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  15/9/91 :تاريخ پذيرش    12/7/90 :تاريخ دريافت

  

  چكيده

جنين زايي سوماتيكي يك روش جايگزين مناسب براي اصلاح ژنتيكي ارقام مهم تجاري و يكي از تكنيك هاي 

ي تشكيل كالوسهاي جنين زا از رو بر مختلف فاكتورهاياثر در اين پژوهش. ميباشدموثر براي تكثير گياهان 

از محيط . شد مطالعهسيب  M.26در پايه ) گلبرگ، ميله بساك، نهنج گل، برگ و شاخه(ريزنمونه هاي مختلف 

 ،1 صفر،(با غلظت هاي مختلف  دي -توفورو  نفتالين استيك اسيدهورمون نوع تكميل شده با دو  MSكشت پايه 

داري بر تيمارهاي اكسين اثر معني. هاي جنين زا استفاده شدالقاء و توليد كالوسبراي ) ر ليترميلي گرم د 4و  3، 2

بيشتر از محيط نفتالين استيك اسيد هاي حاوي شده در محيط هاي القا روي القا كالوس داشتند و درصد نمونه

بيشترين درصد  ميلي گرم در ليتر نفتالين استيك اسيد 4غلظت باريزنمونه گلبرگ . بوددي -توفورهاي حاوي 

 3B )7GAmg/l 5/0 +ABAmg/lجنينهاي گلوبولار در تيمار  القاءبيشترين درصد . داشترا  زا كالوسهاي جنين

1 +TDZmg/l 1 +MS (مشاهده گرديد .  

  

 MSمحيط كشت  ،كالوسجنين زايي سوماتيكي، سيب،  M.26پايه  :واژه هاكليد 

  

  مقدمه

ه هاي مسيب از جمله درختان ميوه اي است كه برنا

اصلاحي و انتقال ژن زيادي بر روي آن انجام مي گيرد و 

يكي از بهترين روشها براي اين منظور استفاده از جنين 

همچنين استفاده از جنين هاي . هاي سوماتيكي ميباشد

مصنوعي براي گياهان سوماتيكي براي توليد بذور 

ي در آنها مشاهده مي شود و يا تتجاري كه هتروزيگو

اينكه تكثير آنها با روشهاي معمول مشكل است مورد 

جنين زايي سوماتيكي پتانسيل .توجه قرار گرفته است

زيادي به عنوان روش جايگزين براي تكثير كلوني 

كه از آنها جنين قابل  زا ي جنينها سلول. گياهان دارد

آيد، سلولهايي كوچك، داراي محتوي  ويت بوجود مير

سيتوپلاسمي فشرده، هسته بزرگ، واكوئل كوچك و 

شناسي  كه مطالعات بافتهستند  اي فراوان هاي نشاسته دانه

و فعاليت شديد  RNAو مولكولي، سنتز زياد 

ويليامز و (كند   ها تائيد مي متابوليسمي را در اين سلول

امل و فاكتورهاي موثر بر جنين عو ).1986، 1ماهسواران

نوع ريزنمونه، ژنوتيپ، : زايي سوماتيكي عبارتند از

هورمونهاي گياهي و تنظيم كننده هاي رشد، منبع 

در ميان تنظيم كننده هاي رشد، اكسينها  .غيرهنيتروژن و 

معمولترين مواد مورد استفاده براي تغيير انتقال سلول ها 

در بيشتر از . جنيني هستنداز مرحله سوماتيكي به مرحله 

 ءاند، القا پروتكلي كه اخيراً چاپ شده 124درصد از  80

جنين زايي سوماتيكي نياز به حضور اكسين به تنهايي يا 

                                                 
1-Williams & Maheswaran 



2 
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اكسيني ). 2004، 1گاج(در تركيب با سيتوكنين ها دارد 

