
  
  

  84 - 73، صفحه 1390بهار ، مهفتشماره ، ومسسال ، شناسي گياهي زيست
  04/07/1389: مقاله تاريخ دريافت

  08/10/1389: تاريخ بررسي مجدد
  07/12/1389: تاريخ بررسي مجدد

  14/02/1390: نهايي تاريخ پذيرش
  
  
  

 
  04113392027:شماره تماس،motallebiazar@gmail.com:نشاني پست الكترونيك: نويسنده مسؤول*

 

نازك  هيكشت لابا استفاده از  زايي سوماتيكي جنين بر D-2,4هاي مختلف  غلظت تأثير
  Rangelander و Karysary هاي رقم ،ي هيپوكوتيل يونجهسلول

  
  2 ، رحمت اله پرندين1*عامر محمدي نسب، عليرضا مطلبي آذر

  ، ايرانتبريز، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز ،گروه علوم باغباني 1
  راناي. ا. ، ج19395 – 4697شناسي دانشگاه پيام نور، تهران  وه زيستگر 2

  
  دهيچك
و  )Rangelanderو  Karysary( ونجـه يرقـم   دو لي ـپوكوتيه ينازك سلول هيلا زاييختير يها پاسخ يبررس براي قيتحق نيا

كشـت   SH كشـت  محـيط  يرو ليربذور است. انجام گرفتيي سوماتيكي زا جنينبر  D-2,4 ختلفم يها غلظت تأثيرنيز بررسي 
 SH كشـت  محـيط بـه   ه،بـرش داده شـد   متـر  ميلـي  1/0ي ها به دست آمده در اندازه ليپوكوتيهفته قطعات ه كيپس از . شدند
 D-2,4 غلظت مختلف 4با  نيجن يالقا كشت محيطحاصل به  يها كالوس. منتقل گرديدند D-2,4 تريدر ل گرم ميلي 5/1 يحاو

در  و BOi2Y كشـت  محـيط هـا بـه   سپس نمونه. انتقال داده شدند kinدر ليتر  گرم ميلي 1و ) در ليتر گرم ميلي 15، 10، 5 ،صفر(
). درصـد  100(مشـاهده شـد    لي ـپوكوتيه ينـازك سـلول   هي ـلاي هـا  در همه كشـت  زايي كالوس. شدند منتقل ½MSبه  نهايت

 نيب ـنتايج تجزيـه واريـانس نشـان داد كـه     . جام شدان يخوبه ب نوع رقممستقل از  ها رشد كالوسيي، زا كالوسهمچنين پس از 
 داشـت ي وجـود  دار معنييي سوماتيكي و تعداد جنين در هر كالوس اختلاف زا جنين صداز نظر در D-2,4مختلف  يها غلظت

)01/0<p(2,4 تريدر ل گرم ميلي 10 در كهي طوره ب ؛-D 2,4، بيشترين و در فقدان-D  يـي سـوماتيكي و  زا جنين صددركمترين 
بـه   Rangelanderزايي سوماتيكي و تعداد جنين در هـر كـالوس در رقـم     درصد جنين. تعداد جنين در هر كالوس مشاهده شد

ي روي باززايي دار معني تأثير D-2,4×و اثر متقابل رقم D-2,4هاي مختلف غلظت. بود Karysaryي بيشتر از رقم دار معنيطور 
 با اين حـال، در . مشاهده شد D-2,4فاقد و داراي  كشت محيطي سوماتيكي در ها جنين باززايي گياه از). >05/0p(گياه داشتند 

بيشـترين نقـش    D-2,4ي مختلف ها بنابراين، غلظت. حداكثر باززايي گياه به دست آمد D-2,4در ليتر  گرم ميلي 10و  5غلظت 
  .زايي سوماتيكي از لايه نازك سلولي هيپوكوتيل ايفا كردند را در جنين

  ي، يونجهنازك سلول هيكشت لا ،ييزا كالوس ،يكيسومات زاييني، جنD-2,4 :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
ــه  (Medicago sativa)يونجــه  ــاه علوف ــايــك گي  اي ب

اهميت خاصـي برخـوردار    ارزش بوده، در تثبيت نيتروژن از
افشـان، هتروزيگـوت و    ساله، دگرگرده اين گياه چند. است
ــي ــد اســت   پل در . (McCoy and Walker, 1984)پلويي

ويـژه  ه يي به شرايط كشت بافت، ب ـزا كالوسيونجه، درصد 
، غلظـت و  (Tadashi et al., 1990)پايـه   كشـت  محيطنوع 

، (Walker et al., 1978) كشـت  محـيط هـاي   نوع هورمـون 
و ژنوتيپ بستگي دارد  (Okumora et al., 1992) ريزنمونه

