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  ).Dianthus caryophyllus L(  ميخك در بدني زائي رويان تشريحو  شناسي ريخت

  2ليلا بارانچيو  1علي دلجو ،1*اميد كرمي
  گروه بيوتكنولوژي همدان، دانشگاه بوعلي سينا، دانشكده كشاورزي،  1

  همدان، دانشگاه بوعلي سينا، دانشكده كشاورزي 2

  31/1/87: تاريخ پذيرش   29/9/85 :تاريخ دريافت
  چكيده

ي هـا   در ايـن بررسـي جنبـه    .در گياهان اسـت  رويانبراي مطالعه نمو  يمدل خوب(Somatic embryogenesis) بدنيزائي  رويان
 پينـه . ح داده شـده اسـت  در ميخـك شـر   غيـر مسـتقيم   بـدني ئي زا رويان (Anatomy)تشريحو  (Morphology)  شناسي ريخت

(Callus)    يگ و اسكوگموراس  هاي روي محيط كشت Murashige and Skoog=MS)  ميلي  2گرم در ليتر ساكارز،  30داراي
بنزيـل   -6ميلـي گـرم در ليتـر     2/0و  ، (Dichlorophenoxyacetic acid-2,4)دي كلروفنوكسي استيك اسيد -4،2گرم در ليتر 

هـاي بـدني    رويـان  .ها انجام شد نهپيبر روي  (Histology) شناسي بافتي هابررسي .حاصل شد (benzylaminopurine-6)آدنين
انتقـال   گـرم در ليتـر مـانيتول    60و  گرم در ليتر ساكارز 30حاوي   MSهاي كشتزا به محيط هاي رويان مد كه پينهزماني بدست آ

بـدون تنظـيم    MS 2/1اي به محيط كشـت   وقتي كه رويان لپه. انجام شدرويان يند توسعه آروي فر شناسي بافتي هابررسي .يافت
  .ايجاد شدنده رشد انتقال داده شد گياهچه باززا كن

  پينه ،بدني رويانميخك، : كليدي يها  واژه

 hiva@basu.ac.ir: پست الكترونيك نويسنده مسئول،* 

  مقدمه
 نيتر مهميكي از  )Dianthus caryophyllus(ميخك 

 كه هم بجهت زيبايي و باشد مي  نياگلكاري د محصولات
 از اهميت قابلاقتصادي  نظراز رنگ و هم  گوناگوني

  ). 3( برخودار است يتوجه

ي ها ياخته از  رويانت از تشكيل عبار بدني  زائي رويان 
 ،(In vitro)  اي درون شيشهكشت  در شرايط رويشي
 درون بذر معمولي رويان شبيه به هارويانكه اين  بطوري

 از. كنند صورت گياه كامل نمو پيدا ب ستاقادر  باشد و مي 
براي  توان مي  ابزاري صورتبافت ب كشت روشن يا 

و  شناسي ريخت بيوشيمي، فيزيولوژي، نظير پايه يهابررسي
بسياري از دستاوردهاي بيوتكنولوژي از قبيل و  تشريح

 پلاسمم ، حفظ ژر(Gene transfer) انتقال ژن

(Germplasm)توليد بذر مصنوعي ،) Artificial (seed ،

جاد اي   ،(Secondary metabolites) يي ثانوهامتابوليت توليد
 حذف ويروس و (Genetic varieties) ژنتيكي گوناگوني

(Free of virus) 12( دكراستفاده  ،گياه از(.  

