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  چكيده
هاي  سازي ژنوتيپهمگروه منظورهبعنوان روشي پربازده و اميدبخش رويشي به زاييامروزه توليد گياهچه از طريق جنين

اين روش در كشور ما اكنون هماگرچه . مورد توجه قرار گرفته استبرگان سوزني هاي اصلاحيبرنامهكاربرد آن در و منتخب 
، تعيين محيط كشت حاضر تحقيق هدف از .هاي سنتي گرددزودي جايگزين روشه ب رودلي انتظار ميو ،ي داردپژوهشجنبه 

زايي امكان جنينبنابراين با استفاده از دو محيط كشت متفاوت،  .ستزاتوليد بافت جنين از نظرهاي برتر مناسب و انتخاب گونه
و  با استفاده از ريزنمونه جنين زايشي بالغزا بافت جنين يالقامرحله . رار گرفتق بررسيمتفاوت كاج مورد  گونة 5رويشي در 
. انجام شد P. sylvestrisو  Pinus eldarica ،P. brutia ،P. nigra ،P. radiata هايدر گونه HLM-1و  DCRهاي محيط كشت
محيط نوع طبق نتايج بدست آمده، اثر  .شد گيرياندازه) هفته پس از كشت اوليه 6و  3(زا در دو مرحله بافت جنينسطح مقطع 

- به .حاصل شد DCRو محيط  Pinus eldarica گونةبوده و بهترين نتايج در  دارمعنيزا بافت جنين يالقا مقداركشت و گونه بر 
سپس . نجام شدحيط كشت تازه ابار در مو هر دو هفته يك هفته 10مدت  به هابافت واكشتزا، ي جنينهابافتمنظور پرآوري 

 10و محيط كشت محتوي  كننده رشدمحيط كشت بدون تنظيمتيمار در معرض دو پيش هفته 2مدت  زا بهي جنينهابافت
-هقطعزا، منظور بلوغ جنين رويشي از بافت جنينبهنهايت قرار گرفتند و در BAميكرومول در ليتر  5و  D-2,4ميكرومول در ليتر 

گرم  60، آبسيزيك اسيد گرم در ليترميلي 25حاوي  DCRگرم به محيط كشت ميلي 100تا  75قريبي زا با وزن تبافت جنين هاي
عنوان شاهد به آبسيزيك اسيدبا همين تركيب ولي بدون  DCRمحيط كشت . گرم در ليتر ژلرايت انتقال يافتند 4در ليتر ساكارز و 
و تنها در  انجام نشدجنين به جنين كامل زا، تبديل پيشر بافت جنينجنيني دساختارهاي پيشمشاهده با وجود  .در نظر گرفته شد
  .مشاهده شد) ايطويل و شيشه(ساختارهاي جنيني غيرطبيعي  P. eldarica گونةي هابافتتعداد معدودي از 

  
  .جنينيكننده رشد، ساختار پيشتيمار، تنظيمجنين زايشي بالغ، پيش :هاي كليديواژه

  
  مقدمه

اي ان در ميان اجتماع گياهي جايگاه ويژهبرگسوزني
اين گياهان از نظر ارزش اقتصادي و جنبه زيبايي . دارند

هاي تعدادي از گونه .باشندداراي اهميت بسزايي مي
علت بهرادياتا مانند كاج ها خصوص كاجبرگ بهسوزني

سرعت رشد و بازده بيشتر در توليد چوب مرغوب، از 
هاي خاصي نسبت لويتوويژه و اامتيازهاي تكنولوژيكي 

ازدياد . برگ برخوردار هستندهاي پهنگونه ديگربه 
هاي سنتي بذر و قلمه داراي رگان از طريق روشبيسوزن

. است هاي فراوان و حتي گاهي غيرممكنمحدوديت
-خصوص استفاده از جنينهاي نوين كشت بافت، بهروش

زدياد اين زايي رويشي، جايگزين مناسب و مطمئن براي ا
زايي رويشي، با استفاده از جنين. رسدنظر مي گياهان به

كنواخت دست هاي منتخب و يتوان به توليد انبوه كلونمي
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- انامروزه ايجاد نهالست. )Tang & Newton, 2007(يافت 
هاي منتخب با استفاده از ي جنگلي با توليد كلونها

 .Pكاج  گونةزايي رويشي، در سه سيستم جنين

banksiana ،P. taeda و      P. radiata پذير استامكان 
)Häggman et al., 2005( .زايي رويشي در سوزنيجنين

برگان از اين ازدياد سوزني بوده واي جديد برگان پديده
هاي سلولي طريق داراي فوايد ديگري مانند نگهداري لاين

پلاسم و استفاده از عنوان ذخيره ژرمزا بهبافت جنين
 .استعنوان بذر مصنوعي نيز دار بههاي پوششجنين

برگان زايي رويشي سوزنيها در جنينانگيزه اولين تلاش
اتفاق افتاد و  1980و اوايل دهه  1970در اواخر دهه 
 Pinusهاي جنيني از كشت سلولساختارهاي شبه

banksiana  وPicea glauca اگرچه اين  ؛توليد شد
ولي چند سال پس د گياهچه نشدند ساختارها قادر به تولي

هاي رويشي بالغ كه توانايي تبديل شدن  از آن، توليد جنين
 Picea با استفاده از جنين نابالغ به گياهچه كامل را داشتند،

abies با موفقيت انجام شد )Stasolla et al., 2002(. 
و  )Tautorus et al., 1990( هاي زايشي بالغبعدها جنين