(Reisch and Bingham, 1980) . يونجـه از طريـق   باززايي
 D-2,4 زايي سوماتيكي وابسته بـه نـوع و غلظـت منبـع    جنين

(Walker et al., 1978) ،اكســـين(Saunders and 

Bingham, 1975)كشـت  محـيط احيـا شـده در    ، و نيتروژن 
اكسـين بـه عنـوان    . اسـت  (Skokut et al., 1985)بـاززايي  

يــك هورمــون گيــاهي نقــش درخــور تــوجهي در تقســيم و 
براي تنظـيم فعاليـت پـروتئين     cdc2ي و بيان ژن چرخه سلول

ــا دارد ــان   . كينازه ــه نش ــات صــورت گرفت ــين، مطالع همچن
زايـي سـوماتيكي بـا    قـوي ميـان جنـين    يدهد كـه ارتبـاط   مي

ايجـاد شـده،    D-2,4يا  تنشكه به وسيله  pH تغييرات شيب
سيتوپلاســم و  pH يــي،زا جنــينتحــت شــرايط . وجــود دارد

در  D-2,4فرض بر ايـن اسـت كـه    . دياب واكوئل افزايش مي
 Feher)كنـد  زا عمل مي تنشغلظت بالا به عنوان يك ماده 

et al., 2002).  
ــه     ــازه مطالع ــلول اج ــازك س ــه ن ــتم كشــت لاي در سيس

فيزيولـوژي، بيوشـيمي و تغييـرات     شناسـي،  سـلول هاي  زمينه
يــي ويــژه اتفــاق زا ريخــتمولكــولي را كــه در يــك برنامــه 

يـي  زا ريخـت ن روش بـه مطالعـه نحـوه    اي ـ. دهـد  افتد، مي مي
زايـي كمـك كـرده،     زايـي، ريشـه   جنين سـوماتيكي، شـاخه  

ي تكثيــر انبــوه هــا احتمــالاً در آينــده از آن بــه عنــوان واحــد
گيـري از سيسـتم كشـت     همچنين، بهـره . استفاده خواهد شد

اي را ي، توليد گـل در شـرايط درون شيشـه   نازك سلول هيلا
. (Jaime and Teixeire, 2003)پـذير سـاخته اسـت     امكـان 
تواند بـا كنتـرل    مي ينازك سلول هيلا كشت يي درزا ريخت

اليگوســـاكاريدها، تركيـــب يـــوني  يــا غلظـــت قنـــد  ،نــور 
 Cousson) انجـام شـود  و عوامـل ديگـر    pH ،كشت محيط

and Tran, 1992).  
توان بـه  ي مينازك سلول هيلاكشت هاي  از جمله مزيت

خــارجي بــراي ) هــاي( تعيــين دقيــق غلظــت مــؤثر هورمــون
تشــكيل ، (Tran, 1980)زايــي ينــدهاي ريخــتآبررســي فر

توليـد،  ، (Le et al., 1999) اره در اركيـده س ـمسـتقيم شاخ 
كـه  ( ژنتيكـي ي هـا  دسـتكاري ، تكثير و بهبود گياهان زينتـي 
را  يي ـي ثانويـه و مـواد دارو  هـا  امكان توليد بيشتر متابوليـت 

. (Teixeira and Fukai, 2002)اشــاره كــرد  )دهــد مــي
زايي سـوماتيكي در  همچنين، باززايي و تكثير از طريق جنين

خامـه و كلالـه    ينـازك سـلول   هي ـلا و پرتقال از طريـق  ليمو
زايـي   جنـين . (Fiore et al., 2002)صـورت گرفتـه اسـت    
ي در گياهـان  نازك سلول هيلاكشت سوماتيكي نيز از طريق 

 ,Shu and Loh)، كلـزا  (Steinmacher et al., 2007)آلو 

ــل داوودي  (1991 صــورت  (Jaime et al., 2003)و گ
يـي  زا ريخـت با توجه به اينكه در يونجه الگوي . گرفته است

از لايه نازك سلولي انجـام نشـده اسـت، لـذا هـدف از ايـن       
جنــين ، مراحــل توليــد نحــوه توليــد كــالوستحقيــق مطالعــه 

 از لايه نازك سلولي هيپوكوتيل و توليد گياهچه سوماتيكي
ي هـا  غلظـت  تـأثير و نيز ) روزه 7 - 6نهال رشد يافته (يونجه 

  .يي سوماتيكي استزا جنينبر  D-2,4مختلف 
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  Rangelander  75و  Karysaryهاي  رقم ي هيپوكوتيل يونجه،نازك سلولهيكشت لااده اززايي سوماتيكي با استفبر جنين D-2,4هاي مختلف غلظتريثأت
 

