. Phlomido Olivieri-Ferulaginetum 
angulatae, 6a. colchico szovitsii-smyrnietosum 
cardifolii, 7. Astragalo nervistipuli-Daphnetum 
mucronatae, 8. Astragalo nervistipuli-
Amygdaletum orientalis, 9. Pyro glabrae-
Quercetum persicae, 9a. eremostachyetosum 
pulvinaris, 9b. geranietosum pyrenacii, 10. 
Ceraso microcarpae-Daphnetum mucronatae, 11. 
Lonicero nummulariifoliae-Cerasetum mahaleb, 
11a. rheetosum ribis, 12. Aceri cinerascentis-
Loniceretum nummulariifoliae, 13. Alhagietum 
persari, 14. Astragaletum nervistipuli, 15. Aceri 
cinerascentis-Quercetum persicae, 15a. phleo 
boissieri-poetosum bulbosae, 16. Aceretum 
cinerascentis, 17. Amygdalo orientalis-
Daphnetum mucronatae, 18. Juncetum inflexi. 

 
Discussion 
Les zones de végétation relativement large 

du secteur Kurdo-Zagrossien forment des 
forêts ouvertes ou des garriques en Iran, en 
Iraq et en Turquie. Selon Zohary (1973) cette 
végétation de la forêt-steppique des chênes 
(oak steppe-forest) represente la classe 

Quercetea brantii. Cette classe comprend des 
communautés qui du nord à sud au point de 
vue densité et du nombre des arbres devient 
de plus en plus pauvre. La limite inferieure 
des communautés arbustives de cette classe 
est environ a 700 m d, altitude tandis que la 
limite superieure se situe a environ 2000 m ou 
plus.       

En Iran ce secteur comprend des forêts 
ressemblant à des parcs qui commencent au 
nord -ouest du pays, ouest d’Orumieh et 
s’etendent vers le sud le long des chaines de 
montagnes irregulierès de Zagros et se 
terminent aux alentours de Firouz-Abad en 
province de Fars. La superficie des ces forêts 
de chênes en Iran a été estimée a environ 5 
millions d, hectares qui occupe les bandes 
altidunales entre 1000 et 2100 jusqu’à 2300m. 

Mobayen & Javanshir (1971) ont mis ces 
forêts dans le Quercetea persicae et ont 
presenté deux ordres de Quercetalia 
infectoriae et Quercetalia persicae. Le 
premièr ordre s’est etendu des forêts du nord 
de Kermanchah jusqu’aux forêts de Orumieh 
et les espèces caractéristiques sont Quercus 
infectoria, Prunus mahaleb et Sorbus 
luristanica. Le deuxième ordre s’etend des 
forêts de Kermanchah jusqu’ aux environ de 
Shiraz et ses espèces caractéristiques sont 
Amygdalus orientalis et Quercus brantii var. 
persica. Il y a une difference importante du 
climat entre ces deux ordres. Le premièr est 
presque mediterranean et est installé dans les 
endroits relativement temperes et forme la 
plupart des forêts ouest d’Iran. Cet ordre est 
étendu dans les pentes vers le nord qui sont 
moins chauds. Tandis que le deuxième ordre 
est installé une plus faible altitude sur les sols 
fortement calcaire et il a des espèces 
resistantes à la secheresse.   

Les résultats obtenus montrent que les 
associations forestieres existant dans la région 
protégées de Sefid-Kuh appartiennent à 
Quercetea persicae et Quercetalia persicae. 
La distribution de ces associations est 
influencée par les facteurs topographiques 
(l’altitude, la direction et l, importance de la 
pente et les facteurs edaphiques (la 
profondeur, la teneur en graviers, la texture et 
l’humidité). Avec l’augmentation de l’altitude 
la profondeur du sol diminue, le taux de 
gravier augmente et la texture du sol devient 
plus legere. Dans les plus hautes montagnes à 
cause de la neige presente quelques mois et 
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fondent progressivement mettant de l,eau la 
disposition des plantes. Ľ ensemble de ces 
facteurs est la cause de l’installation des 
communautés de plantes dans les zones des 
différentes altitudes et orientation 
geographique. La presence des sources dans 
les vallées en produisant des microclimat à 
l’humidité relative plus elevé a cause l, 
installation des communautés de plantes qui 
aiment l’humidité.     

La zonation de la végétation de cette 
Région montre que Quercetum persicae 
forme une ceinture entre 1500-1800 m et est 
la plus basse des bandes des forêts-steppiques. 
Dans quelques sites Pyrus glabra et Acer 
monspessulanum ssp. cinerascens 
accompagnés de Quercus brantii var. persica 
ont crée des communautés de plantes bien 
caractéristiques. A la partie superieure de 
cette bande a environ 1800-2000 m, 
Amygdaletum orientalis s, installe.Dans cette 
region en haute montagne (2200-2400 m) on 
voit des Daphne mucronata accompagnés 
Astragalus nervistipulus, Cerasus 
microcarpa, Amygdalus orientalis. A 
l’altitude plus élevée de 2200 m Lonicera 
nummulariifolia forme des communautés de 
plantes separées accompagnées d, Amygdalus 
orientalis, Acer monspessulanum ssp. 
cinerascens. Enfin aux plus hautes altitudes 
de la Région on voit des bandes larges de 
Phlomido olivieri-Ferulaginetum angulatae. 
  

Dans beaucoup d, habitats les espéces 
ligneuses arborescentes ont été detruites et les 
formations en coussins et epineuses ont été 
remplacées. Dans ces régions les associations 
secondaires sont des arbustes et des coussins 
epineux comme Amygdalus, Astragalus, 
Acantholimon et Crataegus. Dans une partie 
de cette Région la forêts-steppique est 
completement detruite et est remplacée par 
des terrains cultivés, seulement quelques 
arbres sont restés pour créer des ombres, et à 
la marge de ces endroits l’association 
transgressive de Alhagietum persari est 
remplace les associations naturelles.  
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Abstract 
Sefid-Kuh Protected Area is situated in the west of Iran. The Area is one of the 

unknown ecosystems of Zagros mountain system. The vegetation of part of the 
Area was studied by Braun-Blanquet method. Phytosociological data analyzed 
with Factorial Correspondence Analysis (FCA) and the Hierarchical Ascendant 
Classification (HAC) methods by means of Anaphyto software. 18 associations 
and 6 subassociations were distinguished in the Area. These steppe-forest 
communities belong to Quercetea persicae and Quercetalia persica. The zonation 
of vegetation is mainly affected by topographic and edaphic factors. Altitude, 
slope, exposure, percent of gravel and moisture, texture and depth of the soil are 
the important factors to establishment of associations in the different elevation 
zones. 

 
Key words: Braun-Blanquet, Oak steppe-forest, Phytosociology, Sefid-Kuh 
Protected Area, Woodland 
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  يدكوه در غرب ايرانبررسي پوشش گياهي منطقه حفاظت شده سف
  

  3 .مهرنيا، م، 2.قربانلي، م، 1.عصري، ي
  

  ها و مراتع، تهران، ايران مركز تحقيقات جنگل. 1
  شناسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد گرگان گروه زيست. ٢

  آباد، لرستان مركز تحقيقات كشاورزي، خرم. 3
  

  چكيده
هـاي   هـاي ناشـناخته رشـته كـوه     منطقه يكي از اكوسيـستم اين  . منطقه حفاظت شده سفيدكوه در غرب ايران قرار دارد        

در جوامـع   .  قـرار گرفتـه اسـت      پوشش گياهي بخشي از اين منطقه به روش براون بلانكـه مـورد مطالعـه              . زاگرس است 
شناسي گيـاهي بـه كمـك برنامـه آنـافيتو بـه دو روش                 هاي جامعه   داده.  رولوه صورت گرفته است    86 اين منطقه    مختلف

. مورد بررسي قرار گرفته اسـت     ) CAH(سلسله مراتب بالارونده    بندي    و رده ) AFC(هاي عاملي     يل ارتباط تجزيه و تحل  
 Querceteaهـاي اسـتپي    جنگـل بـه  اين اجتماعات .  زيرجامعه تشخيص داده شد6 جامعه و 18بر اساس اين بررسي، 

persicae  وQuercetalia persicae قه اساساً تحـت تـاثير عوامـل پـستي و     نواربندي پوشش گياهي منط. تعلق دارند
بين عوامل مطالعه شده ارتفاع نسبت بـه سـطح دريـا، جهـت و اهميـت شـيب، مقـدار                . بلندي و خاكي قرار گرفته است     

  . ريزه، رطوبت، بافت و عمق زمين نقش مهمي در استقرار جوامع در نواحي با ارتفاع مختلف داشته است سنگ
  

  شناسي، جنگل استپي، منطقه حفاظت شده سفيدكوه ، جامعهبراون بلانكه: هاي كليدي واژه
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The effect of aquatic extract of canola (Brassica napus L.) on chlorophyll content, 

nitrate reductase, catalase and peroxidase activities enzymes  
of soybean (Glycine max L.) seedling in hydroponic culture 

 
 

*Niakan, M., Tajari, M 
 

Department of biology, Islamic Azad University. Gorgan-branch, Gorgan,Iran 
 
 

Abstract  
Canola contains allelochemicals that effect on metabolism of weeds and crop plants.The aim of 

this research was to study the effect of aquatic extract of canola (Brassica napus L. cv Hyola 401) 
on chlorophyll content in cotyledon, nitrate reductase, catalase and peroxidase activity in root, stem 
and cotyledon of soybean seedling (Glycine max L. cv Gorgan 3) in Hoagland culture. The seeds of 
canola (Brassica napus L.cv Hyola 401) was planted in pot and provided aquatic extract of total 
plant in 5 leaf stage.This extract was added to Hoagland culture and catalase,peroxidase and nitrate 
reductase activities in leaf, stem and root and chlorophyll a and b content in cotyledons in soybean 
seedling (Glycine max L.cv Gorgan3) after 9 days were evaluated. The results showed that 
chlorophylls (a and b) amounts in cotyledons and catalase and peroxidase in root and stem and 
cotyledon decreased in comparison with to control (Hoagland only) in while nitrate reductase 
activity reduced in cotyledon and in root and stem increasd. 

 
Key words: Canola, Catalase, Chlorophyll, Extract, Growth, Hydroponic, Nitrate 

reductase, Peroxidase, Soybean 
 

 
Introduction 
Allelopathy is derived from the Greek words 

“allelo” and “pathy” meaning reciprocal 
sufferings of two organisms, also known as 
biochemical interaction, among plants, 
describes any direct or indirect (harmful or 
benefical) effect of a plant on another plant 
through the relases of chemical that escape into 
the environment (Rice, 1984). Allelochemicals 
are the small molecular weight compounds 
excreted from plants during the process of 
secondary metabolism. Allelochemicals may 
affect different physiological process in plants 
such as photosynthesis, respiration, cell 
division and nutrient uptake (Rice, 1984). It has 
been reported that allelochemicals affected the 
mineral uptake, pigment synthesis, 
photosynthesis, protein synthesis, electron 
transport involving cytochrom (Rice 1984., 
Rizvi & Rizvi, 1992). Allelochemicals first 
damage the cytolema and then send the stress 
information into the cell through the target 

point on the cytolema to affect the adsorption 
of incretions and ions (Khalid et al., 2002). 

Many of species of Brassicaceae (as canola) 
contain a group of secondary metabolites called 
glucosinolates. The glucosinolates are 
allelochemicals that may be a sink for nutrients 
like nitrogen and sulphur and the products of 
hydrolysis may have important roles in the 
defence system the myrosinase mediated 
degradation of glucosinolates gives rise to an 
unstable thiohydroximate-O-sulphonate which 
on release of sulphate can result in the 
production of isothiocyanates, thiocyanates, 
nitriles and elementary sulphur. These 
compounds have alleopathic potential (Rice, 
1984).      