 ,.Attree et al(روزه  30تا  12زده  وانههاي جگياهچه

به. نه مورد استفاده قرار گرفتندعنوان ريزنموهم به )1990
كيد بر تغيير ازدياد أعد، تبه ب 1985كلي از سال  طور

زايي يناي به جنزايي درون شيشهبرگان از اندامسوزني
اگرچه . )Wilson & Thorpe, 1995(رويشي بوده است 

زايي رويشي در تعداد زيادي از جنين تكثير از طريق
زايي برگان گزارش شده است، ازدياد از طريق اندامسوزني

برگان از كشت كالوس تنها در تعداد معدودي از سوزني
 ;Norgaard & Krogstrup, 1991(بدست آمده است 

Tang et al., 2007( .زايي به  ريزازديادي از طريق اندام
اي بيش از ياهچه در طول دورهگياهچه از هر گ 40توليد 

زايي رويشي كه جنيندرحالي ،شودماه محدود مي 6
 زا را داردتوليد هزاران جنين از هر گرم بافت جنين قابليت

)Becwar et al., 1987(. زايي رويشي در سوزنيجنين -

ها با گياهان گلدار، در بسياري از جنسبرخلاف برگان 
اي  شرايط درون شيشه فراواني مواجه است و در مسائل

موارد موفقيت در  بيشتردهد و در سرسختي نشان مي
ي ها بافتدهد كه ريزنمونه از ي رخ ميتوليد گياهچه زمان

جوان مانند جنين نابالغ و يا جنين بالغ زايشي انتخاب 
براي تعيين محيط  ها، بنابراين امروزه بيشتر تحقيقگردد

شي با توانايي بالا توليد جنين روي منظوربهكشت مناسب 
 ,.Stasolla et al( شوددر توليد گياهچه مرغوب، انجام مي

تعيين محيط كشت هدف از تحقيق حاضر،  .)2002
توليد  منظوربهكاج جنس ر هاي برتگونهمعرفي و  مناسب

  .استو جنين رويشي زا بافت جنين
  

  مواد و روشها
  تهيه مواد گياهي

ايشگاه كشت بافت و در آزم 1388اين تحقيق در سال 
گروه علوم باغباني پرديس كشاورزي و منابع طبيعي 

از مركز نظر كاج  موردبذرهاي . انجام شددانشگاه تهران 
 بذرهااين  .شدبذر جنگلي خزر واقع در شمال كشور تهيه 

ي شده نگهدارگراد  درجه سانتي 4 در دمايسال  2مدت  به
اول قبل از ضدعفوني بذرها در دو مرحله، مرحله . بودند

جدا كردن پوسته سخت بذر و مرحله دوم پس از جدا 
منظور ضدعفوني بذرها به. شدن پوسته بذر، انجام كرد

دقيقه در زير آب روان شستشو  10را به مدت  ابتدا آنها
تمامي مراحل  مرحله شستشوي بذر،از  پس( داده

ضدعفوني در داخل هود مخصوص كشت بافت انجام 
ور كرده و غوطه) V/V( درصد 70ل در اتانوسپس  ،)شد

پس از پنج دقيقه با آب مقطر استريل شستشو داده و اين 
) كلر فعال درصد 25/5داراي ( وايتكسبار با استفاده از 

دقيقه عمل استريل  10و مدت زمان  )V/V( درصد 20
پس از ضدعفوني بذرها سه مرتبه در آب مقطر . انجام شد

ساعت در آب  4مدت استريل شستشو داده شده و به 
پس از آن پوسته بذر را جدا . مقطر استريل خيسانده شدند
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مدت  به )V/V( درصد 70ه و اين بار ابتدا در اتانول كرد
به مدت  )V/V( درصد 10 وايتكسدو دقيقه و سپس در 
سه مرتبه با آب مقطر  ه و مجدداًكردپنج دقيقه ضدعفوني 

كشش سطحي  منظور كاهشبه. استريل شستشو داده شدند
و تماس بهتر مواد ضدعفوني كننده با ريزنمونه، به 

 20توئين هاي ضدعفوني كننده چند قطرهمحلول
)Tween20 (هاي گياهي شامل ريزنمونه. اضافه شد

هاي حاوي جنين بوده كه با استفاده از پنس مگاگامتوفيت
هاي كامل هاي سالم با لپهو تيغ اسكالپل باز شده و جنين

در هر . افقي روي محيط كشت قرار گرفتندصورت به
ها و پتري جنين كشت شد شش )mm 15×10( ديشپتري

ها در اتاقك رشد با ديشپتري. ندبسته شد كاملاً با سلفون
و ) ساعت روشنايي C○1±25 )16 ميانگين دماي روزانه

نگهداري  )ساعت تاريكي C○1±19 )8ميانگين دماي شب 
زا در لقا و پرآوري بافت جنينها در مرحله انمونه. شدند

نور بسيار اندك معرض زايي در تاريكي و در مرحله جنين
  .قرار گرفتند

  
  محيط كشتتهيه 

هاي مورد استفاده در اين تحقيق شامل محيط كشت
 .بود DCRو محيط  )HLM-1 )Tremblay, 1990محيط 
 5/0آگار، -گرم در ليتر آگار 8كدام از اين دو محيط  به هر
و  D-2,4 در ليتر ميكرومول 10، گلوتامين-الر ليتر دگرم 