  ها روشمواد و 
ــذ ــمر ب ــاي رق ــروه  Rangelanderو  Karysary ه از گ

تبريـز   دانشگاه دانشكده كشاورزي زراعت و اصلاح نباتات
 12بـه مـدت    رهابـذ  ،بـراي ضـد عفـوني شـدن    . شـدند تهيه 

در ســـپس ور گرديدنـــد و  ر آب جـــاري غوطـــهســـاعت د
، )دقيقــه 3) (دترجنــت( Tweenي يــك درصــد هــا محلــول
 5/2محلـول هيپوكلريـت سـديم    ، )دقيقه 2(درصد  70 الكل
بـا آب   بـار  5-3و در نهايـت  قرار گرفتند  )دقيقه 20( درصد

بذرهاي ضـدعفوني شـده روي    .شدند شستشو مقطر استريل
 Schenk and)شدند بدون هورمون كشت  SH كشت محيط

Hildebarendt, 1972). ــل ــه  هيپوكوتي ــتر از دان ــايس   ه
ــه دســت آمــد روزه 7 - 6 ــا اســتفاده از اســكا. ب ــر ( لپل ب زي

 1/0بــه ضــخامت  نــازك ســلوليي هــا لايــه) دســتگاه لــوپ
متري  يك سانتياز قطعات هيپوكوتيل و  تهيه شد متري ميلي

ي نـازك  هـا  يهسپس لا .به عنوان نمونه شاهد استفاده گرديد
  در ليتـر  گـرم  ميلـي  5/1 حـاوي  SH كشـت  محـيط به سلولي 
2,4-D شرايط دره شدند و منظور توليد كالوس انتقال داد به 
 4درجـه سـانتيگراد بـه مـدت      24 ± 2 با دماي ثابت تاريكي

بــه همــان  هــا نمونــه هفتــه 4 از پــس. هفتــه نگهــداري شــدند
د بيشـتر  هـدف از ايـن انتقـال رش ـ   . منتقل شدند كشت محيط

پس از . ا بوده سلولكالوس براي مراحل بعد و مستعد شدن 
ــدت،   ــن م ــالوساي ــا ك ــه  ه ــيطب ــت مح ــين   كش ــاي جن الق

در  گـرم  ميلـي  15و  10 ،5حـاوي صـفر،    SH كشـت  محيط(
روز انتقال  7، به مدت )kinدر ليتر  گرم ميلي 1و  D-2,4ليتر 

بـدون  ( BOi2Yكشـت  محـيط سپس بـه   ها نمونه. داده شدند
 سـاعت  16در شـرايط   (Bingham et al., 1975) )ونهورم

و  جنين انتقـال داده شـدند   نموتاريكي براي  ساعت 8نور و 
يــي و تعــداد جنــين در هــر زا جنــينهفتــه درصــد  4پــس از 

 5/12 داراي BOi2Y كشت حيطم. گيري شد كالوس اندازه
NH4 مول ميلي 20 -

و گلوتـامين اسـت    NO3NH4 از منبـع  +

 هـاي جنـين . نـين بسـيار مـورد نيـاز اسـت     مل جكه براي تكا
 MS½ (Murashige كشـت  محيطبه سوماتيكي رشد يافته 

and Skoog, 1962)  در ليتــر گـرم  ميلــي 5/0 حـاوي GA3 
مطلبي ( ه شدندبراي رشد طولي و تشكيل گياهچه انتقال داد

ي توليدي بـه  ها گياهچه). 1379، جعفري مفيد آباديآذر و 
يت منتقـل و در شـرايط مـه    هاي كوچك حاوي پرلا گلدان

  .نگهداري شدند سازگاريافشان براي استقرار و 
اين پـژوهش بـه صـورت آزمـايش فاكتوريـل در قالـب       

لايـه   15ديش  تكرار و در هر پتري 3طرح كاملاً تصادفي با 
اول  عامل. اجرا شد) ديش يك تكرار پتري 3(نازك سلولي 

اريـانس  تجزيـه و . بود D-2,4دوم چهار غلظت  عاملرقم و 
و مقايســه  16نســخه  SPSS افــزار صــفات بــا اســتفاده از نــرم

با استفاده از آزمون چند دامنه اي دانكن در سطح  ها ميانگين
  .درصد انجام شد 5احتمال 

  
  نتايج

ــل  ــتمراح ــلولي    زا ريخ ــازك س ــه ن ــت لاي ــي از كش ي
پس از  Rangelander و Karysary هاي رقمدر  هيپوكوتيل

 هي ـلاي هـا  يي از ريزنمونـه زا كالوسروز علايم شروع  5 - 4
شـكل  (مشاهده شـد   SH كشت محيطي بر روي نازك سلول