كه بيشتر براي القا جنين هاي سوماتيكي درون شيشه اي 

كه اكسين مصنوعي  است2دي-توفوراستفاده مي شود، 

نفتالين . بوده و به عنوان علف كش نيز شناخته شده است

ريك ي، ايندول بوت4، ايندول استيك اسيد3استيك اسيد

، پيكلورام و دي كامبا نيز براي جنين زايي استفاده 5اسيد

  ).1995، 6ريماكرز و همكاران( شده اند

نخستين مشاهدات جنين زايي سوماتيكي درون 

؛ 1958، 7رينرت(ويج بدست آمده است شيشهاي در ه

ساير گياهاني كه اين پديده در آنها ). 1959رينرت، 

ايپكچي و (پاولونيا  مطالعه شده است شامل

، 9استابروكس و همكاران(، رز )2003، 8گوزوكيرميزي

، پتوس )2002، 10و همكارانداس (، انگور )2007

، 12حق-ال-ايكرام(، پنبه )2005، 11زانگ و همكاران(

، 13گاويش و همكاران(گونه هاي مركبات  ،)2005

. مي باشند) 1992، 14ناكامورا و همكاران(قهوه  و )1992

در مورد جنين زايي سوماتيكي در سيب تحقيقات اندكي 

صورت گرفته است و در اكثر آنها از ريز نمونه هاي 

دايجني و . كوتيلدوني و بذري استفاده شده است

دادند كه بالاترين سرعت جنين نشان ) 1996( 15همكاران

ه در سيب با تركيبي از هورمونهاي زايي سوماتيكي ثانوي

 16بنزيل آدنين، )ميكرومولار 3/5( نفتالين استيك اسيد

و يا ) ميكرومولار 9/0( كينتينو ) ميكرومولار 9/0(

                                                 
1- Gaj 
2- 2,4-D 
3- NAA 
4- IAA 
5- IBA 
6- Raemakers et al. 
7- Reinert 
8- Ipekci & Gozukirmizi 
9- Estabrooks et al. 
10- Daset al. 
11- Zhang et al. 
12- Ikram-ul-Haq 
13- Gavish et al. 
14- Nakamura et al. 
15- Daigny et al. 
16- BA 

آنها . به تنهايي بدست آمد) ميكرومولار 10( 17تيديازرون

ترين جنين زايي همچنين نشان دادند كه مناسب 

سوماتيكي ثانويه از جنين هاي اوليه درشت و يا 

  .ساختارهايي شبيه كوتيلدون بوجود آمدند

جنين هاي سوماتيكي را از  )1983( 18ليو و همكاران

ريز نمونه هاي برگ سيب رقم گلدن دليشس بر روي 

گرم در  B5،30حاوي ويتامين هاي 19MSمحيط كشت 

در  ميلي گرم10آگار،  گرم در ليتر 8ساكارز، ليتر 

در ليتر نفتالين استيك اسيد  ميلي گرم3و بنزيل آدنينليتر

باززايي جنين هاي سوماتيكي از كوتيلدون . توليد كردند

ها ابتدا  هاي جنين هاي زيگوتي نابالغ زماني كه ريزنمونه

در ليتر  ميلي گرم6(در محيط كشت القا با اكسين بالا 

يكي كشت شدند و سپس به در تار )نفتالين استيك اسيد

ميلي 5/0(نين پايين يت نمو جنين حاوي سيتوكمحيط كش

ميلي  05/0(و اكسين )20در ليتر بنزيل آمينوپورين گرم

منتقل در روشنايي ) در ليتر نفتالين استيك اسيد گرم

  ).1994، 21پاوول و همكاران(بيشتر بود  ،شدند

 و ريزنمونه نوعپژوهشي بررسي اثر هدف از اين كار 

توليد جنين هاي سوماتيكي در  روي بر اكسين هورمون

  .ميباشدسيب  M.26پايه 

  

  ها مواد و روش

سيب  M.26پايه  از درختان بالغ تحقيقدر اين 

موجود در باغ كلكسيون گروه باغباني دانشگاه اروميه 

بافتهاي گلبرگ، نهنج . براي تهيه ريزنمونه استفاده گرديد

و برگهاي بدست آمده از جوانه  گل، ميله بساك، شاخه

اي به عنوان  هاي كشت شده در محيط درون شيشه

در فصل بهار  .ريزنمونه براي توليد كالوس استفاده شد

هنگام گلدهي از گلهاي موجود در سيخك هاي پايه 

ها در  ريزنمونه. نمونه برداري شد M.26هاي مادري 

                                                 
17- TDZ 
18- Liu et al. 
19- Murashige & Skoog 
20- BAP 
21- Paul et al. 
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در مرحله حبابي شكل، (مراحل مختلف باز شدن گل 