 ،HLM-1به محيط  .افزوده شد BA در ليتر ميكرومول 5
و به در ليتر  گرم كازئين هيدروليزات 1و  گرم ساكارز 10

گرم كازئين  5/0گرم ساكارز و  DCR 30محيط 
چنين براي مرحله هم. شداضافه در ليتر  هيدروليزات

گرم در ليتر ميلي 25حاوي  DCRزايي، محيط كشت جنين
ABA ،60  ،گرم ال 1گرم ساكارز و چهار گرم ژلرايت -

 pH .گرم كازئين هيدروليزات بكار رفت 1گلوتامين و 
نهايت محيط داخل  تنظيم شد و در 8/5محيط كشت روي 

- و به C○121اتوكلاو با شرايط فشار يك اتمسفر، دماي 

- ميلي 25ديش يبراي هر پتر .شداستريل دقيقه  20مدت 
كه ذكر است  قابل. ليتر محيط كشت در نظر گرفته شد

استفاده از فيلتر  با ABA گلوتامين و-محلول ذخيره ال
رسيدن  پس ازو  ضدعفوني شده ميكرومتري 22/0 غشايي

، به محيط اضافه C○60-50حدود  دماي محيط كشت به
  .شدند

  
  زابافت جنينو پرآوري مرحله القا 

زا از جنين زايشي بافت جنين يالقا مقدار ارزيابي براي
 گونة 5و  HLM-1و  DCRاز دو محيط كشت جامد بالغ، 

 .P. eldarica ،P. brutia ،P. nigra ،Pكاج  مختلف

radiata و P. sylvestris  صورت آزمايش به .شداستفاده
- فاكتوريل در قالب طرح بلوك كامل تصادفي چندمشاهده

هر تكرار شامل سه مشاهده  .شدانجام و با سه تكرار اي 
جنين كشت (نمونه  6و هر مشاهده شامل ) ديشپتري(

 در دو نوبت، سه زاي جنينهابافتگيري اندازه. بود )شده
 منظوربه. انجام شد هفته و شش هفته پس از كشت اوليه

-زا، بزرگترين قطر بافت اندازهبافت جنين يارزيابي القا
- عنوان اندازه واقعي، يادداشتهمتر بگيري و با واحد ميلي

و  2، 1، 0(ارتفاع بافت در چهار سطح فرضي . برداري شد
عنوان ضرب اين دو داده بهگيري شد و حاصلاندازه) 3

ها اين داده. بزرگترين سطح مقطع بافت در نظر گرفته شد
و تفاضل بين دو  ندگيري شداندازه ذكر شدهدر دو زمان 

عنوان سرعت رشد در بافت، به داده بزرگترين سطح مقطع
از زمان كشت، هفته پس  6 .معرفي شد هفته 3بازه زماني 

ها جدا شده و با ابعاد ي القا شده از ريزنمونههابافت
و با  ي قبليهامتري در همان محيط كشتميلي 10×10

هر  زاي جنينهابافتواكشت . همان تركيب واكشت شدند
هفته از زمان  8گذشت  پس از .بار انجام شددو هفته يك

، زاييانتقال به محيط جنين قبل از هابافتاولين واكشت، 
بدين  .تيمار قرار گرفتنددر معرض پيش به مدت دو هفته

و  DCR كشت هايبه محيط هابافتترتيب كه نيمي از 
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HLM-1  2,4ميكرومول در ليتر  10محتوي-D  5و 
كشت ط محيدو و نيمي ديگر به  BAميكرومول در ليتر 

  .منتقل شدند رشد كنندهبدون تنظيمذكر شده 
  
  زازايي و بلوغ جنين رويشي از بافت جنينمرحله جنين

مختلف كاج كه دو هفته  گونة 5ي القا شده از هابافت
) HLM-1±PGRو  DCR±PGR(تيمار در معرض پيش

زايي محتوي كشت جنينقرار گرفته بودند، به محيط 
ABA فاقدكشت  محيط .انتقال يافتند ABA عنوان به

قطعه از بافت  10در اين مرحله . شاهد در نظر گرفته شد
ديش يگرم در هر پترميلي 100تا  75زا با وزن جنين

به محيط كشت جديد  هابافتپس از يك ماه . كشت شد
. منتقل شدند ABAبا همان تركيب قبلي ولي بدون 

تصادفي  صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاًآزمايش به
هفته پس از انتقال به  8 نتايج .و در سه تكرار انجام شد

  .ارزيابي شدزايي، محيط جنين
  

  نتايج
  زابافت جنين يمرحله القا

روز از زمان كشت اوليه،  14 تا 10پس از گذشت 
هاي جنيني، در زا از هيپوكتيل و لپهبافت جنين يالقا

 P. eldarica هايابتدا جنين گونه. شدها آغاز برخي گونه
ند و پس از كردزا بافت جنين يشروع به القا  P. brutiaو

بافت در  يگذشت چهار هفته از زمان كشت اوليه، القا
 P. sylvestrisو  P. radiata، P. nigra هايجنين گونه

هاي بالغ روي پس از قرار گرفتن جنين .نيز ادامه يافت
نگي در اي ربافت آبكي و لزج قهوهابتدا محيط كشت، 