1-A .(تشكيل كالوس در شرايط تـاريكي  ها در همه نمونه ،
  .به خوبي صورت گرفت

به از نظر شكل ظاهري، نرمـي و   ايجاد شدهي ها كالوس
هـا بيشـتر داراي رنـگ     كـالوس . سفتي بافت، متفاوت بودند

آبدار بوده، ساختار بـافتي آنهـا بـه راحتـي از     كرمي و كمي 
بـه   هـا  پس از واكشت، كالوس. شدهم جدا و قطعه قطعه مي

 D-2,4بسته بـه غلظـت   ). B-1شكل (رشد خود ادامه دادند 
ي كروي شكل بـه طـور   ها يي، جنينزا جنين كشت محيطدر 

يا به طور غيـر مسـتقيم   ) C-1شكل (مستقيم روي ريز نمونه 
ــالوس ــا  روي ك ــكل (ه ــد ) D-1ش ــد ش ــكل. تولي  D-1 ش
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آبي متـيلن را   با استفاده از هاي سوماتيكيآميزي جنين رنگ
 كشت محيطي كروي پس از انتقال به ها جنين. دهد نشان مي

تكامل جنين، مراحل نموي را كه شامل جنـين كـروي سـبز    
شكل (اي شكل  ، نيزه)F-1شكل (، قلبي شكل )E-1شكل (

1-G (اي  و لپه) 1شكل-H (در نهايت، در . ود، طي كردندب
شـكل  (گياهچه توليد شـد   GA3حاوي  ½MS كشت محيط

1-I.(  

   
زايـي از رقـم    مرحله آغاز كـالوس  A)؛ Rangelanderزايي سوماتيكي در يونجه رقم  و جنين وسمراحل آغازش كال -1شكل 

Karysary ،3 - 5 ؛روز بعد از كشت (B   ت كش ـ كشـت اول بـر روي محـيط   وادر  رشـد كـالوسSH؛ (C   زايـي   تشـكيل جنـين
هاي كروي شـكل بـه طـور غيـر مسـتقيم       تشكيل جنين D) ؛زايي ها و بدون كالوسسوماتيكي به طور مستقيم بر روي ريز نمونه

  ؛BOi2Yكشـت تكامـل جنـين     مرحلـه جنـين كـروي شـكل در محـيط      E) ؛با استفاده از رنگ آميزي آبي متيلن روي كالوس
(F كشت تكامل جنين  اتيكي در محيطمرحله قلبي شكل جنين سومBOi2Y؛ (G كشـت تكامـل    اي شكل در محـيط  جنين نيزه

 .مرحله رشد و نمو جنين سوماتيكي و تشكيل گياهچه I) ؛كشت تكامل جنين اي در محيط جنين در مرحله لپه H)؛ جنين
  

ي كشت شده بـه طـور   ها يي در همه ريز نمونهزا كالوس
ــد    ــام ش ــل انج ــد  100(كام ــالوسدرص ــيزا ك ــد ) ي و رش

يشـي بـه طـور    ي توليدي در همـه واحـدهاي آزما  ها كالوس

از يـك   هـا  اندكي بين قطـر كـالوس   يكساني انجام و تفاوت
ديـش بـه    ريز نمونه به ريز نمونه ديگر و حتي از يـك پتـري  

 2همـان طـور كـه در شـكل     . ديش ديگر مشاهده شـد  پتري
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ز يـي سـوماتيكي ا  زا جنـين شود، در هر دو رقـم،   ملاحظه مي
ــازك ســلولي هيپوكوتيــل در   ــه ن  كشــت محــيطكشــت لاي

  ).كمترولي با فراواني (اتفاق افتاد  D-2,4يي فاقد زا جنين
ي دار معنـي نتايج تجزيه واريانس نشـان داد كـه تفـاوت    

زايـي  از نظـر درصـد جنـين    D-2,4 ي مختلـف ها بين غلظت
مقايســـه ). 1جـــدول ( )>01/0p(ســـوماتيكي وجـــود دارد 

نشـان داد كـه درصـد     D-2,4مختلـف   يهـا  ميانگين غلظـت 
) >01/0p(زايي سوماتيكي از نوع رقـم هـم متـأثر شـد     جنين

 20يي سوماتيكي از زا جنينبه طوري كه درصد ). 1جدول (
درصـد در   65تـا   32و از  Karysaryدرصـد در رقـم    56تا 

ــم  ــود  Rangelanderرق ــر ب ــم   . متغي ــر، رق ــارت ديگ ــه عب ب
Rangelander ــين ــياز درصــد جن ســوماتيكي بيشــتري  زاي