It has been reported reported that 
allelochemicalls effect on growth and 
photosynthesis by chlorophyll degredation 
(Ervin & Wetzel 2001, Zeng et al., 2001). Also 
allelochemicals inhibit activating enzyme such 
as peroxidasa, catalase and amylase (Williams 
& Hoagland, 1982).     
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There is a little information about 
allelopathic effect of canola on growth, 
chlorophyll, antioxidant enzyme and nitrate 
reductase activity.The aim of this research was 
to study the effect of aquatic extract of canola 
(Hayola 401 cultivar) on chlorophyll a&b 
amounts, catalase, peroxidase and nitrate 
reductase activity in soybean seedling (Glycine 
max L. cv Gorgan 3) under hydroponic culture. 

 
Methods & Materials 
Canola planted and extracts preparation 
Seed of canola (Brassica nanus L.cv Hayola 

401) was planted in pots.Each pots include Silt-
Clay soil tissue.After 65 days in 5 leaf phase total 
plants harvested and was dried in dark and 
griaded.5 g of this dried sample was added to 150 
ml distilled water and was shaked to 12 
hours.These mixture was passed of Wathman 
paper (number 2) and micropore filter (0.2 
micron) (Narwal & Tauro, 1996). Of this extract 
(%100 concentrations) solution to %70 
concentrations was prepared.     

 
Seed preparation 
4 plats sterilles includes 10 seed of soybean 

(Glycine max L. cv Gorgan3) among of two 
Wathman papers (number 2) was placed in 
germinator in 24oC and %70 humidity. Seeds 
daily were irrigation with distilled water. After 5 
days seedling was transferred to special dishes 
includes hydroponic culture. In special dishes 70 
ml solution (includes 20 ml Hoagland solution 
and 50 ml extract of total plant) as treatment and 
70 ml Hogland solution as control was added in 
each of special dishes and 4 soybean seedling 
were placed in them.     

 
Biochemical assay 
Chlorophyll assay 
Amounts of chlorophyll a and b in cotyledon  

of soybean seedling treated and control plants 
were evaluated by Bruisma (1963). At first 
cotyledon were weighted and abrade in 5ml 
acetone. Then in 3000rpm at 15 minute were 
centrifuged and supernatunts were separated and 
rate of their wave length absorbtion according to 
method of Bruisma (1963) in 645, 652 and 663 
nm with spectrophotometers was used.  
  

Peroxidase activity assay 
Peroxidase activity in cotyledons stem and root 

in soybean seedling was assay to down form: 

1-Solution extract 
For preparation solution extract 1.2g tris and 2g 

ascorbate, 3.8borax, 2g EDTANa2, 50g PEG were 
mixtured and distilled water was added to them 
(100 ml volume) 

2-Enzyne extract 
1g of sample (soybean cotyledon, stem and 

root) of treated plant and control was placed in 4 
ml solution extract for 30 minute. The samples 
were keeped in 4oC temperature for 24 hours. 2ml 
acetate buffer (0.2 M concentration, pH=5), 0.4 ml 
H2O2%3, 0.2ml benzedin was mixtured and added 
to 0.1 ml enzyme extract of samples and their 
absorption was readed in 530 nm by 
spectrophotometer (Koroi, 1989).   

 
Catalase activity assay 
1 ml of enzyme extract to 5 ml solution 

includes 3000 µM phosphate buffer (pH8), 100µM 
H2O2 were mixtured. For inhibition of enzyme 
activity 10 ml sulfuric acid %2 was added.This 
mixture was titration with potassium 
permangenate 0.01N. Enzyme activity was assay 
base on indissolved 1µM of H2O2 in minute 
(Chance & Maehly, 1995).    

 
Nitrate reductase activity assay 
 Nitrate reductase activity measured according 

to Sym (1984) method. First samples (soybean 
cotyledon, stem and root) was weighted and used 
of solution encubate includes K2No3, propanol and 
phosphate buffer and Gris І and ІІ agent. Sample 
absorbtion was readed in 520nm. For assay nitrate 
reductase activity of standard curve of nitrite in 
different concentrations was used.  
    

Statistic calculation 
Statistical analysis were conducted in a 

completed randomized design (CRD) with four 
replications and mean values were compared by 
Duncan test at P<0.05 and P<0.01. 

 
Results and Discussion 
Our results showed that soybean growth 

reduced in water extract of canola. It is reported 
that the beneficial effects of retained crop residues 
for erosion control has been well documented, 
however the yields and growth of crops can be 
reduced (Fettell and Gill, 1995; Malinda, 1995). 
Retained wheat residues have been shown to 
reduce yield and growth in several studies (Purvis, 
1990).        
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Several factors may contribute to the poor 
growth of canola into wheat residues including (1) 
nitrogen immobilisation and (2) increased 
incidence of root disease. According to our results 
radicle and epicotyle length in soybean seedling in 
Hoagland solution and aquatic extract of canola 
decreased to comparision with control (Hoagland 
only) (table1).It is reported that growth of root to 
allelochemicals is more sensitive than shoot (Peng 
and Shao, 2001). 

It has been reported that root at first absorbe 
allelochemicals of environment. Some of the 
hormones such as GA3 and IAA effects on 
seedling elongation. Inhibition of functional these 
hormones can reduce elongation of seedling. 
Allelochemicals such as flavonoides stopes polar 
transport of IAA and their function and cause 
growth reduction (Brunn et al, 1992). As it is 
reported allelochemicalls inhibit respiration and 
decrease of the ATP production those effects on 
germination and growth (Jimenez & Gliesman, 
1987).        

Our results showed that amonts of Chla & b in 
cotyledon of soybean seedling in treated samples 
to comparison with control decreased 
(table1).Rice (1984) showed that allelochemicals 
such as phenolic acid inhibit biosynthesis of 
chlorophyll precursors.Decreasing of chlorophyll 
by allelochemicals result of inhibition of 
chlorophyll biosynthesis or induction of their 
degredation pathway..There are two pathways for 
chlorophyll degredation: 1) Chl dephytlation that 
by chlorophyllase was catalyzed and 2) Mg 
dechelation that by Mg-dechlatase was catalyzed 
(Matile et al, 1996). It is thought that 
allelochemicals such as phenolic acid induce 
activity of chlorophylase and Mg-chlatase (Yang 
et al, 2004).       

Aquatic extract of canola caused to decreased 
peroxidase and catalase activity in cotyledon, 
stem and root of soybean seedling (fig 1,2). 

It is reported that allelochemicals effects on 
some of the enzyme activity for example enzyme 
activity such as catalase, peroxidase (POD), 
polygalactoronase, super oxidedismutase (SOD) 
and amylase in presence of allelochemicals reduce 
(Williams & Hoagland, 1982., Rizivi & Rizivi, 
1992). Reduction of SOD and POD activity 
caused the reactive oxygen species (ROS) 
accumulation in leaf that resulting to lipid 
peroxidation in membrane and their destruction 
(Bais et al., 2003) and DNA degradation (Appel, 
1993).  

Table 1. The effect of aquatic extract of canola (Brassica 
napus L. cvHyola 401) in Hogland solution on length of root 
and epicotyl, amount of chl a & b, activity catalase and 
peroxidase in cotyledon, shoot and root of soybean (Glycine 
max L. cv Gorgan3) seedling in comparision with to control 
(Hoagland only) (X ± SE). 

 

assays organ Control 
(Hoagland) 

Treatment  
(Hoagland+ 

canola extract) 
Length 
(cm) root 5.12± 0.075 

(a 
2.77 ± 0.085 

(b 
Length 
(cm) epicotyl 7.07 ± 0.04 

(a 
3.15 ± 0.01 

(b 
chl a  

(mg/g FW) cotyledon 0.136 ± 0.001 
(a 

0.122 ± 0.001 
(b 

chl b  
(mg/g FW) cotyledon 0.0637 ± 0.001 

(a 
0.0625 ± 0.0003 

(b 
 

Also ROS chloroplast and mitichondria 
desintegrate and photosynthesis and respirartion 
decrease and following ATP production in plant 
drop (Shiming, 2003). 
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Fig 1. The effect of aquatic extract of canola (Brassica 
napus L. cv Hyola 401) in catalase activity .(µ MH2O2 
destroid/min) in cotyledon, shoot and root of soybean 
(Glycine max L. cv Gorgan3) seedling. C=control 
(Hoagland), T=treatment (Hoagland+extract) (X ± SE). 
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Fig 2. The effect of aquatic extract of canola (Brassica 

napus L. cv Hyola 401) in peroxidase activity (OD .1−g  FW 
min-) in cotyledon, shoot and root of soybean (Glycine max 
L. cv Gorgan3) seedling.  

Our results showed that nitrate reductase (NR) 
activity in stem, cotyledon and root in soybean 
seedling in presence of aquatic extract of canola 
change. In cotyledon, enzyme activity in 

Niakan, M., Tajari, T 
 

µ 

34 



 

 

 

Hoagland solution with canola extract decreased 
while in root and stem increased (fig3). 

It is reported that stress effect on NR activity. 
Salinity stress increased NR activity in root of Zea 
mays L. while decreased their activity in leaf of 
Anacordium occidentale L. (Katalin et al., 2000). 
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Fig 3. The effect of aquatic extract of canola (Brassica 

napus L. cv Hyola 401) on nitrate reductase activity 
( 11

2
−−− hgMNo .µ ) in cotyledon, shoot and root of soybean 

(Glycine max L. cv Gorgan3) seedling. 
 

References 
Appel, H. M. (1993). Phenolics in ecological 

interactions: The importance of oxidation. Chem. 
Ecol. 19: 1521-1552. 

Bais, H.P., Vepechedu. R., Gilroy. S., Callaway. 
R.M. and vivanco. J.M. (2003) Allelopathy: 
From molecules and genes to species interactions. 
Science 301: 1377-1380. 

Bruisma, j. (1963).The quantitative analysis of 
chlorophyll a & b in plant extract .Photochem. 
Photobiol, 12: 241.249. 

Brunn, S.A., Muday, G.K. and Haworth, P. (1992). 
Auxin transport and the interaction of 
phytotropins. Plant Physiol. 98: 101-107. 

Chance, B., and Maehley, A. (1955). Assay of 
catalases and peroxidase, Methods in Enzymology, 
2, 764-775. 

Ervin, G.N. and Wetzel, R.G. (2000). Allelochemical 
autotoxicity in the emergent wetland macrophyte 
Juncus effusus ( Juncaceae ) Am. J. Bot. 87: 853-

860.      
Fettell, N.A. and H. S. Gill 1995. "Long-term effects 

of tillage, stubble, and nitrogen management on 
properties of a red-brown earth." Australian 
Journal of Experimental Agriculture 35: 923-928. 

Jimenez-orornio, J.J. and Gliessman, S.R. (1987). In 
allelochemicals role in agriculture and foresty. 
American Chemical Society, Washington, Dc. pp: 
262-274. 

Katalin, N. Omarov, R.T., Evdei, L. and Herman 
lips, S. (2000). Distribution of the Mo-enzymes. 
aldehyde oxidase, xanthine dehydrogenase and 
nitrate reductase in maize (Zea maize L.) roots as 

affected by nitrogen and Salinity. Plan Sci. 155: 
45-58. 

Khalid, Sh., Ahmad, T. and Shad, R.A. (2002). Use 
of allelopathy in agriculture. Asian Journal of 
Sciences. 3: 292-297. 

Koroi, S.A.A. (1989). Gele electrophores tishe and 
spectrophoto metrscho unter uchungen 
zomeinfiuss der tem pelature auf straktur der 
amylase and peroxidose isoenzyme. Physiol.Veg, 
20: 15-23. 

Malinda, D. K. (1995). Factors in conservation 
farming that reduce erosion. Australian Journal of 
Experimental Agriculture 35: 969-978. 

Matile, P. Hortensteiner, S., Thomas, H. and 
Krautler, B. (1996). Chlorophyllase in the 
chloroplast envelope. Planta. 201: 96-99. 

Narwal, S.S and Tauro, P. (1996). Suggested 
methodology for allelopathy: field observations 
and Methodology. P. 255-260. 

Purvis, C. E. (1990). Differential response of wheat to 
retained crop stubbles. I. Effect of stubble type and 
degree of decomposition". Australian Journal of 
Agricultural Research 41: 225-242. 

PengS-L and Shao. H. (2001). Reaserch significance 
and foreground of allelopathy.Chin J Appl Ecol, 
12:780-786. 