هاي جنيني سپس هيپوكتيل و لپه. انتهاي جنين ايجاد شد

- ژلهشفاف و  نيمه، كمي طويل و متورم شدند و بافت نرم
هايي كه ر جنينحالت تورم د. وجود آوردند هب را اي مانند
، مشاهده نشد و با گذشت زمان از بافتي توليد نشد در آنها

- قابل ملاحظهها بدون تغيير رنگ تاريخ كشت اوليه، جنين
بافت در اغلب  يالقا. اي خشك شده و از بين رفتند

كتيل ولي پس از آن اپي انجام شدها ابتدا از هيپوكتيل گونه
 .ندكردزا هاي جنيني نيز شروع به توليد بافت جنينو لپه

ديده  هاي ناقص و آسيب لازم به ذكر است در كشت جنين
هاي نها جنيناز نظر توليد بافت موفقيتي حاصل نشد و ت

هاي كامل قابليت توليد بافت زايشي سالم و داراي لپه
ميكروسكوپي كه براي  هايبررسي .زا را داشتندجنين

زا انجام شد، نشان ن شكل بافت يا توده جنينكردمشخص 
 هاي متفاوت، تقريباًزا در گونهينداد كه شكل بافت جن

اي و شتهي رهابافتاي از اين بافت مجموعه .يكسان است
  .دهدرفته را تشكيل ميطويل درهم

هاي اي از تودهزا در حقيقت از مجموعهبافت جنين
-جنيني از سلولتوده پيش. جنين تشكيل يافته استپيش

هاي هم فشرده را در رأس توده و سلولهاي مريستمي به
دنبال آن، تشكيل شده است كه پس طويل سوسپانسور به

زايي، زا در محيط كشت جنينيناز قرار گرفتن بافت جن
ها جنيني به جنين كامل تبديل شده و لپهساختارهاي پيش

زا، بافت در كنار بافت جنين. گيرنددر آن شكل مي
زا متفاوت زا نيز توليد شد كه كاملاً با بافت جنينغيرجنين
هاي بافت از ويژگي. راحتي قابل تشخيص است بوده و به
تراكم بيش از اندازه و سختي بافت  توان بهزا ميغيرجنين

همچنين . اي آن، اشاره كردو رنگ زرد متمايل به قهوه
اي مانند در اين بافت ديده نشد و پس از ساختار رشته

  ).1شكل(چند بار واكشت از بين رفتند 
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القاي بافت : Bايشي بالغ كشت شده روي محيط جامد، جنين ز: A(بروسيا  زا از جنين زايشي بالغ كاجمراحل القاي بافت جنين -1شكل
تصوير : X50( ،Eنمايي  بزرگ(ا زمانند بافت جنين اي و ميلهحالت رشته: Dزا، بافت نرم و نيمه شفاف جنين: Cزا از هيپوكتيل، جنين

 )زاتوده سخت و متراكم بافت غيرجنين: Fو ) X400نمايي  بزرگ(زا ميكروسكوپي توده جنين

  
برداري از توليد بافت ايج تجزيه واريانس دادهنت
زا نشان داد كه عامل محيط كشت و گونه داراي اثر جنين

گيري مقدار توليد بافت هاي اندازهداري بر شاخصمعني
  ).1جدول(بودند 

  
  زابافت جنين يتجزيه واريانس اثر محيط كشت و گونه بر القا -1جدول

 درجه آزادي  منبع تغييرات

  ن مربعات صفاتميانگي

  قطر بافت
  )مترميلي(

 ارتفاع بافت
  )دهينمره(

 سطح مقطع بافت
  )هفته 3پس از (

  )تخميني(

 سطح مقطع بافت
  )هفته 6پس از (

  )تخميني(

 سرعت رشد بافت
  )هفته 3در مدت (

  )تخميني(
  ns10/0  ns23/4  ns76/2  ns35/2  40/3*  2  بلوك

  39/985**  30/1824**  16/128**  60/1**  38/15**  1  محيط كشت
  83/313**  66/2176**  61/912**  62/12** 17/127**  4  گونه
  10/82**  59/235**  73/62**  87/0**  48/6**  4  گونه×محيط كشت
  64/1  89/3  60/5  07/0  74/0  18  خطا

  88/0  04/2  77/1  04/0  32/0  60 خطاي نمونه برداري
CV   86/11  71/12  99/12  62/7  01/11  

  داري عدم معني: nsو  درصد 1ن اثر تيمار هورموني و گونه در سطح دار بودمعني: **
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  زا در گونة كاج بروسيااثر محيط كشت بر القاي بافت جنين -2شكل
  )سمت چپ DCRسمت راست و محيط كشت  HLM-1 كشت محيط(

  
، مقدار القاي )2شكل(در مقايسه بين دو محيط كشت 

قرار گرفته  DCR هايي كه در محيطزا از جنينبافت جنين
، در تمامي صفات HLM-1 بودند، نسبت به محيط كشت

  ).2جدول(داري بيشتر بود طور معنيبه
  

  زااثر نوع محيط كشت بر القاي بافت جنين -2جدول

  قطر بافت  محيط كشت
  )مترميلي(

  ارتفاع بافت
  )دهينمره(

 سطح مقطع بافت
  )هفته 3پس از (

 )تخميني(

  سطح مقطع بافت
  )هفته 6پس از (

 )تخميني(

  سرعت رشد بافت
  )هفته 3در مدت (

  )تخميني(
DCRa 16/5  a67/1 a43/11 a 27/23 a 84/11  

HLM-1  b 34/4  b40/1 b04/9 b 27/14 b 23/5  
  .داري با هم دارندحروف غيرمشترك در هر ستون اختلاف آماري معني