ها  ريزنمونه .برداشت شدند) هباز شدكاملا نيمه باز و 

ابتدا با آب شستشو داده شده و ضدعفوني سطحي براي 

ثانيه و  30به مدت ) v/v(درصد  70سپس با الكل 

هاي مختلف نيم درصد و  هيپوكلريت سديم با غلظت

دقيقه  10و 5/7، 5و زمانهاي متفاوت ) v/v(درصد 1

 ،بار آبكشي با آب مقطر استريل 3استريل شدند و بعد از 

بعد . بر روي محيط كشت بدون هورمون كشت گرديدند

كه ريزنمونه هاي آلوده مشخص شدند، نمونه  دو هفتهاز 

هاي سالم بر روي محيط كشت حاوي تركيبات 

در اين تحقيق از محيط كشت . هورموني منتقل شدند

 MSها در محيط ريزنمونه. استفاده گرديد MSپايه

تيمارهاي مختلف هورموني شامل دو نوع اكسين  حاوي

با غلظتهاي مختلف  نفتالين استيك اسيدو  دي-تو فور

رد استفاده غلظت هاي مو. كشت گرديدندجداگانه  بطور

در ليتر از  ميلي گرم 4 و 3، 2 ،1 براي القاي كالوس صفر،

كالوسهاي ايجاد شده بر روي . ها بودهر كدام از هورمون

 يهفته از رشد بر رو 10مختلف بعد از حدود تيمارهاي 

به اندازه كافي رشد كردند  نكهيكشت و پس از ا طيمح

نمونه . بر روي محيط كشت بدون هورمون منتقل شدند

بدون  طيمح يهفته ماندن بررو 8ها بعد از حدود 

و  ييمختلف باززا يبه محيط ها ييباززا يهورمون برا

 6كالوس ها بعد از ). 1جدول (منتقل گرديدند  نينمو جن

. منتقل شدند يقبل بيهفته به محيط جديد با همان ترك

با  يينمونه ها درون پتري ها شيدر مراحل مختلف آزما

 گراددرجه سانتي 25 ±1 يكشت و در دما متريسانت 8قطر 

با  يكيساعت تار 8و  ييساعت روشنا16 وديو فتوپر

  . شدند يلوكس نگهدار 4500تا  3500شدت نور 

 يها زنمونهيمانند درصد ر يصفات شيطول آزما رد

كردند، نوع بافت كالوس، رنگ  ديكه كالوس تول

درصد  ،يشدگ اهيس زانيرشد كالوس، م زانيكالوس، م

 يها نيو تعداد جن يزائ نيجن ليپتانس يدارا يكالوسها

  .شد يريبالغ اندازه گ

پتري به عنوان تكرار استفاده شد و  4هر تيمار از  در

. ريزنمونه يا تكه كالوس قرار داده شد 4درون هر پتري 

براي بررسي اثر نوع ريزنمونه و هورمون اكسين به منظور 

توليد كالوسهاي جنين زا از آزمايش فاكتوريل در قالب 

طرح كاملاً تصادفي و براي توليد جنين ها از كالوس ها 

ح كاملا تصادفي استفاده شد و از نرم افزار از طر

MSTAT-C براي آناليز داده ها استفاده گرديد .