Rice, E. L. (1984). Allelopathy. 2nd ed. Academic 
press, Orland. pp: 226-291 

Rizivi, S. J. H. and Rizivi. V. (1992). Expoitation of 
allelochemiocals in improving crop productivity. 
Cand hall, London. p: 443-473  

Shiming, L. (2003). Allelopathy in South china 
agroecosystems. Institute of Tropical and 
Subtropical Ecology. P: 40-54 

Sym, G.L. (1984). Optimisation of the invivo assay 
conditions for nitrate reductase in barly. J. Sci. 
Food. Agri, 35: 725-730.  

Williams, R.D. and Hoagland, E. (1982). The effects 
of naturally Occurring phenolic compounds on 
seed germination.Weed Sci. 30: 206. 

Yang, C.M., Chang, I.F., Lin, S.J. and C.H. (2004). 
Effects of three allelopathic phenolics on 
chlorophyll accumulation of rice (Oryza sativa) 
seedling: II. stimulation of consumption-
Orientation. Bot. Bull. Acad. 45: 112-125. 

Zeng, R. S., Luo, S. M., Shi, Y.H., Shi, M.B. and Tu, 
C.Y. (2001). Physiological and biochemical 
mechanism of allelopathy of Secalonic acid F of 
higher plants. Agronomy Journal. 93: 72-79. 

The effect of aquatic extract of canola … 

µ 

33 



 

 

 

 

 
  
  
  

و   كاتالاز،هاي نيترات ردوكتاز  فعاليت آنزيم،بررسي اثر عصاره آبي كلزا بر ميزان كلروفيل
 رست سويا تحت شرايط هيدروپونيك پراكسيداز در دانه

  
  معصومه تجري كان،مريم نيا

  

  شناسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد گرگان گروه زيست
  

  چكيده
هاي هرز و گياهـان زراعـي را تحـت           باشد كه اين تركيبات متابوليسم علف      گياه كلزا حاوي تركيبات آللوشيميايي مي     

 نيتـرات  هـاي  يـز فعاليـت آنـزيم   بر ميزان كلروفيـل و ن  هدف از اين مطالعه بررسي اثر عصاره آبي كلزا     . دهد تاثير قرار مي  
در ايـن راسـتا     . باشـد  رست سويا تحت شـرايط هيـدروپونيك مـي         ، ساقه و لپه دانه    كسيداز در ريشه  ردوكتاز كاتالاز و پرا   

ايـن   . برگي عصاره آبي تهيه شد     5 تحت شرايط گلداني كشت و از كل گياه در مرحله            401بذرهاي گياه كلزا رقم هايولا      
هاي نيترات ردوكتاز،     در لپه و فعاليت آنزيم     b و   a روز ميزان كلروفيل     9وگلند افزوده و پس از      عصاره به محيط كشت ه    

نتـايج نـشان     . مورد ارزيابي قرار گرفت    3 رست سويا رقم گرگان    و پراكسيداز در سه بخش ريشه، ساقه و لپه دانه          كاتالاز
هاي سويا   دانه رست  و پراكسيداز در ريشه، ساقه و لپه      كاتالازهاي   ها و نيز فعاليت آنزيم      در لپه  b و aداد كه مقدار كلروفيل     

كه فعاليت نيترات ردوكتاز در لپه كـاهش و در ريـشه و           كاهش يافت، در حالي   ) هوگلند( در مقايسه با شاهد    تحت تيمار 
  .ساقه اين گياهان افزايش يافت

  
  هيدروپونيك ردوكتاز،نيترات  كلزا، كلروفيل، كاتالاز، پراكسيداز، سويا،: هاي كليدي واژه

  

 85پاييز،سوم شماره پيشهاي علوم گياهي، سال اول، فصلنامه پژوهش
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condition 
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Abstract 
Dianthus caryophyllus is one of the most important species in Dianthus genus. In order to 

propagation virus-free plant material, in vitro culture of this species var cerise royallette were 
studied. Explants were cultured in Anderson medium containing 1 mgl-1 6-benzylaminopurine. 6-
benzylaminopurine alone induced callus in nodes and internodes explants. To achieve 
organogenesis, calli subcultured onto Anderson medium with or without plant growth regulator. 
The highest shoot length was obtained in medium without any hormone. The most suitable 
adventitious shoot regeneration medium was Anderson medium supplement with 4 mgl-1 Kin and 
0.1 mgl-1 NAA. Root regeneration was observ ed in medium with 0.5 and 1 mgl-1 naphtalenacetic 
acid. Rooted plantlet transferred into pot with perlite and irrigated by different nutrient solution. 
The effect of different nutrient solution (An, OM, MS, MC) on growth and development of 
plantlet were compared. The results showed Anderson medium was more effective than the others. 
Acclimatized plants were transferred to soil. All plants were survived in field condition and 
produced flower after 4 months.  

 
Key words: Dianthus caryophyllus var cerise royallette, Micropropoagation, Nutrient 
solution, Plant growth regulator 

 
Abbreviation: BAP: 6-benzylaminopurine, 2iP: 2-Amino purine, IBA: indol-3-butyric acid, IAA: indol 
acetic acid, Kin: kinetin, OM: Olive Medium, NAA: naphtalenacetic acid, An: Anderson (1975), MS: 
Murashige & Skoog (1962), MC: Misra & Chaturvedi (1984), min: minute, PGR: plant growth regulator. 

 
 

 Introduction 
Carnation is one of the three important cut 

flower in the world. Conventional propagation of 
this plant is cutting of auxillary shoot and seed. 
These methods are not only practical in all 
carnation cultivar but also plant material have 
viral and fungal contamination. Micropropagation 
provides much more rapid cloning from selected 
cultivar than would be expected from seasonally 
limited conventional propagation (Hammatt et al., 
1997). However its more widespread use is 
restricted by the often high percentage of plants 
lost or damaged when transferred to ex vitro 
condition (Pospislova, 1999). Nugent et al. (1991) 

reported plant regeneration of four cultivar in 
carnation from petal explant. Miller et al. (1991) 
used MS basal medium supplement with 4-8 µM 
naphtalenacetic acid and 6-benzylaminopurine for 
adventitious shoot regeneration of carnation. 
Miller et al. (1991) showed adventitious shoot 
regeneration from auxillary buds explants of 15 
carnation cultivar. They indicated that auxillary 
bud size and the type between subcultures of 
source material influenced the production of 
adventitious shoots. Jethwani et al (1996) 
demonstrated that phenylacetic acid in 
combination with 6-benzylaminopurine was 
essential to trigger shoot regeneration from 

*e.mail: ghorbanli@yahoo.com 
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cultured leaf callus of Dianthus chinensis. Fal et 
al., (1999) showed ethylene improved the quality 
of cv. BarbaretTanga explants, decreasing 
hyperhydricity and increasing the number of 
shoots, the length of the main shoot and the 
multiplication coefficient. Majada et al. (2000) 
concluded vessel ventilation promoted in vitro 
hardening of micropropagated carnation shoots 
and pushed the culture-induced phenotype closer 
to that of ex vitro acclimatized plants. 
Nontaswatsri et al. (2002) Reported shoot 
regeneration of leaf and nod explant of 38 cultivar 
in carnation. They indicated correlation 
coefficient between shoot regeneration percentage 
of nod and leaf explant was significantly positive. 

There is no published protocol on in vitro 
culture of Dianthus caryophyllus var cerise 
royallette. One aim of these experiments was to 
invstigated the effect of PGR on organogenesis of 
carnation var cerise royallette. Another aim was to 
assess wether the effect of nutrient solution on 
growth and acclimatization of plantlet in green 
house condition. 

 
Materials and methods 
Explants were taken from plants without bud 

dormancy, bacterial symptoms and water stress. 
Leaves, nodes and internodes segment, 5-10 cm 
long, rinsed in tap water for 30 min and washed 
with water and detergent. Then, explants were 
surface sterilized by dipping them in benomile 
solution (0.5%) for 20-30min, ethanol (70%) for 
20-30 S followed with immersion them in 
hypocholorite solution (5%) for 20-30 min. Then 
explants transferred to laminar air flow cabinet 
and rinsed three times with sterile distilled water. 
The resulting explants were cultured on An 
Medium (Anderson, 1978-1980) containing  
1mgl-1 BAP, 30gl-1 sucrose at PH 5.7±0.1 and 
solidified with 8gl-1 Agar. After callus induction, 
Calli transferred on An Medium supplement with 
different concentration of BAP, 2iP and kin (0, 1, 
2, 3, 4, 5mgl-1) with combination to NAA (0, 0.1, 
0.5, 1mgl-1). After six weeks shoot length, shoot 
number, internodes number, Root number and 
root length were recorded. Cultures were 
subcultured at six weeks interval. They 
maintained at 25±2 with 16 photoperiod provided 
by Double cool fluorescent tube with 1000 lux 
intensity. 

Plantlet with normal and healthy roots was 
carefully washed by water. Then, plantlet 
immersed in 0.5% benomile solution for 20 min to 

avoid fungal infection. Rooted plantlet inserted in 
pot containing sterile Perlit. Pots were kept in the 
shad and high relative humidity. Plantlet were 
irrigated by nutrient solution containing macro 
and micro nutrient of An, OM (Olive Medium), 
MS (Murashig and Skoog, 1962), MC (Misra and 
chatuvedi, 1984) and water (control). Irrigation 
was done 3 days interval during three weeks. 
After this period growth and development of 
shoots and roots were evaluated. Acclimatized 
plantlet transferred to soil and exposed to long day 
and 20- 25cْ temperature.  

All treatments were conducted in complete 
randomized design. For each trait means and 
standard error of means were calculated. Analysis 
of variance was done at P≤0.05. Means 
comparison was made by least significant 
difference (LSD). 

 
Results 
Effect of BAP and NAA 
The highest shoot length was observed in 

hormone –free medium (table 1 and figure 1). In 
this medium shoots had dark green leaves and 
internodes length were 1cm. The average of 
adventitious shoots and shoot length decreased as 
the BAP concentration increased (table 1 and 
figure 1). The highest shoot proliferation (4.62) 
was observed in A9. In medium containing BAP 
alone,. In culture with 0.1mgl-1 NAA and different 
concentration of BAP, there was no significant 
difference among A9 to A11 for shoot length and 
A8 to A10, A12 to A13 for shoot number. In medium 
with 1 mgl-1 NAA,. Shoots had thin leaves with 
light green color. In medium with 0.5 mgl-1 NAA 
There was no significant difference among A17 to 
A20 for shoot length and A15 to A16 for shoots 
number and A18to A20 for internodes number. In 
medium with 1 mgl-1 NAA there was no 
significant difference among A23 to A25 and A26 to 
A28 (Table 2). NAA alone did not promote 
multiple shoots (figure 1). Shoot length was 
higher in medium with BAP and NAA together.  

Optimum root length and root number were 
obtained in 0.5 and 1 mgl-1 NAA. In hormone – 
free medium root formation and growth was 
observed. The highest root number was in A22 and 
the optimum root length was in A15. Increased of 
BAP to 1 mgl-1 tend to decrease of root 
regeneration. High content of BAP inhibited root 
formation (Table 1 and figure 2).  

 
 

In vitro culture of carnation … 

47 



 

 

 

Effect of 2iP and NAA 
Highest shoot length (4.21) was observed in 

medium without PGR. The best shoot 
proliferation (4.63) was obtained in medium 
supplement with 1 mgl-1 2iP. Shoot length 
decreased slowly with increased 2iP concentration 
(table2 and figure2). Increasing of 2iP into 1mgl-1 
promoted shoot regeneration. But high level of 
2iP had an inhibitory effect on shoot formation. In 
culture with 0.1mgl-1 NAA and different 
concentration of 2iP, There was no significant 
difference among B8 to B9, B10 to B11 and B12 to 
B14 for shoot number and B9 to B11 for internodes 
number.. In medium with 0.5 mgl-1 NAA There 
was no significant difference among B17 to B21 for 
shoot length, B15 to B17 and B19 to B21 for 
internodes number, B15 to B18 and B19 to B21 for 
shoots number. In medium with 1 mgl-1 NAA 
There was no significant difference among B22 to 
B24 and B26 to B27 for internodes number, B22 to 
B25 and B26 to B28 for shoots number (table2). 