  
د بافت نشان دا يمقايسه ميانگين اثر اصلي گونه بر القا

 Pinus eldarica گونةهاي مورد آزمون، كه در بين گونه
در  P. brutia گونةگيري و در تمامي صفات مورد اندازه

ها، اندازه قطر و سرعت رشد بافت نسبت به ديگر گونه

توليد بافت و  مقداراز نظر  P. radiata گونة. برتري دارند
 سرعت رشد، در مقايسه با از نظر P. sylvestris گونة

  ).3جدول(باشند ها داراي كمترين مقادير ميديگر گونه

  
  زابافت جنين ياثر گونه بر القا -3جدول

  قطر بافت  گونه
  )مترميلي(

  ارتفاع بافت
  )دهينمره(

 سطح مقطع بافت
  )هفته 3پس از (

 )تخميني(

  سطح مقطع بافت
  )هفته 6پس از (

 )تخميني(

  سرعت رشد بافت
  )هفته 3در مدت (

  )تخميني(
P. brutia a 21/7  b22/2 b40/16 b 17/29 a 77/12  

P. eldarica  a 32/7  a46/2 a33/18 a 64/31 a 31/13  
P. nigra b 90/4  c50/1 c37/9 c 23/15 b 87/5  

P. radiata  d 12/1  e39/0 e46/1 e 78/7 b 32/6  
P. sylvestris  c 20/3  d12/1 d61/5 d 02/10 c 41/4  
  .داري با هم دارندك در هر ستون اختلاف آماري معنيحروف غيرمشتر
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بافت  يبرطبق اثر اصلي محيط كشت بر القا
توليد و  مقدارداري طور معنيبه DCR، محيط )2جدول(

 HLM-1سرعت رشد بافت بيشتري نسبت به محيط 
 ولي بررسي اثر متقابل بين محيط كشت و گونه ،داشت

ها بجز ر همه گونهدهد كه اين اثر د نشان مي )4جدول(
در محيط  P. nigra گونةكند و صدق مي P. nigra گونة

HLM-1 توليد بافت بيشتري  مقدارداري طور معنيبه
، اما در مورد سرعت رشد اين دارد DCRنسبت به محيط 

نسبت به محيط  DCRمطابق اثر اصلي، محيط  ،گونه
HLM-1 چنين برخلاف هم. داري نشان دادبرتري معني

 P. brutia گونةج اثر اصلي، در مورد ارتفاع بافت در نتاي
در  .داري مشاهده نشدبين دو محيط كشت تفاوت معني

نتايج اثر  HLM-1بررسي اندازه قطر بافت، در محيط 
كه در  حالي متقابل با نتايج اثر اصلي تطابق داشته در

شود، برخلاف آنچه در اثر اصلي مشاهده مي DCRمحيط 
 از نظر اندازه قطر با P. sylvestris و P. nigra گونةدو 

نتايج حاصل از اندازه ارتفاع . داري ندارندهم تفاوت معني
بافت و سطح مقطع اوليه مشابه هم بوده و با هم بررسي 

 .Pو  P. eldaricaهاي  گونه HLM-1در محيط . شوندمي

brutia داري برخلاف نتايج اثر اصلي، با هم تفاوت معني
برخلاف آنچه در اثر اصلي  DCRدر محيط ندارند و 
ا هم ب P. sylvestris و P. nigra گونةشود، دو مشاهده مي
از نظر اندازه سطح مقطع ثانويه . داري ندارندتفاوت معني

بين  HLM-1برخلاف نتايج اثر اصلي، در محيط  ،بافت
بين  DCRو در محيط  P. brutiaو  P. eldaricaهاي گونه
اختلاف  P. sylvestrisو  P. nigra، P. radiata هايگونه
در بررسي سرعت رشد بافت، در . داري وجود نداردمعني

 .P گونةنسبت به  P. nigra گونة HLM-1محيط 

sylvestris  گونةو P. sylvestris  گونةنسبت به P. 

radiata داري سرعت رشد بيشتري داشته و طور معنيبه
 صلي گونه در سرعت رشداين نتايج مغاير با نتايج اثر ا

 گونةنيز از نظر سرعت رشد بافت،  DCRدر محيط . است

P. radiata گونة نسبت به P. nigra داراي برتري معني-
 P. sylvestrisو  P. nigra گونةدار بوده ولي بين دو 

كه در  حالي شود، درداري مشاهده نمياختلاف معني
 .Pهاي نتايج اثر اصلي گونه، سرعت رشد بافت در گونه

nigra  وP. radiata داري نداشته ولي با هم تفاوت معني
- به ).3جدول(برتري دارند  P. sylvestris گونةنسبت به 

توان  كلي با بررسي اثر متقابل محيط كشت و گونه مي طور
ز نظر گفت بهترين نتيجه هم از نظر مقدار توليد و هم ا

و در  P. eldaricaزا، در گونة سرعت رشد بافت جنين
حاصل شد و كمترين مقدار توليد  DCRمحيط كشت 