اثــر  .)2جــدول (برخــوردار بــود  Karysaryنســبت بــه رقــم 
ــل  ــين  D-2,4متقاب ــر درصــد جن ــم ب ــوماتيكي و رق ــي س زاي
مسـتقل از هـم بـر     عامـل ، ايـن دو  )>05/0p(نبوده  دار معني
در ). 1جـدول  (زايـي سـوماتيكي مـؤثر بودنـد     صد جنـين در

درصـد  ، )D-2,4كشت القاي جنين فاقـد   محيط(تيمار شاهد 
در  درصـد و  Karysary ،21يي سـوماتيكي در رقـم   زا جنين
ي از دار معنيدرصد بود كه به طور  Rangelander ،38رقم 

ي كشـت داراي  هـا  يي سـوماتيكي در محـيط  زا جنيندرصد 

دهـد كـه    بود و اين امـر نشـان مـي    كمتر ،D-2,4ي ها غلظت
يي سوماتيكي در زا جنينبراي بهبود و افزايش  D-2,4وجود 

  ).2شكل (ونجه ضروري است ي
ي از نوع رقم دار معنيتعداد جنين در هر كالوس به طور 

بـا ايـن   ). >01/0p(متـأثر شـد    D-2,4هاي مختلـف   و غلظت
از نظـر تعـداد جنـين در هـر      عامـل حال، اثر متقابـل ايـن دو   

ــي  ــالوس معن ــود ك ــدول (دار نب ــر،   ). 1ج ــارت ديگ ــه عب ب
هر دو رقم از نظر در  ياثر يكسان D-2,4هاي مختلف  غلظت

بر اين اسـاس، در هـر دو   . تعداد جنين در هر كالوس داشتند
  رقم حـداقل تعـداد جنـين در هـر كـالوس در غلظـت صـفر       

2,4-D )2,4بـا افـزايش   . بـه دسـت آمـد   ) تيمار شاهد-D   تـا
ي در تعـداد  دار معنـي در ليتـر، افـزايش    گرم ميلي 10غلظت 

در  گـرم  ميلـي  10در غلظت بـالاتر از  . جنين ملاحظه گرديد
تـوان  ي از نظر اين صفت رخ داد و مـي دار معنيليتر كاهش 

در ليتر را به عنوان غلظت مناسب بـراي   گرم ميلي 10غلظت 
شـكل  (افزايش تعداد جنين در هر كـالوس در نظـر گرفـت    

تعداد جنين توليدي در هر كـالوس از نـوع رقـم متـأثر     ). 11
ــم  ــه  Rangelanderشــده، رق ــداد ا Karysaryنســبت ب ز تع

دهنـده   جنين در هر كالوس بيشتري برخوردار بود كـه نشـان  
  ).2جدول (است  Rangelanderاستعداد ژنتيكي رقم 

  D-2,4گيري شده در دو رقم و چهار غلظت  تجزيه واريانس صفات اندازه -1جدول 
  ززايي شدهتعداد گياه با  زايي سوماتيكي جنين  كالوس در هرتعداد جنين   درجه آزادي  منابع تغييرات

2,4-D  3  **040/1  **129/0  **375/177  
  ns167/4  /122**  36/1**  3  رقم

2,4-D  ×3  رقم  ns110/0  ns849/0  *819/67  
  56/20  31/2  16069/0  16  خطاي آزمايشي

  دار غير معني nsصد در 1و  5در سطح احتمال  دار به ترتيب معني** و *
  

  رقم يونجه گيري شده در دومتوسط صفات اندازه -2جدول 
  تعداد گياه باززايي شده  (%)زايي سوماتيكي  جنين  تعداد جنين در هر كالوس  رقم

Karysary b338/0± 934/0  b3/17 ± 5/44  a22/8 ± 58/17  
Rangelander a547/0 ± 411/1  a4/20 ± 8/58  a24/5± 667/17  

  .استصد در 5ل در سطح احتما دار دهنده اختلاف معني حروف غير مشابه در هر ستون نشان
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  D-2,4×و اثـر متقابـل رقـم    D-2,4هـاي مختلـف   غلظت
ــأثير ــي ت ــاه داشــتند   دار معن  )>05/0p(ي روي بــاززايي گي

ــدول ( ــين  ). 1ج ــاه از جن ــاززايي گي ــا ب ــوماتيكي در ه ي س
. مشاهده شد D-2,4و داراي ) تيمار شاهد(فاقد  كشت محيط

يمـار  ت( D-2,4فاقد  كشت محيطتعداد گياه باززايي شده در 
و  5در ليتر حداقل بوده، با دو غلظت  گرم ميلي 15و ) شاهد