Root formation induced in all concentration of 
NAAwith no 2iP. High concentration of NAA 
increased root regeneration. Increasing of 2iP up 
to 0.5 mgl-1 lead to root regeneration. Although, 
high level of 2iP prevented root formation (figure 
2). Optimum root length and root number was in 
B15 and B22.  

 
Effect of Kin and NAA 
The highest shoot length was observed in 

hormone- free medium. In treatment containing 
Kin alone. the best shoot proliferation were 
obtained in 0.5mgl-1 Kin. Increased of Kin content 
decreased shoot number (figure 3). However in 
treatment involved 0.1 mgl-1 NAA and different 
concentration of Kin, shoot induction was slowly 
decreased and the highest shoot number (10.2) 
was observed in C13 (table 3). In culture with 
0.1mgl-1 NAA and different concentration of Kin, 
There was no significant difference among C9, C10 
C12 and C8, C11, C13 for shoot length and C8 , C11 
and also C9, C12 for shoots number In medium 
with 0.5 mgl-1 NAA there was no significant 
difference among C17 to C21, C15 to C16 for shoot 
length, C16 to B18 and C19 to C21 for shoots 
number, C17 to C21 and C16 to C20 for internodes 
number. In medium with 1 mgl-1 NAA There was 
no significant difference among C23 to C25 For 
shoot length and C22, C23 and C26 and C24 to C25 
for shoots number, C22 to C23 and C24to C25 for 
internodes number (figure 3). 

Growth and development of root in medium 
with Kin was better than medium containing 2iP 
and BAP. Optimum root length and root number 
were observed on medium with 0.5 and 1 mgl-1 
NAA respectively. In medium with Kin alone the 
highest root number and root length were in C3 
and C2. Kinetin up to 1mgl-1 promoted root 
formation. Although, high concentration of Kin 
had an inhibitory effect on rooting process (figure 
3).  

 
Acclimatization of the plantlet to ex vitro 

condition 
The highest shoot length was in An medium and 

shoot length was minimum in control. There is no 
significant difference between MS and OM 
medium in relation to root length. The best shoots, 
internodes and roots number were obtained in An 
culture medium. In contrast shoot and root 
number were decreased in MC and MS medium. 
Plantlet irrigated with An solution have an 
expanded aerial and root system with normal 
shoots. Leaves of shoots were long with dark 
green color. Roots were white, branched and have 
root hair. In contrast with OM medium, shoot 
proliferation and internodes length were 
decreased. Root system was inhibited. Roots were 
short, branched and dark brown color. With MS 
solution shoot number inhibited. But shoots have 
normal leaves. Root system was similar to OM 
medium. Using of MC medium decreased shoot 
number. Leave size was inhibited in comparison 
to An medium. Roots were long and branched 
with root Hair. In control treatment shoot number 
and length was reduced. Leaves were normal with 
light green color. Roots were thin and branched 
without suitable root hair.  

 
Discussion 
There was no adventitious shoot regeneration in 

leaves explants. Miller et al. (1991) concluded 
that use of leaf and stem explant was not 
successful largely due to explant senescence. 
Jethwani and Kothari (1996) reported Shoot 
regeneration from leaf derived callus of Dianthus 
chinensis using Phenylacetic acid. The optimum 
shoot regeneration was found in medium 
containing Kin and NAA. Casanova et al. (2004) 
reported that thidiazuron alone as well as 
synergistically with NAA promoted shoot 
organogenesis in petal and was more active than 
BAP. It is hypothesized shoot differentiation in 
carnation depend on explant source, cultivar and 
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balance of plant growth regulator. Produced 
shoots in medium containing Kin showed light 
green toward yellow color due to leaves 
senescence in presence of cytokinin (Miller et al., 
1991). Genkov et al. (1997) showed that BAP, N-
phenyl-N-َ(2-chloro-4-pyridyl) urea and TDZ 
increased chlorophyll content and change 
chlorophyllase activity but TDZ decreased 
photosynthetic membrane stability. In all 
treatment highest shoot length was in hormone-
free medium. It is suggested that PGR promoted 
cell division and inhibited cell elongation. 
Vitrification of organ was observed in treatment 
with NAA and 2iP as well as NAA and Kin. High 
level of BAP induced hyperhydric organ. 
Vitrification of shoots depend on culture medium 
composition and growth regulator. Yadav et al. 
(2003) reported that increased concentration of 
iron and magnesium reduced hyperhydricity in 
three commercial varieties of carnation. It seemes 
that hyperhydricity of shoots caused by oxidative 
stress. Saher et al (2005) showed that ethylene 
content, H2O2 production and antioxidative 
enzymes were higher in hyperhydric tissues of 
carnation. The percentage of hyperhydric shoots 
showed a significant decrease under bottom 
cooling condition (Saher et al., 2005). 

Rooting of cutting is an essential process in 
horticultural mass production. Rhizogenesis 
controlled by external and internal factor. External 

factor are such as temperature, light and medium 
composition. Internal factor are such as 
endogenous production of PGR, carbohydrates as 
well as phenolic compounds (Podwyszynska, 
2003). Root induction in all treatment was similar. 
However root regeneration in medium containing 
Kin and NAA was expanded. Interaction between 
Auxin and cytokinin induced root regeneration in 
carnation. Root formation in hormone-free 
medium was paralleled with Leshem et al. (1986). 

High level of nitrogen and potassium as well as 
low content of them decreased shoot and root 
growth. A medium had low level of nitrogen, 
amonium and potassium. This medium was 
suitable for shoot proliferation and rooting. Shoots 
Growth depend on growth and development of 
root system. OM and MS medium had high 
content of nitrate, ammonium and potassium and 
inhibited root regeneration and subsequent shoot 
growth. In control treatment internodes number 
and shoot length were decreased because of 
mineral nutrition deficiency. 

All plantlet were survived after transferring. 
Flower formation was achieved after 4 months. 
Nugent et al. (1991) reported flower formation 
was induced after 8 months. They indicated that 
flower was formed on short shoots and flower 
color was similar to mother plant such as our 
result. However Leshem (1986) indicated flower 
color of in vitro plantlet was different. 
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Table1. Shoot proliferation and rooting in different concentration of BAP and NAA 
mgl-1 Shoot proliferation Root regeneration 

NAA BAP code Shoot length Shoot number internodes number Root length Root number 
0 0 A1 4.26±0.6 3.81±0.74 6.01±0.89 2.5±0.54 3.01±0.63 
0 0.5 A2 1.42±0.37 1.44±0.48 1.85±0.74 - -  
0 1 A3 2.10±0.37 4.21±0.74 3.41±0.48 - -  
0 2 A4 1.82±0.24 2.60±0.8 2.60±0.48 - -  
0 3 A5 1.74±0.24 3.60±0.48 2.86±0.47 - -  
0 4 A6 1.93±0.2 2.87±0.74 2.47±0.8 - -  
0 5 A7 0.52±0.31 1.21±0.74 1.08±0.63 - -  

0.1 0 A8 2.60±0.2 2.8±0.4 4.23±0.74 2.8±0.6 3.27±0.74 
0.1 0.5 A9 1.5±0.31 4.62±0.48 3.09±0.63 2.7±0.6 2.6±1 
0.1 1 A10 1.08±0.31 2.26±1.1 1.89±0.74 2.25±0.24 1.24±0.4 
0.1 2 A11 1.24±0.24 2.61±1 2.61±0.8 - - 
0.1 3 A12 0.21±0.24 0.41±0.48 0.44±0.48 - - 
0.1 4 A13 0.14±0.2 0.27±0.4 0.21±0.4 - - 
0.1 5 A14 - - - - - 
0.5 0 A15 2.73±0.24 2.69±0.8 3.22±0.74 6.47±0.73 9.27±0.74 
0.5 0.5 A16 1.71±0.24 2.81±0.47 2.85±0.47 0.89±0.24 1.49±0.48 
0.5 1 A17 0.74±0.24 1.23±0.4 1.29±0.4 - - 
0.5 2 A18 1±0.31 2.65±0.48 1.81±0.74 - - 
0.5 3 A19 0.83±0.24 2.42±1 1.02±0 - - 
0.5 4 A20 0.72±0.24 2.4±0.8 1.22±0.4 - - 
0.5 5 A21 0.3±0.24 0.61±0.48 0.62±0.48 - - 
1 0 A22 2.62±0.21 2.85±0.74 3.2±0.9 6.31±0.6 9.24±0.48 
1 0.5 A23 1.8±0.24 3.82±0.4 2.63±0.8 0.72±0.24 2.12±0.89 
1 1 A24 1.92±0.37 4.09±0.63 2.61±0.48 - - 
1 2 A25 1.7±0.24 3.8±0.74 2.29±0.4 - - 
1 3 A26 0.54±0.31 0.87±0.4 1.05±0.63 - - 
1 4 A27 0.44±0.37 0.65±0.48 0.82±0.74 - - 
1 5 A28 0.25±0.24 0.6±0.8 0.42±0.48 - - 

 

Table 2. Shoot proliferation and rooting in different concentration of 2iP and NAA 
mgl-1 Shoot proliferation Root regeneration 

NAA 2iP code Shoot length Shoot number internodes number Root length Root number 
0 0 B1 4.26±0.6 3.81±0.7 6.01±0.89 2.5±0.54 3.01±0.63 
0 0.5 B 2 2.4±0.48 2.87±0.4 3.42±0.48 2.09±0.54 1.89±0.74 
0 1 B 3 2.6±0.39 4.63±0.48 3.87±0.74 - - 
0 2 B 4 2.17±0.12 3.21±0.74 3.65±0.8 - - 
0 3 B 5 0.46±0.25 3.45±0.8 1±0.63 - - 
0 4 B 6 0.4±0.2 1.09±0.63 0.81±0.4 - - 
0 5 B 7 0.51±0.31 1.6±1.2 1.2±0.74 - - 

0.1 0 B 8 2.6±0.2 2.8±0.4 4.23±0.74 2.8±0.6 3.25±0.7 
0.1 0.5 B 9 1.11±0.2 3.2±0.4 1.84±0.7 1.14±0.19 1.63±0.8 
0.1 1 B 10 1.55±1 2.22±0.4 2.27±0.4 0.94±0.23 1.2±0.4 
0.1 2 B 11 1.84±0.5 1.8±0.74 2.05±0.4 - - 
0.1 3 B 12 0.31±0.24 1.01±0.8 0.86±0.7 - - 
0.1 4 B 13 0.6±0.48 1.28±0.9 1.21±0.97 - - 
0.1 5 B 14 0.37±0.24 0.81±0.74 0.6±0.48 - - 
0.5 0 B 15 2.73±0.24 2.69±0.8 3.22±0.74 6.47±0.73 9.27±0.74 
0.5 0.5 B 16 1.8±0.6 2.81±0.7 2.41±1.3 1.02±0.32 2.43±0.48 
0.5 1 B 17 0.73±0.24 2.6±0.8 1.18±0.8 - - 
0.5 2 B 18 0.44±0.12 2.4±1 1.2±0.4 - - 
0.5 3 B 19 0.4±0.37 1.47±1.2 1±0.89 - - 
0.5 4 B 20 0.57±0.31 1.61±1.2 1.22±0.74 - - 
0.5 5 B 21 0.6±0.37 2.08±0.7 1.42±0.8 - - 
1 0 B 22 2.62±0.21 28.5±0.74 3.2±0.9 6.31±0.6 9.42±0.48 
1 0.5 B 23 1.63±0.37 3.41±0.8 3±0.63 2.44±0.33 4.21±0.7 
1 1 B 24 1.7±0.4 2.8±0.4 2.81±0.4 - - 
1 2 B 25 1±0.63 2.62±0.48 1.8±0.74 - - 
1 3 B 26 0.18±0.18 1.22±0.9 0.8±0.74 - - 
1 4 B 27 0.12±0.09 0.8±0.7 0.69±0.4 - - 
1 5 B28 0.8±0.09 0.42±0.48 4.02±0.4 - - 
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Table 3. Shoot proliferation and rooting in different concentration of Kin and NAA 
 

mgl-1 Shoot proliferation Root regeneration 
NAA Kin  code Shoot length Shoot number internodes number Root length Root number 