در گياهان عالي جنين بذري بطور طبيعي مراحل رشد خود 
هاي نارس انجام  را درون بافتهاي مادري از قبيل گل و ميوه

آن بسيار دشوار  هطالعدهد بهمين خاطر امكان م مي
هاي پوششي بعلت نداشتن بافت بدني رويان. )15(است
 شناسي در گياهان رويانتواند مدل خوبي براي مطالعه  مي

زائي  رويانتحقيقات براي درك رخدادهاي  باشد و بيشتر
فري و   ).15(در گياهان روي آن متمركز شده است 

ي اه پينهروي  بدني رويانجاد اي) 1992(همكاران 
ي ساقه گياه ميخك را ها نمونهتوليد شده از ريز) كالوس(

نشان داده  و تشريح شناسي ريختجزئيات  .گزارش كردند
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اسنادي براي  )1992( فري و همكاران گزارش شده در
در  ).14(نيست  پينه مسيرگياه ميخك از  بدنيئي زا رويان

هاي  پينه شناسي و تشريح  ريخت خصوصياتاين بررسي 
بدست آمده از  زا  رويان هاي پينهو زا  انرويغير

شرح گياه ميخك  بدني هايرويانو هاي گلبرگ   ريزنمونه
  .ستداده شده ا

  هامواد و روش
 )Nelson( روي يك رقم ميخكتحقيق اين : مواد گياهي
محلات كشت  شهرستان در كه ،كشور هلنداز وارد شده 

 1- 5/1هاي گل نارس بطول  انهجو .شود انجام گرفت مي
 و ،گلخانه برداشت ازمتر از گياهان در حال رشد سانتي

درجه سانتي گراد نگهداري  4بمدت سه هفته در دماي 
 2ها با قرار دادن در محلول  خارجي جوانه سطح. شد

) سفيد كننده تجارتي وايتكس(هيپوكلريت سديم  درصد
با آب مقطر  و سپس سه بار ،داييدقيقه گندز 20مدت ب

ها حذف و  و نهنج از جوانه كاسبرگها. دششستشو  سترون
ميلي متر بريده و  3 -4ها به قطعاتي بطول تقريبي گلبرگ

  .گرفتسپس روي محيط كشت قرار 

  :تركيبات محيط كشت و شرايط نگهداري

هاي مختلف  ريزنمونه براي تشكيل پينه: تشكيل پينه  -1 
گرم در ليتر  30محتوي ) MS  )7روي محيط كشت

گرم در  ميلي 2/0و   D-2,4گرم در ليتر  يليم 2 ،سوكروز
  . كشت شدند BA ليتر

حاد شده اي  يها پينه ،رويان براي تشكيل :رويان تشكيل - 2
گرم  30 محتوي  MSي كشت هادر محيط اوليه به محيط

   .گرم در ليتر مانيتول منتقل شد 60 و سوكروزدر ليتر 

اي به محيط   براي جوانه زني، رويانهاي لپه: زني جوانه - 3
گرم در ليتر ساكارز فاقد تنظيم    30حاوي  MS2/1كشت 

هاي كشت در شرايط همه محيط .كننده رشد منتقل شد
 دوره نوريساعت  16درجه سانتي گراد و  23±2محيطي 

از اتوكلاو  پيشي كشت هاهمه محيط pH .نگهداري شد

تنظيم  8/5يك نرمال تا حد  NaOHنمودن با استفاده از 
به  (Agar) از آگارنيمه جامد ي كشت هامحيط در .گرديد
  . گرم در ليتر استفاده شد 7ميزان 

 شناسي بافتي ها سيربراي بر: شناسي بافت آزمايش
در  بدني يهارويان وزا  رويانو غير زا  رويان يها  پينه

 – )ا نرمال( اسيد ستيكا -)درصد 96( فرمالين محلول
با  (Formalin - acetic acid – ethanol) )درجه 96(  اتانول

از  بعد. ساعت تثبيت شد 24براي  2:1:17 نسبت حجمي
مختلف اتانول  يهاغلظت يلهوسب ي فوقهامرحله تثبيت بافت

آبگيري و سپس در ) در صد 100و  90، 70، 50، 25(
 7ضخامت  با ها برش .گرفتقرار  (Paraffin)  نپارافي