مقايسه ميانگين ها نيز با استفاده از آزمون دانكن در سطح 

  .درصد انجام شد 5

  

 
  هاي كشت باززايي و نمو جنين محيط -1جدول 

  تيمار محيط كشت مورد استفاده

TDZmg/l 1  +MS 1B 

TDZmg/l 2  +MS 2B 

7GAmg/l 5/0  +ABAmg/l 1  +TDZmg/l 1  +MS  3B 

7GAmg/l 1  +ABAmg/l 2  +TDZmg/l 2  +MS 4B 

sucroseg/l 15  +MS 2/1  5B 

7GAmg/l 5/0  +ABAmg/l 1  +TDZmg/l 1  +sucroseg/l 15  +MS 2/1 6B 

sucroseg/l 10  +sorbitolg/l 5  +MS 2/1 7B 

7GAmg/l 5/0  +ABAmg/l 1  +TDZmg/l 1  +sucroseg/l 10  +sorbitolg/l 5  +MS 2/1  8B 
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  و بحث نتايج

  مواد گياهي سطحي ضدعفوني

 هاي تظريزنمونه ها از غلضدعفوني سطحي براي 

. شداستفاده  هاي متفاوتزمان درمختلف هيپوكلريت 

ثانيه استريل سطحي با الكل  30 تيماركه  نتايج نشان داد

دقيقه استريل سطحي هيپوكلريت  5و  )v/v( درصد 70

براي ريزنمونه  بهترين نتيجه را )v/v( درصد 1سديم 

ولي ريز نمونه هاي ميله . داشت هاي گلبرگ و نهنج گل

بنابراين از ريزنمونه . رفتندبساك در همه تيمارها از بين 

هاي گلبرك و نهنج گل استريل شده و برگ و شاخه 

هاي بدست آمده از نمونه هاي كشت بافت شده استفاده 

  .گرديد

  القاء كالوس

 نوع ريزنمونه ،تيمارهاي هورموني اكسينهركدام از

القا تشكيل و بر روي  دارياثر معني و اثرات متقابل آنها

بيشترين كلي  در حالت) 3و  2ول اجد(كالوس داشتند 

 و در ريزنمونه هاي شاخه كالوسهاي تشكيل شدهدرصد 

 كالوسهاي جنين زا در ريزنمونه گلبرگ مشاهده شدالقا 

نسبت به محيط نفتالين استيك اسيدو محيط هاي حاوي 

در اين آزمايش . بهتر اثر كردند دي-توفورهاي حاوي 

هورموني توليد نهنج گل تحت هيچ يك از تيمارهاي 

  .)4جدول ( كالوس ننمود

 نيشتريدهد ب ينشان م 4كه جدول  يهمانطور

نمونه شاخه در  زيدر ر بيكالوس به ترت ليدرصد تشك

و  تريگرم در ل يليم 3و  تريگرم در ل يليم 4 يها غلظت

از  تريگرم در ل يليم 4زنمونه گلبرگ در غلظت ير

 زنمونهير. وجود داشت دياس كياست نيهورمون نفتال

 ديتول گريد يها زنمونهينسبت به ر يبرگ كالوس كمتر

 زنمونهيزا در ر نيجن يكالوسها نيشتريب يول. كرد

 3 تر،يگرم در ل يليم 4 يدر غلظتها بيگلبرگ به ترت

 يليم 4نمونه برگ در غلظت  زيو ر تريگرم در ل يليم

  .مشاهده شد دياس كياست نيهورمون نفتال تريگرم در ل

  روي درصد تشكيل كالوس و درصد كالوس هاي جنين زا NAAتجزيه واريانس اثر هورمون  -2جدول 

  درجه آزادي  منبع تغييرات
  ميانگين مربعات

  درصد كالوسهاي جنين زا  درصد تشكيل كالوس

 517/7353**  646/7550**   3  ريز نمونه

NAA  4   **200/4270   **750/4633 

 NAA  12   **583/534   **350/545×ريزنمونه

 683/1  696/1  60  خطا

CV )65/4  78/4  -  )درصد 

  دار و غيرمعني% 5و % 1دار در سطح احتمال  به ترتيب معني: nsو* ،**

  

  زاروي درصد تشكيل كالوس و درصد كالوس هاي جنين D-2,4تجزيه واريانس اثر هورمون  -3جدول 