0 0 C1 4.26±0.6 3.81±0.74 6.01±0.89 2.5±0.54 3.01±0.63 
0 0.5 C 2 2.7±0.24 7.1±1.2 3.48±0.4 3.2±0.67 2.8±0.7 
0 1 C 3 2.74±0.22 5.8±0.74 3.6±0.48 2.62±0.37 4.2±0.74 
0 2 C 4 1.72±0.19 5.43±0.8 3.9±0.5 1.11±0.37 2.45±1.2 
0 3 C 5 1.76±0.24 5.6±0.8 4.41±0.4 2.21±0.5 1.8±0.74 
0 4 C 6 - - - - - 
0 5 C 7 - - - - - 

0.1 0 C 8 2.6±0.2 2.8±0.4 4.23±0.74 2.8±0.6 3.27±0.74 
0.1 0.5 C 9 2.11±0.3 4.43±1 5.2±0.7 1±0.31 1.81±0.4 
0.1 1 C 10 2.14±0.31 5.61±0.48 3.4±0.4 4.6±0.96 5.8±1.1 
0.1 2 C11 2.5±0.44 2.81±1.3 3.29±0.7 - - 
0.1 3 C 12 2.25±0.6 4.4±0.48 3±1.2 - - 
0.1 4 C 13 2.9±0.37 10.02±1 5±0.89 - - 
0.1 5 C 14 - - - - - 
0.5 0 C 15 2.73±0.24 2.69±0.8 3.22±0.74 6.47±0.73 9.27±0.74 
0.5 0.5 C 16 2.5±0.31 4.81±0.4 5.8±0.4 3.5±0.44 2.8±0.74 
0.5 1 C 17 2.04±0.08 5±0.63 5.22±0.4 - - 
0.5 2 C 18 1.84±0.2 5.2±0.7 4.6±0.66 - - 
0.5 3 C 19 2±0.31 3.8±1.4 5.01±0.63 - - 
0.5 4 C 20 2.1±0.37 4.21±1.4 5.2±0.74 - - 
0.5 5 C 21 1.8±0.4 4.4±0.8 4.6±0.8 - - 
1 0 C 22 2.62±0.21 2.85±0.74 3.2±0.9 6.31±0.6 9.42±0.48 
1 0.5 C 23 1.4±0.37 3±1 3.82±0.74 1.7±0.4 1.6±0.8 
1 1 C 24 1.84±0.28 4.6±0.48 4.6±0.6 1.2±0.24 1.2±04 
1 2 C 25 1.61±0.37 4.22±0.74 4.2±0.7 - - 
1 3 C 26 0.93±0.3 2.4±1.2 2.63±0.48 - - 
1 4 C 27 - - - - - 
1 5 C 28 - - - - - 

 
Table 4. Comparison of growth and development of shoot and root in different nutrient media 
 

Shoot proliferation Rooting 
Nutrient solution Shoot length 

(cm) Shoot number internodes number Root length 
(cm) Root number 

An 10.11±0.9 9.6±0.48 24.8±1.6 4.7±0.7 8.2±0.74 
OM 8.9±0.96 4.8±0.74 19.62±1.4 1.72±0.24 6.21±0.74 
MS 8.82±0.87 5.23±0.74 18.81±2 1.52±0.3 5.4±0.48 
MC 9.26±0.9 7.41±0.48 21.22±1.6 5.31±0.67 8.11±0.53 
C 5.94±0.91 6.81±0.74 12.8±0.97 2.5±0.44 5.6±0.8 

 
An: Anderson (1975)        OM: Olive Medium MS: Murashige & Skoog (1962)         MC: Misra & Chaturvedi (1984) C: Control 
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Figure1. Shoot proliferation and rooting in different concentration of BAP and NAA 
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Figure 2. Shoot proliferation and rooting in different concentration of 2iP and NAA. 
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Figure 3. Shoot proliferation and rooting in different concentration of Kin and NAA. 
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Figure 4. Shoot proliferation and rooting on media with different concentration of BAP, 2iP and kin combine with NAA. A: Shoot 
elongation in medium without PGR.B and C: Rooting of produced shoots in media of supplement with 0.5 and 1mgl-1 NAA 
respectively .D and E: Shoot proliferation media .F: Symptome of vitrification. 
 

 
 

Figure 5. Comparison of growth and development of plantlet irrigated with different nutrient solution. A: Anderson medium, B: MC 
medium, C: OM medium, D: MS medium, E: Control. 
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  كشت در شيشه ميخك و خوگيري گياهچه در شرايط خارج از شيشه
  

  2.وردي ممقاني، ب ، االله1.، نوري كوتناني، ف1.قربانلي، م
  

  تهران شمال، ايرانشناسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد  گروه زيست. ١
  ها و مراتع، تهران، ايران مركز تحقيقات جنگل. 2

  
  

  چكيده
Dianthus caryophyllus براي تكثير گياهان بدون ويـروس كـشت   . هاي جنس ميخك است  مهمترين گونهيكي از

 1هـا در محـيط كـشتي كـه محتـوي              جداكشت. در شيشه اين گياه، واريته سوريز روآيالت مورد مطالعه قرار گرفته است           
هـاي گـره و       جداكـشت بنزيل آمينو بورين به تنهايي در       -6. بنزيل آمينو پورين بود، كشت داده شوند      -6گرم در ليتر      ميلي

 يـا بـدون تنظـيم كننـده رشـد،           ،ها در محيط اندرسون بـا       زايي، كالوس   براي بدست آوردن اندام   . بين گره كالوس القا كرد    
بيـشترين توليـد    . بيشترين طول اندام هوايي در محيط بدون هرگونه تنظـيم كننـده رشـد بدسـت آمـد                 . نددواكشت گردي 

. ن استيك اسيد بدسـت آمـد      گرم در ليتر نفتال      ميلي 1/0ين و   گرم در ليتر كينت     ميلي 4ها در محيط اندرسون با مكمل         شاخه
دار شده به داخـل   هاي ريشه گياهچه. ن استيك اسيد مشاهده شدگرم در ليتر نفتال    ميلي 1 و   5/0ا  پيدايش ريشه در محيط ب    

 ,MC, MS, OM(هاي غـذايي    محلولاثر. هاي غذايي مختلف آبياري شدند ل گلدان داراي پرليت منتقل و بوسيله محلو

An (     هـا مـوثرتر      نتايج نشان داد كه محيط اندرسون نسبت به سـاير محـيط           . ها مقايسه شد    مختلف بر رشد و نمو گياهچه
  .  ماه گل دادند4تمام آنها در شرايط مزرعه به زندگي ادامه داده و پس از . گياهان سازگار شده به خاك منتقل شدند. بود

  
سـوريز   واريته Dianthus caryophyllusهاي رشد گياه، ريز ازديادي، محلول غذايي،   كننده تنظيم: ليديهاي ك واژه

  يالتآرو

 85پاييز،سومهشمارپيشهاي علوم گياهي، سال اول، فصلنامه پژوهش
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Abstract 
Achillea micranta L. is a wild endemic medicine herb with important therapeutic effects has 

been used in traditional north of Iran. GC-MS analysis of the isolated essential oil from  
flowering aerial parts of A. micranta resulted to identification of 23 constituents, that eucalyptol 
(1,8-cineol) with 19.9%, borneol (11.9%), camphor(11.1%) and thujene (5.1%) were the major 
constituent of essential oil studied, respectively. The antibacterial activity was individually 
evaluated against 2 tested bacteria. We concluded that the essential oil showed a good 
antibacterial activity against tested bacteria but the Gram-positive bacteria staphylococcus 
aureus was more sensitive. This study confirms that the essential oil of A. micranta L. possesses 
antibacterial properties in vitro. 1,8-cineol, borneol and camphor can be considered as the main 
antibacterial constituents of the oil studied. 

 
Key words: Achillea micranta L., Antibacterial activity, Essential oil, Ethnobotany. 
 

 
Introduction 
The genus Achillea (Asteraceae) comprises 

about 85 species, most indigenous to Europe and 
Asia. This genus those used traditionally to health 
wounds and skin infection (Mackuet et al., 2003). 
There are 40 Achillea species have ethno 
pharmacologic importance as known to be used in 
folk remedies for various purpose (Cavalcanti et 
al., 2006). 

The antimicrobial and anti inflammation 
activities of the essential oil of various extracts 
from Achillea species have been reported before 
(Barel et al., 1999; Simic et al., 2000; Fillippi et 
al., 2006). Neither the antimicrobial activities of 
the essential oils of Achillea setacea and Achillea 
micranta nor the composition of the oils of A. 
teretifolia have been studied before (Maffei et al., 
1993).  

Chemical composition of the essential oil of 
various Achillea species have been reported 
before, that the 1,8-cineol, camphor, borneol, 
thujene and α-terpineol were the major 
constituents (Cavalcanti et al., 2006). 

Popular indications of this plant include 
treatment of the wounds, hemorrhages, headaches, 
inflammation, pain, spasmodic diseases, 
flatulence and dyspepsia (Blumenthal et al., 2000, 
Mackuet et al., 2003). Previous reported that 
extracts from Achillea species had an anti oxidant 
capacity, which is constituent with their total 
faloonoid and phenol contents (Konyalioglu, 
2005). Essential oils of Achillea genus had rich 
bioactive compounds. Recently there are some 
published reports and invitro studies about their 
antimicrobial properties, antispasmodic, anti 
inflammation, antibacterial for wound healing 
(Benzic, et al., 2003; Fillippi, et al., 2006; 
Agnihotri, et al., 2005; Baser, et al., 2002; 
Senatore, et al., 2004). 

Ecological study and phonological process were 
affected not only on the rates of yield, but also on 
quality and quantity of secondary metabolites, 
therefore obtaining the best medicinal products, 
ecological effects and phonological stages is 
necessary (Van Wyk, et al., 1997). Achillea 
species make up the list of the most important 
indigenous economic plants of Golestan 
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mountainous that traditionally used by the rural 
healers as diuretic, emmenagogu agents, in wound 
healing, for abdominal pain, diarrhea and 
flatulence in North of Iran. Present study was 
designed to evaluate the phenology, ethno 
pharmacology and chemo type and invitro 
antibacterial activity of the essential oil of  
A. micranta L. that wild growing in south east of 
Golestan province in North of Iran. 

 
Material and method 
Collection of plant material 
The aerial parts (leaves and flowers) of Achillea 

micranta L. was collected in Charbagh, 75km 
south east of Goletan province, when flowering, 
mid-June 2003 and late-July 2003, respectively. 
The voucher specimen of the department of 
biology Islamic Azad University-Gorgan branch, 
Golestan province. 

 
Ethnobotany  
In our study, all information was gathered 

through ethno botanical questionnaire, using 
participant observation with two famous elderly 
members of selected communities and who still 
retain traditional knowledge about medicinal 
plants in small mountainous village Charbagh in 
south east of Golestan province which most of 
them belonged to the female group (average age: 
76 years), whom still retain considerable 
knowledge about these practices. We used a 
similar methodology and a comparable approach 
in all local regions. Our work conducted in such 
way to be able to compare the collected 
information. During the first phase of this field 
study, the required information about identified 
species, such as locally name, plant part used, the 
culinary process and other medicinal application 
was asked and tape- recorded.  

 
Extraction  
About 200 g of the dried powders of top 

flowering species were separately subjected to 
steam distillation for 2h, in full glass apparatus. 
The oils were isolated using a Clevenger type 
apparatus. The oil was stored frozen in dark glass 
bottles until they were used. 