و  فيلم ايجاد شدي قرار داده شده در پاراهاميكرومتر در بافت
رنگ آميزي  (Hematoxylin) هماتوكسيلين با هابرش  سپس
  .شدند

  و بحث ايجنت
دو  ،جاداي شروع  و زمان بافت رنگ،براساس : پينه تشكيل

  .تشخيص داده شد ي گلبرگها  روي ريزنمونه پينهنوع 

مايل زرد  به رنگ آبكي و ،نرم داراي بافتي نوع اول ها پينه
از كشت هفته بعد  2-3 ها  پينهن اي  .)A. 1شكل(به سبز بود 

جاد اي يها  نمونهروي ريز  )درصد 95- 100(با فراواني بالا 
 ها  ياختهپينه نوع اول نشان داد كه  شناسي بافت بررسي .شد

و اندازه  دارند  ميو بي نظ اشكال مختلف ينهپدر اين نوع 
 تر است كوچكبسيار  سيتوپلاسمدر مقايسه با  هسته

 به محيطنوع اول  يها                 پينهاز انتقال  بعد). C. 1شكل(
با  .روي آنها تشكيل نشد يرويانئي هيچ ساختار زا رويان

نوع  يها             پينهفت كه توان گ ميتوجه به نتايج بدست آمده 
در  بطور مشابه بوده و  زا  رويانغير اَاول در ميخك ظاهر

 كه است  ديگر نشان داده شده ي گياهيها  بسياري از گونه
مي  زا  رويانغيربه پينه نوع اول اشمخصوصيات  باهايي  پينه
  ).٩(ند باش
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 به رنگ گرانوله و ،سفت داراي بافتي هاي نوع دوم پينه 
ته هف 6- 8 ها  پينهن اي  ).B. 1شكل ( مي باشند  ميسفيد كر

روي   )درصد 10- 15(بعد از كشت با فراواني پائين 
پينه نوع دوم  شناسي بافتآزمايش  .ايجاد شد ها  ريزنمونه

كروي شكل   پينهدر اين نوع موجود ي ها  ياختهنشان داد كه 
تر  رزگار بو اندازه هسته در مقايسه با سيتوپلاسم بسي بوده

داري سيتوپلاسم  اول هاي نوع پينهاست و در مقايسه با 
. )D. 1شكل(تري هستند  ضخيم ياخته ايديواره  وفشرده 

ئي، بطور زا رويان به محيطبعد از انتقال ها نوع دوم  پينه
با توجه به اين نتايج  .تبديل شدند بدني رويانبازده به پر
هاي نوع دوم در اين مطالعه توده اي  توان گفت كه پينه مي

 شناسي ريخت خصوصيات . زا  هستند هاي رويان  ياختهاز 
غلب براي هاي نوع دوم ا پينهذكر شده براي  تشريحو 
 Freesia refracta )13( ،Alliumدر  زا رويان هاي پينه

ampeloprasum )2( ،Gladiolus hort )8(  و
Agapanthus praecox )9( اگرچه  .گزارش شده است

بدست آمده  پينهاز  رويان ايجاد) 1992(و همكاران  فري
اند اما  گزارش كردهرا در گياه ميخك ساقه  يها  از ريزنمونه

 حيتشرو  شناسي ريختكه خصوصيات  يئها پينه ايجاد
تا را داشته باشد ) زا  رويانهاي  پينه( نوع دوم   پينهمشابه 
  .گزارش نشده است براي گياه ميخك كنون

 
 در ليتر گرم  ميلي 2/0و  D-2,4گرم در ليتر  ميلي 2محتوي  MSمحيط كشت  هفته بعد از كشت روي 4زا  هاي غيررويان تشكيل پينه) A: (1شكل