كه از حداكثر باززايي گياه بـر خـوردار بودنـد، تفـاوت      10

بين دو رقـم از نظـر تعـداد    ). 4شكل (ي نشان دادند دار معني
  در ليتـر  گـرم  ميلـي  5گياه باززايي شـده در غلظـت صـفر و    

2,4-D  ــيتفــاوت ي وجــود داشــت و در دو غلظــت دار معن
، تعداد گياه باززايي شده در هر دو رقم يكسان D-2,4ديگر 

بيشـترين نقـش را    D-2,4ي مختلف ها بود و بنابراين، غلظت
زايي سوماتيكي از لايه نـازك سـلولي هيپوكوتيـل    در جنين

  ).4شكل (ايفا كردند 
  

  
  D-2,4هاي مختلف  در غلظت) Rangelanderو  Karysary(جه يي سوماتيكي در دو رقم يونزا جنينمتوسط درصد  -2شكل

  
  D-2,4هاي مختلف  در غلظت) Rangelanderو  Karysary(كالوس در دو رقم يونجه  در هر متوسط تعداد جنين -3 شكل

  
  D-2,4هاي مختلف  متوسط تعداد گياه باززايي شده در دو رقم و در غلظت -4شكل 
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  بحث
ي هـا  ه نازك سلولي در مقايسه با ريزنمونهاستفاده از لاي

بـه عنـوان   ... بزرگتر مانند قطعات برگ، هيپوكوتيـل، لپـه و   
اي مشـابه از نظـر سـطح    ه ـ سـلول يك ريز نمونـه كـه داراي   

تواند مشكلات مربوط  هاي گياهي است، مي داخلي هورمون
اي گياهي را بر طرف كـرده،  ه سلوليي از زا ريختبه نحوه 

يـي  زا ريخـت يق عوامل دخيل در فرآيندهاي و به بررسي دق
ــد  ــق  . كمــك كن ــتا، در تحقي ــن راس ــد  حاضــر،در اي فرآين

يي از كشت لايه نازك سلولي هيپوكوتيل بررسـي  زا ريخت
پس از كشت ريز نمونه لايه نازك سـلولي در همـه   . گرديد

دهنده پاسخ بهتر  زايي انجام شد كه نشان كالوس ها ريز نمونه
از . يـي اسـت  زا كـالوس  كشـت  محـيط  لايه نازك سلولي بـه 

دهـد   طرف ديگر، كشت لايه نازك سلولي به ما اجـازه مـي  
يي سـوماتيكي را  زا جنينزمان بتوانيم فرآيند  كمترينكه در 

در . آميزي و تخريب بافـت مطالعـه كنـيم    بدون نياز به رنگ
يـي سـوماتيكي از كـالوس    زا جنـين اين تحقيق، همه مراحـل  

بـه علـت جـذب     ي حاصلها وسكال. مشاهده و بررسي شد
ي حاصل از قطعات بزرگتر ها نسبت به كالوس ،سريعتر مواد
ند، بعـلاوه، تشـكيل جنـين از كشـت لايـه      شـت دارشد بهتري 

در تحقيقـي مشـابه،   . گيـرد  نازك سلولي سريعتر صورت مي
مشخص شد كه رشد كالوس حاصل از كشـت هيپوكوتيـل   

مطلبـي  ( بـود  كشـت  محـيط وابسته به نوع تركيب هورمـوني  
بنابراين، در يونجه، لايه ). 1379، جعفري مفيد آباديآذر و 

يي و رشد آن يك ريـز نمونـه   زا كالوسنازك سلولي براي 
توانــد نحــوه يكــي از دلايــل آن مــي. بســيار مناســب اســت

نمونـه و جـذب بهتـر و سـريعتر مـواد و       گيري بهتر ريـز  قرار
سيسـتم   بعـلاوه برتـري   .باشد كشت محيطتركيبات شيميايي 

ــه   ــه ســلولي ايــن اســت كــه لاي ــازك، كشــت لاي حــاوي  ن
يي زا ريختي ها تمام الگوتواند  است و مي اي مشابهه سلول

 دهـد  نشان مي تيماراما تنها يك الگو را در هر  كند، را آغاز
(Keim and Tran, 1981).       لايـه   20بـا توجـه بـه ايـن كـه

متـر هيپوكوتيـل بـه دسـت      نازك سلولي از هـر يـك سـانتي   
سـت  ر از هـر دانـه  شـده  ي توليد ها آيد، لذا تعداد كالوس يم

ي هــا ايـن در حــالي اســت كـه در كشــت  . ديابــ افـزايش مــي 
متر هيپوكوتيل به عنوان يك ريز نمونـه   معمولي، يك سانتي