 
Oil analysis  
The oils were analyzed by GC (9-A-shimadzu) 

and GC/MS (Varian-3400) column (DB-1,60mm-
0.25mm fused silica capillary column film 
thickness 0.25µm using a temperature program of 

50-250°C at a rate of 4°C/min, injector 
temperature 260°C, carrier gas: Helium, the 
constituents were identified by comparison of 
their mass spectra with those in the computer 
library and with authentic compounds. The 
identifications were confirmed by comparison of 
their retention indices with those of authentic 
compounds or with literature data. The 
components of the oils were identified by 
matching their mass spectra and retention indices 
with those of the Wiley 275 library in the 
computer library and literature .The yield of each 
component was calculated per Kg of the plant 
material, while its percentage composition was 
determined from the peak areas of the total oil 
composition. 

 
Oil dilution solvent 
    Microbial strains were streaked on Muller 

Hinton agar plates using sterile cotton swabs. 5 
micro liter of dimethylsulphoxide (DMSO) loaded 
on sterile blank disks were placed on the agar 
plates and were incubated at appropriate 
temperatures for 24-48h. There was any 
antimicrobial activity on the plates and hence 
DMSO was selected as a safe diluting agent for 
the oil. 5 micro liters from each sterile oil 
dilutions was added to sterile blank discs. The 
solvent also served as control (25, 50, 100, 200). 

   
Test organism 
The test organisms used in the study were 

obtained from Persian Type Culture Collection, 
Tehran, Iran (PTCC), namely: Staphylococcus 
aureus (PTCC N. 1112) and Pseudomonas 
aeroginosa (PTCC N. 3142). 

  
Antimicrobial activity  
 The antibacterial effects were tested by the 

disc-diffusion method, briefly, Muller Hinton 
Agar plates were cultured with a standardized 
inoculums (1.5×108cfu/ml equal to 0.5 
McFarland) of each bacterial strains, then the 
saturated discs with different concentration of 
essential oils were carefully placed on the plates, 
the plates then were incubated aerobically at 37°C 
and inhibition zones were measured after 24 hr. 
The inhibition zones were compared with the 
control disc containing Gentamycin as positive 
control. Each test was repeated 3 times and means 
inhibition zone were recorded. Inhibitory zone 
≥12mm used as good inhibitory effect of extract. 
Disc diffusion method was employed for the 
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determination of antimicrobial activities of the 
essential oil .A broth micro dilution broth 
susceptibility assay was used (Nostro, 2000). 

 
Result and discussion 
Phenology and autecology 
This study in many field observations, we found 

that Achillea micranta L. is one of the most 
important indigenous endemic medicine herbs in 
Golestan province, North of Iran. It seems to 
prefer growing with wide density in sunny 
position, western aspect of grassland of mountain 
to 2100 meter above the sea level in dry-cool 
climate and prefer soils with organic carbon 
(3.2%), nutrient material (10.8%), EC (0.4) and 
pH (7.5) from in Charbagh small village in south 
east of Golestan province.  

Phenology showed that it is begin vegetative 
growth stage at the early of May, flowering in 
mid-June, fruiting in August and falls in 
September.      

 
Ethnobotany  
Ethnobotanical date showed the Achillea 

micranta L. with Persian name "Bumadaran" and 
locally name "Zarde maramboo" is wide used 
traditionally for healing wounds, internal 
bleeding, dysmenorrheal and stomachache, spasm, 
anti in flammation, headache, gastro intestinal, 
fever and sedative.     

Authors have been reported to effect of Achillea 
species to treat wounds, sore, inflammation and 
their essential oil compositions in quality and 
quantity were different , similar  identified in due 
chemo type and their medicinal effects in 
dependence  on different climatic and ecological 
conditions in various regions of the world  
(Maockute, et al., 2003; Suleimenov, et al., 2004). 

 
Chemical composition of the essential oil 
Steam distillation of dried flowering aerial parts 

of A. micranta L. was pale yellow about 23 
constituents was identified by means of GC-MS 
analysis of the essential oil from A. micranta 
respectively. In Table- 1, Eucalyptol (1,8-cineol), 
borneole, camphor and thujene were the major 
constituent of the essential oil, representing 19.9, 
11.9, 11.1 and 5.1% of the total oil, respectively. 

1,8-cineole , camphor and borneole were found 
to be the major constituent of A. micranta L. oil in 
our research (Table -1). 

 
 

Table 1. Chemical composition of essential oil from  
A. micranta L. 

Compounds Rt % 
α-pinene 9.7 1.2 
camphene 10.35 1.5 
sabinene 11.66 4.7 
α-phellandrene 13.04 1.1 
α-terpinene 13.59 1.2 
eucalyptol(1,8-cineole) 14.50 19.9 
γ-terpinene 15.70 4.2 
thujene 18.15 5.1 
iso thujene 18.66 2.3 
cis-mentha-2-en-1-ol 18.95 2.3 
camphor 20.07 11.1 
pinocarvone 20.91 0.3 
borneol 21.15 11.9 
terpinene-4-ol 21.81 5.4 
α-terpineol 22.46 3.5 
trans-piperitol 23.28 3.8 
7-menthyl-3-menthylene-6-octan 23.78 2.0 
3,7-dimethyl-3-6-octadinene 24.50 1.0 
bornyl acetate 26.93 1.5 
eugenol 30.25 1.6 
caryophyllene 33.06 2.4 
nerodiol 39.60 2.6 
caryophyllene-oxide 
others not identified(6) 
total 

40.71 
2.1 

7.3% 
100% 

 
It can be concluded that camphore type 

compounds as observes in some Achillea oil 
studied, such as the 1,8-cineole, camphor and α-
terpineole have been found as major compounds 
in many other Achillea species (Rustayian, et al., 
1998;  Simic, et al., 2000). 

 
Antibacterial activity 
The in vitro antibacterial tested of the essential 

oil of A. micranta L. against Staphylococcus 
aureus and Pseudomonas aeroginosa in Table -2. 

 
Table 2. Antibacterial activity of the essential oil of A. 

micranta using agar disc diffusion method 
Tested bacteria 200mg/ml **Gentamycine 

S. aureus *21 22 
P. aeroginosa 12.5 14 

s.a: Staphylococcus aureus;  p.a: Pseudomonas aeroginosa; * Inhibition 
zone (mm); **Positive control 

 
Results obtained from disc diffusion method, 

followed by the measurement of zone inhibition, 
is the most sensitive bacteria tested in the 
presence of the oil extracted from A. micranta L. 
respectively. 

Staphylococcus aureus was more sensitive test 
microorganism against the oil applied (Table-2). 
The above mentioned oil was also found to posse's 
antibacterial activity against S. aureus and  
P. aeroginosa to the best of our knowledge, the in 
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vitro antibacterial activities of the essential oil of 
A. micranta L. has not been reported before. 
Based on a reported concerning the antimicrobial 
activities of the essential oil from  
A. fragrantissima, terpinen-4-ol was concluded as 
one of the compounds responsible for 
bacteriosidic effect against several microorganism 
(Barel et al., 1991).     

In our similar works, the antimicrobial of 
Achillea species oils were more pronounced 
against Gram-positive than Gram negative 
bacteria as fact previously observed with essential 
oils from other species. This general resistance 
among Gram-negative bacteria has been ascribed 
to the presence of their phospholipidic membrane. 
(Senatore. et al., 2004; Bezic, et al., 2003; Fillippi, 
et al., 2006; Baser, et al., 2002). 

Different antimicrobial activities of examined 
essential oils seem to be due to differences in oil 
composition of Achillea species belongs to 
various habitats. 1,8-cineole and camphor are well 
known chemicals with their pronounced 
antimicrobial potential in Achillea species , these 
similar works showed by Benzic, et al., 2003; 
Fillippi, et al., 2006; Agnihotri, et al., 2005; 
Baser, et al., 2002. 

In similar our work, we found that camphor, 
1,8-cineol, borneol can be considered as the 
antibacterial constituents of the oils of A. 
micranta . In conclusion A. micranta L. essential 
oils gave interesting results, as in their traditional 
usage for the wound healing, antibacterial activity. 

Ethnobotany, phytochemistery, and antibacterial 
activity of this oil may lead to extraction and 
production of active compounds in single or 
combined forms with useful medicinal 
application. 
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اتنو بوتاني ، بررسي تركيبات شيميايي و اثر ضد باكتريال اسانس گياه دارويي بومادران زرد 
)Achillea micranta L. (در جنوب شرق استان گلستان  

  
  .4، چمني، ا4.، ب3.، بهمنش، احمدي، ع3.، قائمي، ع2.ب.، رضايي، م1.، ممازندراني

  

  ، ايرانرگانگروه زيست شناسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد گ. 1
  ها و مراتع، تهران، ايران مركز تحقيقات جنگل. 2

  گروه ميكروبيولوژي، دانشگاه علوم پزشكي گلستان، گرگان، ايران. 3
  گروه مرتع، دانشگاه منابع طبيعي گلستان، گرگان، ايران. 4

  
  چكيده

هاسـت در طـب سـنتي مـردم      الهاي دارويي و بومي است كه س  يكي از مهمترين گونه.A. micranta  L گياه دارويي
اين تحقيق با هدف اتنوبوتاني، شناسايي تركيبات ثانوي اسـانس و بررسـي اثـر               . شمال ايران مصارف درماني فراوان دارد     

 23نتـايج گـاز كرومـاتوگرافي اسانـسي حـاكي از وجـود           . ضد باكتريال گياه در جنوب شرق استان گلستان انجام گرفت         
، ) درصـد  9/11(، بورنتـول    ) درصـد  9/19(س گياه بود كه مهمترين آنها شامل اوكـاليپتول          تركيب شيميايي در روغن اسان    

بررسي اثرضدباكتريال اسانس عليه دو باكتري گرم مثبت و منفي نـشان     . بود)  درصد 1/5(و توجن   )  درصد 1/11(كامفور  
د كـه طبعـاً بـه علـت مـواد مـوثره       دار Staphylococcus aureus داد كه گياه تاثير مطلوبي عليه رشد باكتري گـرم مثبـت  

نتايج ايـن تحقيـق در تـاثير اسـتفاده        . باشند  اوكاليپتول، بورنئول و كامفور است كه از تركيبات مهم با اثر ضدباكتريايي مي            
  .سنتي آن در رفع عفونت، التيام زخم و رفع التهابات اندام هاي داخلي و خارجي بدن قابل توجيه است

  
  . ، مواد موثره اسانس).Achillea micranta L( بومادران زرد ،وتاني، اثر ضدباكتريالاتنوب: هاي كليدي واژه

 85پاييز،سومشمارهپيشهاي علوم گياهي، سال اول، فصلنامه پژوهش
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Abstract 
Growth, pigment compositions, nitrogenase activity, photosynthesis and heterosyct 

frequency fluctuations of dominant species Nostoc sp. JAH 109, isolated from rice field, were 
evaluated in combination of limited irradiance (2 uE.m-2.s-1), different pHs (5,7,9) and 
inorganic carbon availability. Nostoc sp. JAH 109, can be considered as an alkalophilic 
organism. Optimal growth rate were observed at pH 9. Size of phycobilisomes and 
relationship between photosystem II and photosystem I increased in pH 9 and DIC available 
condition. This strain could not grow well in acidic condition, but neutral and alkaline 
condition cause active carbon dioxide concentration mechanism system. The pattern of 
nitrogenase activity seems more or less regular and linear at the first days after inoculation 
both in neutral and alkaline conditions. With respect to nitrogenase activity, the highest rate 
was in pH 9 and DIC availability. This seems true for heterocyst frequency fluctuations too. 
The higher photosynthetic capacity (Pmax) per unit of chlorophyll was resulted in higher DIC 
concentration at alkaline condition. 

  
Key words: Cyanobacteria, DIC, Nitrogenase, pH, Phycobiliproteins, Photosynthesis. 

 
Abbreviations: APC allophycocyanin, Chla chlorophyll a, DIC dissolved inorganic 

carbon, PBP phycobiliproteins, PC phycocyanin, PE phycoerythrin 
 
Introduction 
Survival of cyanobacteria in natural 

environments depends upon their ability to 
acclimate to the variable conditions of 
environmental factors. Light is evidently one of 
the most important factors which determine the 
natural distribution of cyanobacteria. As other 
photosynthetic organisms, cyanobacteria are able 
to adapt to variations in light intensity; 
nevertheless, little work has been done in this area 
(Fernandez –Valiente and Leganes 1989; Soltani 
et al., 2006). In rice fields, light reaching the 
floodwater varies both daily and over the crop 
cycle. Because of the variation in light 
transmission caused by changes in rice canopy 
height. Underwater irradiance measured in 
Valencian rice fields (Spain) of full sunlight 
ranged from 700 umol photon.m-2.s-1 early in 
growth of the crop to 5 umol photon.m-2.s-1 when 
the crop was mature (Poza –Carrion et al., 2001). 