  درجه آزادي  منبع تغييرات
  ميانگين مربعات

  درصد كالوسهاي جنين زا  درصد تشكيل كالوس

  867/5586**   267/5292** 3  ريز نمونه

2,4-D  4  **700/3505   **000/3585  

  D  12  **433/473   **533/423-2,4×ريزنمونه

  333/1  533/1 60  خطا

CV )%(  - 34/5  76/4  

  دار و غيرمعني% 5و % 1دار در سطح احتمال  به ترتيب معني: nsو* ،**
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اثر متقابل سطوح مختلف  داري بين اختلاف معني

درصد  5در سطح و نوع ريز نمونه دي -توفور هورمون

هاي جنين  كالوسبراي درصد تشكيل كالوس و درصد 

بيشترين درصد تشكيل  .)4جدول (داشت وجود زا

كالوس به ترتيب در ريزنمونه هاي شاخه و گلبرگ در 

وجود داشت و دي -توفوردر ليتر  ميلي گرم 4 غلظت

كمترين آن به غير از نمونه هاي شاهد در ريزنمونه هاي 

ميلي 1گلبرگ قرار گرفته بر روي محيط كشت داراي

بيشترين كالوس . مشاهده شددي -توفوردر ليتر  گرم

 ميلي گرم 4 جنين زا نيز در ريز نمونه گلبرگ در غلظت

 با افزايش غلظتبطور كلي  .القا شددي -توفوردر ليتر 

درصد دي -توفورو نفتالين استيك اسيد هاي هورمون

تشكيل كالوس و كالوسهاي جنين زا افزايش يافت و 

. مشاهده شددر ليتر ميلي گرم4 بيشترين آنها در غلظت

اثر نوع ريزنمونه و هورمون را بر روي كالوس  5جدول 

  .هاي توليد شده را نشان مي دهد

بيشترين جنين هاي ) 1994( پاوول و همكاران

سوماتيكي را از كوتيلدونهاي جنين هاي زيگوتي سيب 

با غلظت نفتالين استيك اسيد  در محيط كشت حاوي

پس از كشت در تاريكي بدست  در ليتر ميلي گرم 6بالاي

) 1996( دايجني و همكاراننتايج مشابه توسط . آوردند

در همه هفت رقم كاساوا مورد . گزارش شده است

) 1997( 1سوفياري و همكاران آزمايش قرار گرفته توسط

قابليت القا جنين هاي سوماتيكي اوليه را از دي -توفورتنها

اتيكي ثانويه ولي جنين هاي سوم. ريزنمونه برگ داشت

بيشتر از  نفتالين استيك اسيد در محيط كشت داراي

علاوه . تشكيل شدنددي -توفور محيط كشت حاوي

براين زمان مورد نياز براي بلوغ جنين هاي سوماتيكي 

كمتر  نفتالين استيك اسيد ثانويه در محيط كشت حاوي

  .بوددي -توفور از محيط

تند كه قادر سلول هاي با قابليت جنيني، سلولهايي هس

هاي  به تمايز يابي به جنين در صورت دريافت محرك

به (قابليت جنيني در بيشتر موارد . تمايز يابي مي باشند

                                                 
1- Sofiari et al. 