علاوه بـر ايـن، فراوانـي بـالا و زمـان كوتـاه       . رود به كار مي
در  هاي اين روشتواند يكي از مزيت مي دستيابي به كالوس

افزون برآن، زمان . مطالعات سلولي در يونجه محسوب شود
دستيابي به كالوس نسبت بـه حـالتي كـه از قطعـات بزرگتـر      

  .كنيم نيز كمتر است استفاده مي
 كشـت  محـيط يي سـوماتيكي در  زا جنينبا توجه به اينكه 

انجـام شـد، بنـابراين، ايـن امكـان وجـود        D-2,4دارا و فاقد 
ولي هيپوكوتيل، تركيبـات هورمـوني   كه لايه نازك سل دارد

. زايي سوماتيكي را دارا باشديي و جنينزا كالوسلازم براي 
ي هـا  مطالعات مربوط به كشت لايه نازك سـلولي در گونـه  

 Shu and) و كلـزا  Citrus (Carimi et al., 1999)جـنس  

Loh, 1991)   نشان داد كه امكان توليد جنين سـوماتيكي در
با اين . ي رشدي وجود داردها كننده ميفاقد تنظ كشت محيط

اي مشـاهده نشـده اسـت     حال، در ساير گياهان چنين پديـده 
(McCoy and Walker, 1984).  

يي به عنـوان يـك   زا جنين كشت محيطدر  D-2,4وجود 
توانـد باعـث شـروع برخـي از      زا مطرح بوده، مـي  عامل تنش

. اي پـيش جنينـي شـود   ه سلولفرآيندهاي مربوط به تشكيل 
يي سـوماتيكي در تمـامي تيمارهـاي    زا جنينابراين، درصد بن

فاقـد   كشـت  محيطي بيشتر از دار معنيبه طور  D-2,4حاوي 
يـي  زا جنـين بـر   D-2,4يد اثـر مثبـت   ؤاين هورمون بود كه م

  ســـوماتيكي اســـت كـــه قـــبلاً نيـــز گـــزارش شـــده اســـت
(McKersie and Brown, 1997).  ،با توجه به منابع موجود
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جنــين ســوماتيكي، از مهمتــرين مشخصــات   توليــد ريشــه و
احســانپور و (ي كشــت اســت هــا حضــور اكســين در محــيط

مطالعات نشان داده است كه پاسخ به شـرايط   ).1379اميني، 
گردد؛ به طوري كه از  به نوع رقم نيز مرتبط مي كشت محيط

بـالا و   D-2,4حـاوي   SH كشـت  محـيط پنج رقم يونجـه در  
kin كشـت  محيط پايين، پس از انتقال به BOi2Y   تنهـا رقـم 

Rangelander  قـــادر بـــه توليـــد جنـــين ســـوماتيكي بـــود 
.(Mariza, et al., 2003) يـي سـوماتيكي در   زا جنـين درصد

ــود و  در 65 - 63از  D-2,4تيمارهــاي حــاوي  ــر ب صــد متغي
بـر   گـرم  ميلي 15و  10، 5ي بين سه غلظت دار معنياختلاف 

رسد كه بـراي   نظر ميمشاهده نشد و بنابراين، به  D-2,4ليتر 
  غلظـت  يي سوماتيكي از كشت لايـه نـازك سـلولي   زا جنين

ايـن در حـالي اسـت    . كافي باشـد  D-2,4بر ليتر  گرم ميلي 5
  يـي سـوماتيكي از كشـت هيپوكوتيـل در    زا جنينكه درصد 

درصد، گزارش شـده اسـت    D ،34-2,4در ليتر  گرم ميلي 2
ــي آذر و ( ــادي مطلب ــد آب ــه ع). 1379، جعفــري مفي ــارت ب ب

ي هــا يــي ســوماتيكي در كشــت  زا جنــينديگــر، درصــد  
بالا . هيپوكوتيل كمتر از لايه نازك سلولي هيپوكوتيل است

 Rangelanderيــي ســوماتيكي رقــم زا جنــينبــودن درصــد 
دهنـده نقـش ژنوتيـپ گيـاه      نشـان  Karysaryنسبت به رقـم  

مطلبــي آذر و ( مــادري روي پاســخ بــه كشــت بافــت اســت 
با اين ). Hussain et al., 2003؛ 1379بادي، آجعفري مفيد 

ي هــا حــال، در ايــن تحقيــق، دو رقــم مــورد بررســي پاســخ 
  . نشان دادند D-2,4هاي مختلف  مشابهي را به غلظت

يـي  زا جنـين در صورت فراهم بودن شرايط مناسب براي 
اي كـالوس  ه سلولسوماتيكي، معمولاً بيش از يك جنين از 