و در محيط  P. radiataبافت و سرعت رشد در گونة 
HLM-1  4جدول(مشاهده شد.(  

  
  زازايي و بلوغ جنين رويشي از بافت جنينمرحله جنين

ا نوع محيط نتايج نشان داد بدون در نظر گرفتن گونه ي
كننده تيمار بدون تنظيمكشت پيشين، تفاوتي بين دو پيش

كننده رشد، از نظر مقدار رشد و يا رشد و حاوي تنظيم
ها پس اگرچه اختلاف بين گونه. تغيير بافت، ملاحظه نشد

 زايي كاملاًاز قرار گرفتن در معرض محيط كشت جنين
 P. eldaricaو  P. brutiaهاي مشخص بود و در گونه

-زايي انتقال يافتند بين دو پيشكه به محيط جنين زماني
-HLMو  DCR±PGRهاي كشت محيط(تيمار قبلي 

1±PGR از نظر مقدار رشد و دوام ) در مرحله پرآوري
بافت اختلافي مشاهده نشد و هر دو گروه در هر گونه 

ولي اين موضوع  ،هاي تقريباً يكسان بودندداراي ويژگي
 P. sylvestrisو   P. radiata،P. nigraي هادر مورد گونه

در  هايي كه قبلاًصادق نبوده و در اين سه گونه، بافت
هايي كه قرار داشتند نسبت به نمونه DCRمحيط پرآوري 

بودند، واكنش بهتري به محيط  HLM-1در محيط پرآوري 
. زايي نشان داده و از دوام بيشتري برخوردار بودندجنين

دليل حساسيت اين سه گونه به به لاًاين موضوع احتما
. تعويض نوع محيط كشت و تغيير تركيب آن است
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بدون (هاي شاهد هاي نمونهبافتكه همچنين مشاهده شد 
ABA(هايي كه در محيط كشت داراي ، نسبت به نمونه
ABA  بودند، دوام بيشتري داشته و پس از مدت زمان

 زا زمانياي جنينهكلي، بافت طوربه. بيشتري از بين رفتند
زايي قرار گرفتند، با حفظ ظاهر كه در معرض تيمار جنين

رشته مانند خود، از حالت آبكي و نرم و شفاف خارج 

شده و به بافتي سفيدرنگ، متراكم و فشرده تبديل شدند 
-جنيني در بافت جنينبا وجود ساختارهاي پيش). 3شكل(

و تنها در  جنين به جنين كامل انجام نشدزا، تبديل پيش
ساختارهاي  P. eldaricaهاي گونة تعداد معدودي از بافت

مشاهده شد ) ايطويل و شيشه(جنيني غيرطبيعي 
  ).3شكل(

  
 زابافت جنين ياثر متقابل محيط كشت و گونه بر القا -4جدول

  گونه  محيط كشت
  قطر بافت

  )مترميلي(
  ارتفاع بافت

  )دهينمره(

  سطح مقطع بافت
  )هفته 3پس از (

  )تخميني(

  سطح مقطع بافت
  )هفته 6پس از (

  )تخميني(

  سرعت رشد بافت
  )هفته 3در مدت (

  )تخميني(
DCR P. brutia a 71/7  b 31/2  b 13/18  b 47/35  a 33/17  
DCR P. eldarica  a 04/8  a 60/2  a 20/21  a 62/39  a 42/18  
DCR P. nigra d 31/4  d 29/1  e 38/7  e 04/14  d 67/6  
DCR P. radiata  e 11/2  e 73/0  f 78/2  e 00/14  b 22/11  
DCR P. sylvestris  d 64/3  d 42/1  e 64/7  e 22/13  de 58/5  

HLM-1 P. brutia b 71/6  b 13/2  c 67/14  c 87/22  c 20/8  
HLM-1 P. eldarica  b 60/6  b 31/2  c 47/15  c 67/23  c 20/8  
HLM-1 P. nigra c 49/5  c 71/1  d 36/11  d 42/16  e 07/5  
HLM-1 P. radiata  f 13/0  f 04/0  g 13/0  g 56/1  g 42/1  
HLM-1 P. sylvestris  e 76/2  e 82/0  f 58/3  f 82/6  f 24/3  

  .داري با هم دارندحروف غيرمشترك در هر ستون اختلاف آماري معني
  

  
  

  )چپجنين غيرطبيعي سمت (زايي زا در محيط جنينبافت متراكم و سفيدرنگ جنين -3شكل
  

زا با هاي جنس كاج توليد بافت جنينگونه بيشتردر   بحث
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استفاده از جنين زايشي نابالغ و يا بالغ ميسر است، اگرچه 
ها زا بين گونهالقا و سرعت رشد بافت جنين مقداراز نظر 
القاي  Salajova et al. (1999) .هايي وجود داردتفاوت

از جنين بالغ، پس  را با استفاده P. nigraزا در بافت جنين
 تياحك گزارش آنها. ندكردهفت هفته گزارش  از شش تا

كه ابتدا بافت شبه كالوس نكروزه، در انتهاي  داردن آاز 
ها طويل چه جنين تشكيل شده، سپس هيپوكتيل و لپهريشه
اي شوند و بافت نرم و سفيدرنگي با ساختارهاي ميله مي

فت پودري و چنين باهم آنها. نمايندشكل توليد مي
ند كه كردخود مشاهده  هاياي را نيز در آزمايش شكننده