) عنوان مثال در طي جنين زايي سوماتيكي غير مستقيم

هاي القاء جنيني و شروع  خود نياز به القاء دارد و سيگنال

يت سلولي با قابل. نمو جنيني به راحتي قابل تفكيك نيستند

تمايز زدايي سلولهاي سوماتيكي كه به آنها اجازه پاسخ 

 گويي به سيگنالهاي نموي جديد مي دهد مرتبط مي

/ هاي جنيني سلولهايي با قابليت جنيني يا از بافت. باشد

مريستمي منشا مي گيرند و يا مي توانند از سلولهاي طويل 

 شده و واكوئل دار شده تحت شرايط خاص به عنوان

ولي هورمونهاي . مثال بعد از تيمار اكسيني تشكيل شوند

يا تيمارهاي تنشي ) ، سيتوكينين2آبسيزيك اسيد(ديگر 

همچنين مي توانند تشكيل سلولهاي با قابليت جنيني را 

  ).2006، 3فهر(تحريك كنند 

دي به -شيوه اي كه نفتالين استيك اسيد و يا توفور

د هنوز ناشناخته مي وسيله آن جنين زايي را القا مي كنن

دي جنين زايي را از -ولي به نظر مي رسد كه توفور. باشد

يك سو از طريق تحت تاثير قرار دادن متابوليسم دروني 

ساير هورمونها را تنظيم مي كند و از سوي ديگر مي 

تواند به عنوان يك تنش دهنده قوي كه باعث جنين زايي 

  ).2003، 4فهر و همكاران(سوماتيكي مي شود عمل كند 

در بين ريزنمونه هاي مورد استفاده براي جنين زايي 

سوماتيكي اختلاف معني داري از نظر پاسخ به 

هورمونهاي اكسيني و توليد كالوسهاي جنين زا وجود 

در اين مطالعه از بين ريزنمونه هاي مختلف . داشت

كه تحت شرايط آزمايش ) گلبرگ، نهنج، برگ و شاخه(

بالا ترين درصد كالوسهاي جنين زا يكسان قرار گرفتند 

همچنين . در ريزنمونه هاي گلبرگ مشاهده گرديد

بيشترين كالوسهاي جنين زا در ريز نمونه گلبرگ در 

ميلي گرم در ليتر نفتالين  4تركيب با محيط كشت حاوي 

  .استيك اسيد مشاهده گرديد

باززا و جنين  موفقيت در بدست آوردن كشت هاي

  هاي سوماتيكي عمدتاً به انتخاب ريزنمونه مناسب به جاي 

                                                 
2- ABA 
3- Feher 
4- Feher et al. 
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  D-2,4و NAAدرصد تشكيل كالوس و درصد كالوس هاي جنين زاي القا شده در غلظت هاي مختلف -4جدول 

  نوع ريزنمونه
  غلظت هورمون 

  )ميلي گرم در ليتر(

NAA 2,4-D  
درصد تشكيل 

  كالوس

درصد كالوس هاي 

  جنين زا

درصد تشكيل 

  كالوس

درصد كالوس هاي 

  جنين زا

  گلبرگ

0  J0/0 H0/0  K0/0  I0/0  
1  G0/38  D5/40  J0/17  F0/35  
2  F0/42  C0/51  H0/27  D0/44  
3  D75/50  B0/57  DE0/45  B0/51  
4  C0/57  A0/68  B0/52  A0/60  

  برگ

0  J0/0  H0/0  K0/0  I0/0  
1  I0/24  F0/33  I0/20  G0/29  
2  H0/30  D0/42  G0/30  F0/35  
3  G0/39  C0/49  F0/39  D0/43  
4  E0/44  B0/58  E0/44  B0/49  

  نهنج

0  J0/0  H0/0 K0/0  I0/0  
1  J0/0  H0/0 K0/0  I0/0  
2  J0/0  H0/0 K0/0  I0/0  
3  J0/0  H0/0 K0/0  I0/0  
4  J0/0  H0/0 K0/0  I0/0  

  شاخه

0  J0/0  H0/0 K0/0  I0/0  
1  E5/44  G0/28  F0/39  H0/24  
2  D0/50  E0/38  CD0/47  G0/30  
3  B0/60  D0/42  C0/49  E0/38  
4  A0/66  C0/51  A0/55  C0/47  

  .اختلاف معني دار با هم ندارد % 5حروف مشابه موجود در يك ستون از نظر آماري در سطح 

  