.BA )B :(هفته بعد ازكشت روي محيط كشت  7زا  هاي رويان تشكيل پينهMS  2,4گرم در ليتر  ميلي 2محتوي-D  گرم در ليتر  ميلي 2/0وBA) .C (
  .زا بافت شناسي پينه هاي رويان) D.  (زا بافت شناسي  پينه هاي غيررويان
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هاي قلبي شـكل  تشكيل رويان): B. (هفته بعد ازكشت 2هاي كروي شكل تشكيل رويان): A. (كايجاد، توسعه و جوانه زني رويان بدني در ميخ: 2شكل

شناسي رويانهاي قلبي  بافت): E. (هاي كروي شكلشناسي رويان بافت): D. (هفته بعد كشت 3-4تشكيل رويان اژدري شكل ): C. (هفته بعد از كشت 3
): I. (اي شـكل  شناسي رويانهـاي لپـه   بافت): H. (هفته بعد از كشت 4اي شكل  شكيل رويان لپهت:  )G. (شناسي رويانهاي اژدري شكل بافت): F. (شكل

  .اي دو هفته بعد از كشت جوانه زني رويان لپه.

 بدني روياندر گياهان دولپه، تشكيل : تشكيل رويان بدني
 هاي كروي  بصورت ساختار  زا رويانهاي   ياختهبا تمايز 

(Globular) ي كروي شكل هارويانپس و س ازآغ شكل
و  (Torpedo) ، اژدري(Heart) ي قلبيهارويانبصورت 

فري و  .)6( يابند ميتوسعه  شكل (Cotyledonary) اي لپه

 بدني رويان شناسي ريختخصوصيات ) 1992(همكاران 
 بهاما  اند نشان داده در مرحله كروي در گياه ميخك را

اژدري و لپه اشاره  قلبي، بصورت كروي يرويانهاتوسعه 
كه  بيان مي كنند) 1998(يان چوا و همكاران . اند نكرده

اسنادي  براي   )1992(گزارش فري و همكاران 
از  گياه ميخكزائي بدني در  شناسي و تشريح  رويان ريخت
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دو هفته بعد از در اين مطالعه، . )4،14(باشد يمن مسير پينه
گرم در ليتر  30حاوي  MS كشت  به محيط ها پينهانتقال 

كروي شكل  بدني رويانگرم در ليتر مانيتول  60ساكارز و 
 مشاهده شد )زا رويانهاي  پينه( هاي نوع دوم پينهروي 

كروي  رويانايجاد  شناسي بافت آزمايشهاي .) 2Aشكل (
 ). 2D.شكل (دهد  مينوع دوم را نشان  يها پينهروي بر 
جاد شده اي  شكل كرويي ها رويان بيشتر هفته يكاز  پس
 توسعه يافت شكل قلبيي رويانهانوع دوم بصورت  پينهاز 

ي قلبي رويانها ايجاد شناسي بافتهاي بررسي .) 2B.شكل(
روز  4-5بعد از  ). 2E.شكل ( دهد مينشان   را شكل
ي اژدري شكل هارويانهاي قلبي بصورت رويان بيشتر

 ايجاد شناسي بافت هايآزمايش).  2C.شكل (توسعه يافتند 
كه  ) 2F.شكل (دهد  مينشان  ي اژدري شكل راهارويان
تشخيص  در آن را) فلش(بافت پريكامبيوم  تشكيلتوان  مي
ايجاد شده  بعد از يك هفته بيشتر رويانهاي اژدري .داد

).  2G.شكل(اي توسعه يافت  هاي لپهبصورت رويان
 رااي شكل  ي لپهرويانهاتوسعه شناسي  بافت هايآزمايش
مناطق هيپوكوتيل و اپيكوتيل  كه)  2H.شكل ( دهد مينشان 
   .است قابل تشخيص رويان در آن  اوليه يهاو برگ

 روياني گياهي عدم ارتباط آوندي ها  در بسياري از گونه
). 1(بذري با بافت منشا اثبات شده است  رويانو  بدني

با بافت منشاء تا كنون براي  بدني رويانعدم ارتباط آوندي 
 هايآزمايش در اين بررسي. ارش نشده استگياه ميخك گز