هاي بعدي زا بود و در واكشتدر حقيقت بافت غيرجنين
حضور  ميكروسكوپي آنها هايبررسي. رفتمي ناز بي
زا از جنين توليد بافت جنين. كردهاي طويل را تاييد سلول

هفته  پس از چهار تا هشت Picea rubensزايشي بالغ در 
 مشاهدهگراد درجه سانتي 26تا  25در تاريكي و در دماي 

-نواحي هيپوكتيل و اپي عمده طوربهاين بافت  أ، منششد
. Isabel & Tremblay, 1995)(كتيل گزارش شد 

Tremblay (1990)  در موردPicea glauca  كردگزارش 
هاي طويلي كه ساختارهاي زا از سلولكه بافت جنين
كنند و مراكز مريستمي فعال كه ا ايجاد ميسوسپانسوري ر

. آورد، تشكيل شده استوجود ميتوده جنين اوليه را به
زا، سخت بودن ي غيرجنينهابافتطبق نتايج او ويژگي 

واكشت شوند، طور منظم كه به صورتي بافت بوده كه در
زا در طول دوره سه ي غيرجنينهابافتدرصد از  10تا  5

 Salajova & Salaj. شوندزا تبديل مينماهه به بافت جني

را با استفاده از  P. nigraدر زا بافت جنين يالقا (2005)
هاي جنيني گزارش جنين بالغ، پس از شش هفته از لپه

چه را ي توليد شده از هيپوكتيل و ريشههابافت آنها. ندكرد
ن در محيط تازه، سياه شده و از كردكه با دو بار واكشت 

با توجه به نتايج  .زا دانستندفتند را غيرجنينربين مي
زا، اهميت نوع و القاي بافت جنين مقداربدست آمده از 

عنوان عوامل اصلي در تركيب محيط كشت و گونه به

دانستن اين . شودزا، مشخص ميبافت جنين يالقا مقدار
 يالقا مقدارهايي در كنش موضوع كه چه عوامل و برهم

به  زيرا ،يرگذار هستند، بسيار مهم استثزا تأبافت جنين
از ديگر . منجر خواهد شد بيشتر بافت يپاسخ بهتر و القا

توان به زا ميبافت جنين يالقا مقدارثيرگذار در عوامل تأ
آوري بذر، ژنوتيپ، نوع ريزنمونه و تيمارهاي تاريخ جمع

اگرچه يك محيط كشت . كردره هورموني مختلف اشا
هاي ط كشت پايه براي همه گونهعنوان محيبه مشخص
-رسد و هر يك از گونهنظر نمي برگان مناسب بهسوزني

برگان واكنش متفاوتي به انواع محيط هاي مختلف سوزني
، DCRهايي مانند ولي محيط كشت ،دهندكشت نشان مي

LM ،MS  وLP عنوان محيط كشت پايه در  اغلب به
 Stasolla(گيرند برگان مورد استفاده قرار ميبيشتر سوزني

et al., 2002( .Park et al. (2006) القا را در چهار  مقدار
 .P. banksiana، P. strobus ،P(مختلف كاج  گونة

pinaster ،P. sylvestris(  با استفاده از جنين نابالغ و سه
و تيمارهاي  WV5)و  mLV) ،DCRنوع محيط كشت 

سال و  هاي متفاوت، طي سهمختلف هورموني در ژنوتيپ
 اثرهاي آنها. ندكرددر سه آزمايشگاه مختلف بررسي 
دار خود معني هاي محيط كشت و ژنوتيپ را در آزمايش

زا در القاي بافت جنين مقداربالاترين . ندكردگزارش 
، P. banksiana گونةبراي  درصد 9/3بهترين شرايط، 

 .Pبراي  درصد P. strobus ،2/76براي  درصد 6/54

pinaster  گونةبراي  درصد 7/19و P. sylvestris  بدست
 mLVالقا در محيط كشت  مقدارچنين بالاترين آمد و هم

اثر دو نوع محيط كشت  Ishii et al. (2001) .مشاهده شد
SM1)  و(LPm  كاج  گونةرا در دوP. densiflora  وP. 

thunberghii  سروشبه گونةو دو )Chamaecyparis 

pisifera و C. obtuse(  گونةو Cryptomeria japonica 
 آنهابر طبق نتايج . با استفاده از جنين نابالغ بررسي كردند

هاي مختلف، زا در گونهالقاي بافت جنين مقداراگرچه 
ثيري القا تأ مقدارلي نوع محيط كشت در متفاوت بود و
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 .C گونةزا در القاي بافت جنين مقداربيشترين . نداشت

obtusa )20 هاي القا در گونه مقدارين و كمتر) درصد
 3( P. thunberghiiو ) درصد P. densiflora )1كاج 
عامل مهم موفقيت در القا بافت  آنها. گزارش شد) درصد
پيش (زا را استفاده از جنين نابالغ در مرحله خاص جنين

 Niskanen et al. (2004) .بيان كردند) هااز تشكيل لپه
 گونةزايي رويشي جنين ثير ژنوتيپ و محيط كشت را درتأ

Pinus sylvestris  مبني بر اين  آنهاند، گزارش كردبررسي
زا از محيط القاي بافت جنين مقداراست كه بالاترين 

 49چنين از هم. حاصل شد) درصد DCR )24كشت 
ژنوتيپ به القا پاسخ مثبت داده و  47ژنوتيپ منتخب، 