هاي سوماتيكي  در بين بافت. تغييرات محيط كشت دارد 

كالوس و جنين هاي سوماتيكي نيز از لحاظ توليد 

جنين هاي سوماتيكي مي توانند بر . اختلاف وجود دارد

روي تمام اندامهاي گياهچه در برخي ژنوتيپ هاي با 

. قابليت جنين زايي بالا مانند هويچ و يونجه توسعه يابند

ولي در بيشتر گونه هاي گياهي قابليت جنين زايي به 

تجربيات . شودبافت خاص يك ژنوتيپ محدود مي 

بدست آمده از طريق كشت بافت نشان مي دهند كه يك 

نوع شيب در پاسخ جنين زايي بين اندامهاي مختلف 

پتانسيل جنين زايي در بافتهايي با منشا جنيني . وجود دارد

بالا مي باشد و به سمت هيپوكوتيل، دمبرگ، برگ و 

بافتهايي كه جوان تر ). 2006فهر، (ريشه كاهش مي يابد 

و كمتر تمايز يافته تر هستند در مقايسه با شاخه و ساقه 

براي مثال جنين هاي بذري مي توانند . كاربردي تر هستند

به كالوسهايي كه ممكن است گروهي از جنين ها را 

  .توليد كنند نمو كنند

ثابت شده است كه بافتهاي توليد مثلي منابع فوق 

ل آذين همچنين گ. العاده اي براي جنين زايي هستند

  ).1990، 1مونير(نابالغ نيز مناسب مي باشد 

  باززايي و نمو جنين هاي سوماتيكي

اثر تيمارهاي باززايي را بر روي درصد سياه  6جدول 

شدگي و درصد باززايي و نمو جنين را نشان مي 

كالوس هاي جنين زاي القا شده توسط تيمار .دهد

هورموني اكسين به منظور توليد جنين هاي بالغ به محيط 

 7همانطور كه در جدول . هاي باززايي و نمو منتقل شدند

نشان داده شده است تيمارهاي مختلف اثر معني داري بر 

  جنين هاي توليد شده . توليد جنين هاي سوماتيكي داشتند

                                                 
1- Monnier 
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 هاي توليد شده ريزنمونه و نوع هورمون بر روي كيفيت كالوساثر  -5جدول

  نوع هورمون  نوع ريز نمونه
  كالوس

  رشدميزان   رنگ

  گلبرگ
NAA زياد  كرم+ سبز كم رنگ  

2,4-D   متوسط  كرم+ سفيد  

  برگ
NAA متوسط  كرم+ سبز كم رنگ  

2,4-D   متوسط  كرم+ سفيد  

  نهنج
NAA  كالوس مشاهده نشد  -  

2,4-D  كالوس مشاهده نشد  -  

  شاخه
NAA   متوسط  كرم+ سبز  

2,4-D   كم  كرم+ سفيد  

  

  

  

نتايج تجزيه واريانس درصد سياه شدگي كالوس و درصد باززايي و نمو جنين در محيط هاي كشت باززايي و  -6جدول 

  نمو جنين

  درجه آزادي  منبع تغييرات
  ميانگين مربعات

  درصد باززايي و نمو جنين  سياه شدگي كالوسدرصد 

  205/4**   862/2396**   7  محيط كشت

  000/2  000/3  24  خطا

CV )48/20  30/6  -  )درصد  

 دار و غيرمعني% 5و % 1دار در سطح احتمال  به ترتيب معني: nsو* ،**

  

تا مرحله گلوبولار رشد كردند و نتوانستند به جنين 

بيشترين درصد توليد جنين هاي . كامل تبديل شوند

+  3B )7GAmg/l 5/0گلوبولار در تيمار 

ABAmg/l 1  +TDZmg/l 1  +MS ( مشاهده

توليد جنين  نهمچنين با افزايش غلظت تيديازرو. گرديد

علاوه بر اين افزودن . هاي گلوبولار كاهش يافت

آبسيزيك اسيد باعث افزايش تعداد جنين هاي گلوبولار 

كاهش غلظت نمكها، ويتامينها و ساكارز در محيط . شد

به نصف غلظت هاي پايه اثر منفي در رشد  MSكشت 

داشت و باعث بازگشت و تبديل كالوسهاي جنين زا به 

جنين زا و توقف رشد جنين هاي  كالوسهاي غير

گايري و . گلوبولار و مرگ و از بين رفتن آنها شد

روزه  3بعد از تيمار كوتاه مدت ) 2004( 1راشيد

                                                 
1- Gairi & Rashid 

آنها را دي -توفورميكرو مولار  20برنج با 2كاريوپسس

. منتقل كردند بنزيل آدنين يا تيديازرون به محيط حاوي

شاخساره در روز جنين هاي سوماتيكي و  10-15بعد از 

بهتر از  تيديازروندرصد كشت ها مشاهده شد و  30

وحدتي و  . براي القاء باززايي شاخساره بود بنزيل آدنين

و ساكارز را بر  آبسيزيك اسيداثرات ) 2008(3همكاران

اتيكي گردوي روي بلوغ و جوانه زني جنين هاي سوم

جنين هاي سوماتيكي گلوبولار بر . بررسي كردند ايراني

  روي محيط كشت 

  