In addition to light, pH is another factor, 
which clearly affects the distribution of 
cyanobacteria. Most cyanobacteria grow in 
environments that are neutral to alkaline and in 
laboratory cultures the optimal pH ranges from 
7.5 to 10. Generally, a wide range of adaptation to 
pH has been observed not only among different 
genera but also between different isolates of the 
same species. In view of these precedents it seems 
clear that more work is needed to understand the 
physiological response of cyanobacteria to 
changes in pH and irradiances (Fernandez –
Valiente and Leganes 1989). 

In rice fields, the pH of flood water varies 
during the day and during the growth of the crop 
due to the photosynthetic activity of 
cyanobacteria, algae and other macrophytes. DIC 
concentration in the floodwater also varies on a 
daily and seasonal basis depending on 
photosynthetic and respiratory rate (Leganes and 
Fernandez-Valiente, 1991).  
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In the work presented here, we analyze the 
combined effect of three environmental factors, 
pH, low irradiance and DIC concentration, on 
growth, pigment composition and nitrogenase 
activity of the cyanobacterium Nostoc sp. JAH 
109, a natural isolate from Golestan rice fields. 
We believe that this combination of 
environmental variables reflects nature more 
realistically. 

In the economical point of view nostocalean 
cyanobacteria can possibly be used as biofertilizer 
in paddy fields. Due to importance of rice as main 
food in Iran, and also for the catastrophic damages 
of using large amount of chemical fertilizers it is 
necessary to survey using different sources of 
biofertilizers in paddy fields (Roger and 
Kulasooriya 1981). Reaching to this aim, 
evaluation the viability of heterocystous 
cyanobacteria especially nostocacales and 
stigonematales in response to environmental 
fluctuations seems basic (Boussiba 1988; Anand 
et al.,1990). In addition some potent bioactive 
compound that extracted from this genus, draw 
clear landscape for pharmacological industries 
(Olvera-Ramirez et al.,2000; Ghasemi et al., 2001; 
Tabatabii Yazdi et al., 2004; Soltani et al., 2005). 

 
Methods and Materials 
Isolation of strain 
The strain Nostoc sp. JAH 109 was isolated 

from soils of paddy fields of Golestan province 
(North of Iran). Isolation and purification was 
made by usual methods (Kaushik 1987). 
Following achievement of axenic culture, 
cyanobacteria were cultivated in liquid medium. 
Identification was done using Anagnostidis and 
Komarek (1988) and Castenholz (2001). 

 
Culture conditions 
Stock cultures were grown in the BG110. 

Temperature was maintained at 30 °C and cultures 
were incubated under a constant light intensity of 
60 µmol photon.m-2.s-1 supplied by three 
florescent lamps. Cells in logarithmic phase of 
growth were collected from stock cultures and 
used as inoculate for experiments. Cells from 
stock culture were inoculated in 300 ml of BG110 
medium in 500 ml erlenmeyer flasks stoppered 
with cotton plugs. Culture media were buffered 
with 25mM Mes (for pH5), 2.5 mM HEPES (for 
pH7) or 10mM BTP (for pH9) and adjusted to the 
pH with HCl or KOH. Cultures were illuminated 
via different numbers of nets between light source 

and flasks. Illumination was supplied with 40 W 
cool white fluorescent tubes to obtain a desired of 
irradiance (2 µmol photon.m-2.s-1). Light 
measurements were made with Licor LI-1000 
Datalogger equipped with quantum sensor. 
Aliquots were taken and used for determinations, 
when cells adapted to light regime and pH in 
logarithmic phase.  

Finally we compared cultures without 
supplementary aeration or stirring (standing 
condition, DIC limitation) and aerated cultures 
(bubbled with air, DIC availability). 

 
Analytical methods 
Growth was estimated as the increase in dry 

matter, as described by Soltani (2006). The 
chlorophyll content was determined 
spectroscopically. Cells were extracted with pure 
methanol for 24 hours at 4°C according to Marker 
(1972). Absorption spectra of the cells were 
recorded against appropriate culture medium 
blanks. Phycobiliproteins were measured 
according to Wyman and Fay (1986). Peak 
heights for Chlorophyll and phycobiliproteins 
were 665 and 750, 652, 615, 562 respectively. 
Heterocyst frequency was determined via 
counting at least 1500 cell each time (Fernandez-
Valiente and Leganes, 1989). 

 
Nitrogenase activity 
Nitrogenase activity was determinated by 

acetylene reduction in 15 ml aliquots of cell 
suspensions placed in stoppered 25 ml vials. First 
10 % of the air was replaced with same volume of 
acetylene. In zero time and also sixty minutes 
after acetylene addition, 0.5 ml of samples were 
taken and ethylene concentration was determined 
in a Shimadzu GC-8 gas chromatograph. During 
this time the cells were incubated in same 
conditions as they were cultured (Soltani et al., 
2006). 

 
Photosynthesis 
O2 evolution was measured with a Clark-type 

O2 electrode (Hach Chemical Company). Cells 
cultured in desired conditions (different light 
intensities and pHs) for 120 hours. Two ml 
aliquots of cell suspensions were placed in a 
temperature controlled cuvette (30ºC) and 
illuminated with a quantum flux density of desired 
light intensities.  
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Results 
We focused on three extreme representative 

pH values in rice fields (5,7 and 9), low 
irradiances (2 uE.m-2.s-1) and two conditions 
regarding DIC availability (use of standing 
cultures, DIC limitation; and air-bubbled cultures, 
more DIC available). The effect of DIC 
availability is reflected in a significant increase in 
growth (Figure 1). It seems obvious that aeration 
cause higher rate of growth both in neutral and 
alkaline conditions. It seems interesting that this 
strain have a powerful DIC concentration 
mechanism which possibly induced at alkaline 
and DIC available conditions (Figure 1).  
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Fig 1. Growth curves of cyanobacterium Nostoc sp. JAH 109 
at alkaline (pH9) and neutral (pH 7) conditions under DIC 
limitation and availability. ■ pH 9- DIC availability ▲ pH 7- 
DIC availability ♦ pH 9- DIC limitation ● pH 7- DIC 
limitation 

Comparison of growth rates showed that the 
maximum growth rate (umax.) can be seen in pH9 
and DIC available condition (data not shown). 
Figure 1. show that completely alkaline condition 
(pH9), although naturally inducing DIC, cause 
higher growth rate, the pattern of growth seems 
similar in both DIC available and limited 
conditions. In acidic condition (pH5), this strain 
can keep survival but growth rate decrease sharp 
comaring neutral and alkaline conditions. This 
seems considerably true at DIC limited condition 
(not shown).  

It is well known that heterocysts are the sole 
sites of aerobic nitrogen fixation in heterocystous 
cyanobacteria and that a change in the number or 
quality of heterocysts clearly affects the rate of 

nitrogen fixation (Fernandez-Valiente and 
Leganes, 1989).  
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Fig 2. Heterocyst frequency changes (% Het.) of 
cyanobacterium Nostoc sp. JAH 109 at alkaline condition 
(pH9) under DIC limitation and availablity. ■ no aeration ▲ 
aeration 

Figure 2 showed that the heterocyst frequency 
differences in cultures of Nostoc sp.JAH 109 
grown at pH9 under limited and available DIC 
concentration, show insignificant difference in 
relatively older cultures (4 day after inoculation).  

Effect of irradiance and pH on chlorophyll 
concentration can be seen in Table 1. As shown, 
chlorophyll content in pH 9 was higher than pH 7 
and pH 5. The difference in chlorophyll content 
between pH 7 and pHs 5 and 9 was significant 
(ANOVA, P<0.05). Also there was higher 
chlorophyll. Content at available DIC in pH 7 and 
9. This feature had not been seen in pH 5, as there 
was relatively weak growth of this 
cyanobacterium in acidic pH at variable carbon 
dioxide conditions. 

Acidic condition (pH5) significantly 
decreased (ANOVA, p<0.05) the total 
phycobiliprotein content in standing as well as air 
bubbled cultures (not shown). However, the 
availability of DIC increased the PBP content 
under all pH conditions (ANOVA, p<0.05). The 
phycocyanin contents (PC) of standing and 
bubbled cultures were significantly higher in 
neutral (pH7) and alkaline (pH9) conditions. This 
is the same as bubbled cultures. Show that 
aeration cause outstanding increase in 
phycocyanin.  

Table 1. Chl. contents (µg.ml-1) in Nostoc sp.JAH 109 
Days PH5 (NA) PH 5 (A) PH 7(NA) PH 7 (A) PH 9(NA) PH 9 (A) 

2 0.58± 0.09 0.78±0.11 0.89± 0.07 2.34±0.17 1.56±0.16 3.78±0.71 
3 0.77±0.11 0.99±0.08 0.95±0.13 3.56±0.21 2.45±0.07 6.64±0.19 
4 1.4±0.08 1.23±0.34 1.56±0.05 5.78±0.91 2.23±0.08 8.12±2.11 

NA: no aeration; A: aeration 
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Size of phycobilisomes that usually can be 

represented with the ratio of (PE+PC)/APC 
(Wyman and Fay, 1986) showed that this 
parameter promoted by pH 9 and DIC availability 
(Table 2). 

The ratio of APC/Chlorophyll which is used 
to show the quantify relationship between 
photosystem II and photosystem I (Yamaka and 
Glazer, 1981), increased in pH 9 and DIC 
available condition (Table 2).  

Correlation between heterocyst production 
and nitrogenase activity was significant (r2=0.92, 
stagnant and r2= 0.88, bubbled air) until 3rd day 
after inoculation in both DIC limited and available 
conditions (Figures 3 and 4). Heterocyst 
production tends to outstanding higher quantity in 
DIC available condition (between 11-14%).  

 Table 2. Effect of combination of two pH values (5,7, 9) 
and two DIC conditions on (PC+PE)/APC and 
APC/Chlorophyll ratios, of Nostoc sp.JAH 109. 

Culture conditions 
PH DIC 

(PC+PE)/APC APC/Chla 

5 NA 2.68± 0.46 0.79± 0.22 
 A 2.89± 0.89 0.63± 0.08 
7 NA 9.48 ± 1.44 0.79 ± 0.13 
 A 7.45 ± .97 0.34 ± 0.17 
9 NA 8.53 ± 1.72 0.88 ± 0.08 
 A 11.73 ± 0.76 0.99 ± 0.03 
NA: no aeration; A: aeration 
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Fig 3. Nitrogenase activity and heterocyst frequency changes 
(%Het.) of cyanobacterium Nostoc sp. JAH 109 at alkaline 
condition (pH9) under DIC available condition. ♦ nitrogenase 
▲ heterocyst 

The pattern of nitrogenase activity seems 
more or less regular and linear at the first days 
after inoculation. This is interesting that this 
pattern is not in coincidence with growth of the 
strain (Figure 1). The pattern of ammonium 
liberation showed that the highest rate of 
overproduction of ammonium can be seen in the 
3rd day after inoculation (data not shown). So it is 
logical to suppose that sharp decline in 

nitrogenase activity (in the opposite of increasing 
heterocyst frequency) may be due to 
overproduction of ammonium and liberation to the 
medium at the 3rd day after inoculation. 
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Fig 4. Nitrogenase activity and heterocyst frequency changes 
of cyanobacterium Nostoc sp. JAH 109 at alkaline condition 
(pH9) under DIC limitation. ♦ nitrogenase ▲ heterocyst 

 
The combined effect of pH and DIC 

availability on the photosynthetic activity of the 
cells was also examined to analyze the functional 
significance of the altered pigment pattern, 
saturation curves of the photosynthetic net oxygen 
evolution were measured (Table 3). Results 
indicated that at pH 5 there was no clear response 
to variation in irradiance. The light saturated 
photosynthetic rate (Pmax) and the irradiance at 
which photosynthesis reaches saturation (Ik), was 
affected by irradiance irrespective to pH in such a 
way that both of them increased with enhancing 
DIC availability, the feature was more 
pronounced at pH 9. As shown in table 3, α was 
higher in pH 9. Pmax of cells grown at pH 9 
aeration conditions were approximately four fold 
to the cells grown at air limited condition and 
same pH. 