هاي مختلف، القا در ژنوتيپ مقدارولي  ،ندكردتوليد بافت 
 Garin et .متغير بود درصد 42تا  درصد 1متفاوت و از 

al. (1998) كاج  گونةهاي مختلف با بررسي ژنوتيپP. 

strobus هاي و محيط كشتDCR  وHLM  تنها اثر
ند و بين دو محيط كشت كرددار گزارش ژنوتيپ را معني

. داري مشاهده نشداز نظر القاي بافت اختلاف معني
Mather et al. (2000)  با استفاده از سه محيط كشت

DCR  وLP  وBM1 زاي كاج در القاي بافت جنينP. 

roxburghii ،DCR عنوان بهترين محيط كشت را به
- زا در گونهالقاي بافت جنين مقداردر كل . ندكردمعرفي 

القا  مقدار. اي استهاي مختلف كاج، داراي دامنه گسترده
در  درصد P. banksiana ،5/1 گونةدر  درصد 4/0از 

و  P. taeda گونةدر  درصد 9/17، تا P. armandii گونة
 Maruyama(متغير است  P. strobus گونةدر  درصد 53

et al., 2007(.  علاوه بر محيط كشت و گونه، عوامل
 زا نقش دارند كه از آنالقاي بافت جنين مقداربسياري در 
هاي رشد، نوع كنندهتوان به مقادير مختلف تنظيمجمله مي

ختلف ريزنمونه و غيره اشاره ريزنمونه و مراحل نموي م
  .كرد

زايي ترين مرحله در جنينيبا توجه به اينكه بحران
آن به جنين  تبديلجنيني و گذر از مرحله پيش رويشي،

عوامل گوناگوني در عدم كه توان گفت مي، است دارلپه
نقش . دارند نقشتكامل يافته موفقيت در بلوغ جنين 

زايي عنوان دو عامل اصلي در جنينژنوتيپ و ريزنمونه به
 چنين اين احتمال وجودهم. است مشخص رويشي كاملاً
-زا در محيطي جنينهابافتدليل كشت مداوم  دارد كه به

هاي رشد به مدت كنندههاي نگهداري محتوي تنظيم
و هاي رشد در بافت زياد شده كنندهطولاني، سطح تنظيم

زا توانايي خود را براي تبديل به جنين از ي جنينهابافت
-زايي رويشي اختلاف برجستهدر جنين. دست داده باشند

در . برگان وجود دارداي بين دو جنس مهم گروه سوزني
چه در جنين و توليد گياه يمقايسه با موفقيت در القا

چه در ، سرسختي در توليد جنين و گياهPiceaهاي گونه
 ,.Tautorus et al(كاملا آشكار است  Pinusهاي گونه

زايي رويشي در جنين هايپژوهشامروزه بيشترين . )1991
دليل سهولت  مر بهگيرد و اين اانجام مي Piceaهاي گونه

-هاي جنيني از طريق جنينچهتوليد گياهنسبي در القا و 
هاي خانواده زايي رويشي، در مقايسه با ديگر جنس

Pinaceae يت اقتصادي توان اهمدليل ديگر را مي. ستا
با توجه به اين  .كاري ذكر كرد اين جنس در صنعت جنگل

ه انجام شدموضوع كه اين تحقيق براي اولين بار در ايران 
زا و هايي در مرحله القاي توده جنيناگرچه موفقيت ،است

 هايبررسيجنين حاصل شد، هنوز ساختارهاي پيش
هاي توسعه غ با لپهبه جنين رويشي بالزيادي لازم است تا 

  .چه حاصل از جنين رويشي دست يافتيافته و گياه
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Abstract 
Nowadays, plantlet production via somatic embryogenesis is considered as an efficient technique in 
clonal propagation of selected genotypes and breeding programs of conifers. Although it is in the phase of 
research in our country, but it is expected that traditional methods will be replaced by this technique soon. 
The main purpose of this survey is determination of suitable culture medium and selection of superior 
species with respect to embryogenic tissue production. The possibility of somatic embryogenesis has been 
studied in five different pine species, using two different culture mediums. The embryogenic tissue 
induction phase was performed using mature zygotic embryo explant and culture mediums DCR and 
HLM-1 in species Pinus eldarica, P. brutia, P. nigra, P. radiata and P. sylvestris. Cross section of 
embryogenic tissue was measured in two phase 3 and 6 weeks after the initial culture. The obtained 
results showed a significant effect of culture medium type and species on the amount of embryogenic 
tissue induction and the best results was obtained from P. eldarica in DCR medium. In order to 
proliferation of embryogenic tissues, subculture of tissues was performed every two weeks in new culture 
medium for ten weeks. Then, embryogenic tissues were exposed to two pretreatments of culture medium 
without growth regulator and culture medium with growth regulators BA and 2,4-D. Finally, in order to 
maturation of somatic embryo from embryogenic tissue, the segments of embryogenic tissue with an 
approximate weight of 75-100 mg were transferred to DCR culture medium containing 25 mg/l of ABA, 
60 g/l of sucrose and 4 g/l of gelrite. The DCR culture medium with the same combination but without 
ABA was considered as control. In spite of pre-embryonic structures in embryogenic tissue, 
transformation of pre-embryo to the complete embryo did not accomplished and just in a small number of 
P. eldarica tissues, unnatural embryonic structures (long and vitreous) were observed. 
 
Key words: Mature zygotic embryo, pre-treatment, growth regulator, pre-embryonic structure 
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