 )F. 2شكل  (اژدري  رويانعدم تماس آوندي  شناسي بافت
  .دهد ميرا نشان  شاءنبا بافت م )H. 2شكل( شكل و لپه اي

نمو ول به محيط كشت تدر اين بررسي اضافه كردن ماني 
 گياه در بطور مشابه .مي شودها را  باعث رويان طبيعي
كاربردن مانيتول در محيط كشت، ب كه ندا نشان داده صنوبر

 در). 11(باعث مي شود را  بدنيهاي رويان نمو طبيعي
 بدني رويانها نمو طبيعي كه نشان داده شده گياهاناز  برخي

 داردارتباط ها، راتحضور كربوهيدتغييرات اسمز ناشي از با 

پيشنهاد كرده اند كه ) 6(مركل و همكاران  ).10و  6، 5(
زايي بدني در  رويان نمو طبيعيي جهت مزاستغييرات 

 تقليدي از تغييرات اسمزي محيطشرايط درون شيشه 
در داخل بذر است كه در زمان رويان بذري طبيعي اطراف 

بنابراين مي توان  نتيجه گرفت . درخ دهتوسعه و بلوغ آن 
رويانهاي بدني گياه ميخك در حضور  نمو طبيعيكه 

ت اسمزي ناشي از آن در مانتيول ممكن است با تغييرا
  . ارتباط باشد

  زني جوانه

كه  است بدنيزايي  رويانيند آزني، مرحله نهائي فر جوانه
و بدون ه ذخائر غذايي خود را هضم كردرويان  در آن

چه خود را ه چه و ساقه هاي ريشوقفه زماني، مريستم
در اين  .كند مي اي، فعال  ضمن شروع فتوسنتز برگهاي لپه

به محيط اي  لپه فته بعد از انتقال رويانهايبررسي دو ه
و  اي لپه يهابرگ فتوسنتري فعاليت، شروع MS 2/1 كشت
 2شكل( مشاهده شد هارويان درريشه چه و ساقه چه ايجاد 

I.(   

  نتيجه گيري كلي

يند آكنترل بهتر اين فر جهتبدني  رويان نموو درك ايجاد 
و  شناسي بافت يهابررسي. از اهميت خاصي برخوردار است

درك ي اصلي اههيكي از را بدنيئي زا رويان شناسي ريخت
 در اين بررسي ايجاد .ئي در گياهان استزا رويان يندآفر
 بدني رويان نموايجاد و  وزا  رويانو غير زا  رويان هاي پينه

شرح داده شناسي  بافتو  شناسي ريخت يهابررسي از طريق
 كيكم تواند مي بدست آمده از اين بررسي نتايج .شده است
 پينهير گياه ميخك از مس بدنيئي زا رويانبيشتر  براي درك

هاي ردبركا توان براي ميز نتايج اين تحقيق ا همچنين. باشد
 هايدست ورزي هاي بدني و توليد دورگه ديگري  از قبيل 

  .نموداستفاده  ميخك ژنتيكي گياه

  منابع
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 Morphology and anatomy of somatic embryogenesis in carnation 

(Dianthus caryophyllus L.) 
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Abstract  

Somatic embryogenesis is a good model for embryo development studies. The 
morphological and anatomical aspects of indirect somatic embryogenesis in carnation 
were described. Calli were produced on MS culture medium containing sucrose 30 g/l-1 
supplemented with 2 mg/l 2,4-D and 0.2 mg/l BA. Histocytological analysis carried out 
on calli. Somatic embryos formed when embryogenic calli were transferred to MS 
medium containing 30 g/l-1 sucrose and 60 g/l-1 mannitol. Histocytological analysis 
carried out on developmental process of somatic embryos. Cotyledonary somatic 
embryos converted into plantlets when they were transferred onto the half-strength MS 
culture medium. 

Keywords: carnation, somatic embryo, callus 
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