Table 3. Effect of combination of two pH values (7, 9) 
and two DIC condition on photosynthetic parameters of 
Nostoc sp. GAH 109. Data are means of three experiments ± 
SD. 

pH DIC Pmax 
µmol O2.mg chl-1.h-1 α Ik 

7 NA 265.9±10.4 1.4±0.1 189.9 
 A 475.3±12.8 1.7±0.1 279.6 

9 NA 159.5±10.2 2.9±0.8 55 
 A 709.1±28.4 4.4±0.5 161.2 
 
Discussion 
With respect to the effect of of pH on 

dinitrogen fixation, no detailed work has been 
reported to our knowledge. We have weak 
quantity of papers about cyanobacteria of paddy-
fields of Iran (Shokravi et al., 2002). Logically the 
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amount of researches with physiological and 
ecophysiological theme tend to zero (Shokravi et 
al., 2002; Soltani et al., 2006).  

Nostoc sp. JAH 109, can be considered as an 
alkalophilic organism. Optimal growth rate were 
observed at pH 9, which seems in agreement with 
another strain of nostocalean cyanobacteria 
(Nostoc sp., possibly N.ellipsosporum) which has 
been isolated and characterised from rice fields of 
Golestan province (Khavarinejad et al., 2001). In 
addition Soltani (2006) reported that Fischerella 
sp. FS18, an estigonematalean cyanobacteria 
isolated from rice-fields of Guillan province, 
showed the maximum growth rate at pH 9. In 
Khavarinejad (2002), the strain which has been 
studied were not able to acclimate with acidic 
conditions and this seems the same for Fischerella 
sp. FS18 in Soltani (2006). Nostoc sp.JAH 109 in 
the opposite way can survive at pH 5, but of 
course hard metabolic problems that may be 
reflected on it’s behavior such as very weak 
growth, large time dour reproduction, and very 
weak chlorophyll and phycoboliprotein producing 
ability. This is in agree with results of Amirlatifi 
(unpublished) data about a –possibly- same 
speciescollected from Gorgan (near Caspian sea).   

DIC concentration in the flood water was 
almost depleted before noon early in the crop 
cycle, whereas substancial amounts of DIC could 
be measured at noon at the end of the crop cycle 
(Poza –Carrion et al., 2001). The amount of 
bicarbonate ions rises up to 98% in pH 9 
(Shokravi et al., 2002). So having a bicarbonate 
DIC concentration mechanism seems essential in 
strains that survive in rice-fields. Growth patterns 
of Nostoc sp. JAH 109, showed that this strain 
must activate bicarbonate DIC concentrating 
pump that enable accumulation of bicarbonate and 
change to carbon dioxide which is the suitable 
form of inorganic carbon source for 
photosynthetic systems (Whitton and Paul 1988; 
Yu et al., 1994).  

An increase in irradiance and pH resulted in a 
concomitant increase in the photosynthetic 
activity, both in standing and air bubbled cultures. 
These results agree with those reported in other 
cyanobacteria where, under saturating conditions 
of irradiance and DIC, cells grown at lower 
irradiance showed lower values of Pmax. Than 
cells grown at high irradiance (Poza-Carrion et al., 
2001).  

In air-bubbled cultures of Nostoc sp. JAH 
109, although we observed that cells grown at 

acidic condition showed slightly higher values of 
chlorophyll than cells grown at low DIC, the 
differences were not statistically significant. The 
effect was more pronounced in neutral (pH 7) and 
alkaline (pH9) conditions. In these case, 
especially phycocyanin contents were statistically 
significant comparing acidic condition (ANOVA 
p<0.05). These results were in the opposite of 
Nostoc sp. UAM 206 which has been isolated and 
studied from the rice-fields of Spain (Poza –
Carrion et al., 2001). In Soltani (2006), 
phycoerythrins were the most prominent 
phycobilliproteins  

The availability of DIC increased the total 
phycobiliprotein content in in Fischerella sp.FS18 
which seems in disagreement with our results. 
standing as well as air-bubbled cultures. However 
the availability of DIC increased the PBP contents 
specially at alkaline condition. There was a close 
parallel between the observed behavior of PC 
contents, with respect to external pH and 
availability of DIC. As the phycobilisome is 
mainly componed of these components, the 
effects of these experimental conditions were 
more pronounced on PC content than in PE 
content. With respect to DIC availability, air- 
bubbled cultures showed higher values of PC and 
PE than cells under standing condition (ANOVA 
p<0.05). Similar results have been reported for PC 
in Anacystis nidulans (Muller et al., 1993). It 
seems that DIC availability cause positive effect 
on phycobilliproteins and especially phycocyanin 
production and naturally may have indirect role in 
irradiance adaptation (Soltani et al., 2006).  

Light energy absorbed by phycobilisomes is 
known to be efficiently transferred to photosystem 
II. Transfer of energy within the phycobilisome 
follows the path from phycoerythrin (when 
present) to phycocyanin to allophycocyanin to the 
long-wavelength pigment (Mimuro et al., 1986). 
These additional pigments function as light-
harvesting antennae, can exhibit a high sensivity 
to variation of light quality/intensity (Reuter and 
Müller, 1993). In this respect the variability of 
phycobilisomes size and structure was examined. 
In Nostoc sp. JAH 109, PC is the main component 
of phycobilisomes. On the other hand total PBP, 
PC and APC were promoted in neutral pH. Latter 
feature was disagree with result of Nostoc sp. 
strain UAM206 (Poza-Carrión et al., 2001). 
Taking consideration to light intensity affect, data 
showed all pigments lower in lower DIC 
condition (not shown). In Microcystis aeruginosa, 
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the chlorophyll a and phycocyanin contents 
decreased by increasing light intensity for growth 
(Raps et al., 1983). Müller et al., (1993) indicated 
that regardless of the CO2 concentration during 
growth, adaptation to 2 W/m2 induces a parallel 
increase of the chlorophyll and phycocyanin 
content. The results of Poza-Carrión et al., 2001 
were the same. The amounts and change of PE 
was relatively uncertain. 

As is known, upon transfer of cells from high 
to low light, the size of the antenna first increases 
(by elongation of the phycobilisome rods), 
followed by an increase in the number of 
phycobilisomes per unit area of thylakoid 
membrane (Marsac and Houmard, 1993). This 
feature can be seen in Microcystis aeruginosa 
(Raps et al., 1983). Also this statement can 
explain the improvement in APC in this irradiance, 
because the core of phycobilisomes remains 
constant, and APC is a component of core.  

Results of size of phycobilisomes and relation 
between PS II and PS I in Nostoc sp.JAH 109 are 
in disagreements of the results were reported in 
relation to irradiance in Anacystis nidulans and 
Nostoc sp. UAM206 (Poza-Carrión et al., 2001; 
Müller et al., 1993; Vierling and Alberte, 1980). 
Size of phycobilisomes are higher in pH 9 than in 
pH 7 and increased with DIC concentration 
enhancing. The relation of PSII/PSI decreased not 
significantly with decreasing pH. the phenomenon 
which was not seen in pH 7. According to 
different strategies of adaptation of photosynthetic 
apparatus by irradiance (Reuter and Müller, 1993) 
it seems that Nostoc sp. JAH 109 modulate size of 
he phycobilisomes, not number of them, while 
transfer to different pHs and inorganic carbon 
concentration. Anyway, it seems that the ratios of 
the alternations within the distinct pigments are 
organism-specific. 

In air-bubbled cultures, DIC concentration at 
pH 9 is higher than pH 7 (Poza –Carrion et al., 
2001). Thus at pH9 under light limitation, cells 
probably have enough DIC to maintain the 
activity of the of the carboxylating activity of 
Rubisco and do not fully induce the carbon 
dioxide concentrating mechanism as has been 
reported in several strains of Synechococcus (Yu 
et al., 1994). This may be possibly the reason of 
increasing heterocyst frequency despite of decline 
in nitrogenase activity, which has been shown in 
bubbled and DIC limited conditions.  

The higher photosynthetic capacity (Pmax) per 
unit of chlorophyll of Nostoc sp. JAH109 was 

resulted in higher DIC concentration and it is 
clearly observed in pH 9 (Table 3). These results 
agreed with those reported in other cyanobacteria 
(Vierling and Alberte, 1980). External pH also 
had an increasing effect on Pmax. Cells grown in 
pH 9 had higher value of photosynthesis than cells 
grown in pH 7. Also the effect of pH 9 on Ik was 
clearly visible. Irrespectively to irradiance, 
photosynthesis could saturate at lower light 
intensity in cells grown in pH 9 than cells grown 
in pH 7. The slope of photosynthetic rate in pH 9 
was higher indicating the capacity of carbon 
assimilation in limited irradiance. At pH 5 there 
was not a clear response to variation in irradiance. 
Different pH effects have been reported in  
other strains of cyanobacteria as no observed 
difference in Pmax between pH7.5 and pH8.5  
in Synechococcus PCC7942 (Yu et al., 1994). Our 
observation was agreed with Nostoc sp.UAM 205 
(Fernández-Valiente and Leganés, 1989). 
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به شرايط توام  Nostoc sp. JAH 109هاي فيزيولوژيك سيانوباكتريوم  بررسي برخي واكنش
  DIC   وpHنور محدود، تغيير 
  

  3. ن،، سلطاني2. ن،قاسمي ،1 . م،، صفايي2. ف،، اميرلطيفي1. ش،شكروي

  
 گروه زيست شناسي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد گرگان، گرگان، ايران. 1

  ي دارويي، دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي شيراز، شيراز، ايرانگروه بيوتكنولوژ. 2
 گروه زيست شناسي، پژوهشكده علوم پايه كاربردي، جهاد دانشگاهي دانشگاه شهيد بهشتي، اوين، تهران، ايران. 3

  
  چكيده

 Nostoc غالب شاليزار اي، فعاليت تيتروژنازي، تغييرات هتروسيست و فتوسنتز سيانوباكتريوم عيت رنگيزهرشد، وض

sp. JAH 109  5،7،9(، تغييرات اسيديته )مربع در ثانيه ميكرومول كوانتا در متر2(محدود در شرايط توام نور pHs ( و
 .Nostoc spدهد كه  نتايج نشان مي. تفاوت در شرايط محدوديت كربن معدني محلول مورد بررسي قرار گرفته است

JAH 109 بيشينه نرخ رشد ويژه در شرايط . باشد اي قليا دوست مي سويهpH  اندازه فيكوبيلي  .يدآ  بدست مي9معادل
سويه در شرايط اسيدي قادر . گردد مشاهده مي DICو عدم محدوديت  pH 9در شرايط  PSIبه  PSIIها و نسبت  زوم

مكانيسم مربوط به  سبب فعال شدن سيستم  اما شرايط خنثي همانند شرايط قليايي احتمالاً،به رشد مطلوب نيست
الگوي فعاليت نيتروژنازي كمابيش در روزهاي نخست پس از تلقيح منظم و خطي . گردد تراكمي دي اكسيد كربن مي

اين امر در مورد . مشاهده مي گردد DICو عدم محدوديت  pH 9بيشترين ميزان تثبيت نيتروژن در شرايط . است
در واحد كلروفيل در شرايط ) Pmax(بيشينه ظرفيت فتوسنتزي . دنماي هتروسيست نيز صدق ميالگوي نوسان فركانس 

DIC بدون محدوديت و به طور مشخص در شرايط قليايي مشاهد گرديده است.  
  

   سيانوباكتريوم، غلظت كربن معدني، فتوسنتز، فيكوبيلي پروتيين، نيتروژناز، اسيديته:هاي كليدي واژه
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