ين در هر كـالوس بيشـتر   گيرد و هر چقدر تعداد جن مي أمنش
در ايـن  . تر است يي بهينهزا جنيناز لحاظ  كشت محيطباشد، 

از تعـداد   D-2,4بر ليتـر   گرم ميلي 10تحقيق، در هر دو رقم 
ها برخـوردار   جنين در هر كالوس بيشتر نسبت به بقيه غلظت

آخرين و مهمترين مرحله در كشت بافت  ،باززايي گياه .بود
يــي زا جنــينمــه عوامــل مــؤثر در گيــاهي اســت و برآينــد ه

كنـد   تعداد گياهان باززايي شده تجلي پيدا مي سوماتيكي در
بـا   D-2,4در ليتـر   گـرم  ميلـي  5رسد كه غلظـت   و به نظر مي

توانـد غلظـت    داشتن حداكثر تعداد گياه كامل توليدي، مـي 
يي سوماتيكي در هر دو رقـم محسـوب   زا جنينمناسبي براي 

  .شود
  
 بندي جمع

نمونه و اثر متقابل آن با نوع ژنوتيپ و تركيبات  نوع ريز
ــوني  ــر  كشــت محــيطهورم ــالوسب ــي و زا ك ــيني ــي زا جن ي

تاكنون از لايـه نـازك سـلولي بـه     . سوماتيكي يونجه مؤثرند
. عنوان ريز نمونه در كشت بافت يونجه استفاده نشـده اسـت  

اين تحقيق نشـان داد كـه بـا اسـتفاده از كشـت لايـه نـازك        
يــي را در زا ريخــتتــوان مراحــل  تيــل، مــيســلولي هيپوكو

مهمترين نقـش را در   D-2,4. مشاهده نمود in vitroشرايط 
ي مختلـف آن  هـا  يي سوماتيكي يونجه داشته، غلظتزا جنين

در ايـن مطالعـه   . گـردد  هـاي متفـاوتي را باعـث مـي     واكنش
 10و  5 مشخص گرديد كـه در هـر دو رقـم مـورد مطالعـه،     

ي بهينـه  هـا  تواند به عنوان غلظت مي D-2,4در ليتر  گرم ميلي
يــي ســوماتيكي از كشــت لايــه نــازك زا جنــينبــراي بهبــود 

 .سلولي، به كار رود

 
  منابع

. كشـت سـلول و بافـت گيـاهي    )1379.(احسانپور،ع و امينـي، ف 
  .ن، اصفهاانتشارات جهاد دانشگاهي

بررسـي ميـزان   ) 1379(. و جعفري مفيد آبادي، ع .مطلبي آذر، ع
ــزا كــالوس ــيني ــاه در   ي، جن ــاززايي گي زايــي ســوماتيكي و ب
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Abstract 
This study was carried out for evaluating morphogenesis responses of hypocotyl thin cell 
layers (TCL) of two alfalfas cultivars (Medicago sativa L. cv. Karysary and Rangelander) and 
also the effect of different 2,4-D concentrations on somatic embryogenesis was investigated. 
Sterilized seeds were cultured on SH medium without hormone. After a week, TCL (0.1 mm) 
obtained from hypocotyl segments were transferred to SH medium containing 2,4-D (1.5 
mg/l). Produced calli were transferred to embryogenesis medium (SH medium containing four 
2,4-Dconcentrations: 0, 5 , 10, 15 mg/l) and one level of kin (1 mg/l). Then calli were 
transferred to regeneration medium (BOi2Y without hormone) and finally to the ½MS 
medium without hormone for plantlets growth. Callus induction was observed in all cultures 
of hypocotyl TCLs. After callus induction, the growth of the calli was performed suitability 
independent of the cultivar type. In regeneration medium, the somatic embryos appeared 
initially direct from TCL or indirect from callus as green dots that enlarged as the embryo 
develops through the globular, heart, torpedo and cotyledonary stages. The analysis of 
variance results showed that among different concentrations of 2,4-D there were significant 
differences in percentage of somatic embryogenesis (PSE) and number of somatic embryos 
per callus (NSC) (p<0.01). So that, maximum PSE and NSC occurred with 10 mg/l 2,4-D and 
minimum PSE and (NSC) without 2,4-D. PSE and NE (number embryogenesis) in 
Rangelander cultivar were significantly more than Karysary cultivar. Different concentrations 
of 2,4-D and cultivar × 2,4-D interaction had significant effect on plant regeneration (p<0.05). 
Plant regeneration was observed in SH medium of with and without 2,4-D. However, 
maximum plant regeneration was obtained in 5 and 10 mg/l of 2,4-D. Therefore, 2,4-D had 
the highest role on somatic embryogenesis from hypocotyl TCL. 
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