                                                 
2- Caryopses 
3- Vahdati et al. 
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 اثر تيمارهاي مختلف باززايي بر روي درصد سياه شدگي كالوس و درصد باززايي و نمو    جنين هاي سوماتيكي -7جدول 

 كالوس در محيط كشت درصد سياه شدگي درصد باززايي و نمو جنين تركيبات مختلف هورموني

B1 
 B0 F15 

B2 
 B0 E20 

B3 
 A3 H0 

B4 
 B0 G10 

B5 
 B0  A80 

B6 
 B0  C30 

B7 
 B0 D25 

B8 
 B0  B40 

  .درصد اختلاف معني دار با هم ندارد 5حروف مشابه موجود در يك ستون از نظر آماري در سطح 

  

 آبسيزيك اسيدبلوغ تكميل شده با غلظت هاي مختلف  

تعداد جنين هاي سوماتيكي . و ساكارز  رشد كردند

در محيط  آبسيزيك اسيدجوانه زده تحت تاثير غلظت 

بهترين تيمار براي جوانه زني كه در آن . بلوغ قرار داشت

در  ميلي گرم 2هم ساقه و هم ريشه تشكيل شدند، حاوي

درصد آنها  41ود كه منجر به تبديل ب ليترآبسيزيك اسيد

در  آبسيزيك اسيدبا افزايش غلظت . به گياهچه شد

  .محيط كشت باززايي كالوسها كاهش يافت

آبسيزيك اثرات قند، جيبرلين و ) 2006(1توماس

را بر روي جنين زايي سوماتيكي از كالوسهاي  اسيد

بدست آمده از ريزنمونه هاي ميان 

 Tylophoraindica (Burm. f.) Merrillگره

غلظت هاي قند و اختلاف معني داري بين . بررسي كرد

. نوع قند مورد آزمايش در جنين زايي سوماتيكي داشت

 مول در ليتر ميكرو6با ميلي مول در ليتر 200ساكارز در 

 49با ميانگين ) درصد 71(كينتين بيشترين جنين زايي 

ميكرو  6گلوكز همراه با. جنين در هر ريز نمونه داشت

 6كينتين و يا تركيب گلوكز، ساكارز و  مول در ليتر

كينتين درصد جنين زايي و تعداد  ميكرو مول در ليتر

  .جنين در ريزنمونه را كاهش داد

در غلظتهاي  آبسيزيك اسيدو 2جيبرليك اسيدوجود 

ميكرو مول  10افزودن. مناسب جنين زايي را افزايش داد

                                                 
1- Thomas 
2- GA3 

ميلي مول در  200داراي به محيط  در ليتر اسيد جيبرليك

جنين در هر  51د جنين زايي و درص 98ساكارز،  ليتر

جنين زايي سوماتيكي بطور معني . نمونه مشاهده شدريز

ميكرو مول در ليتر آبسيزيك اسيد به  2داري با افزودن 

ساكارز افزايش يافت  ميلي مول در ليتر 200محيط داراي 

جنين در هر  44درصد جنين زايي و  95و در اين محيط 

  .ريزنمونه مشاهده گرديد

  

  نتيجه گيري

نفتالين استيك با توجه به نتايج بدست آمده هورمون 

هورمون مناسبي براي  ميلي گرم در ليتر 4با غلظت اسيد

در پايه از ريزنمونه گلبرگ توليد كالوسهاي جنين زا 

26.M هاي همچنين براي باززايي جنين . سيب مي باشد

+  7GAmg/l 5/0كشت  گلوبولار محيطسوماتيكي 

ABAmg/l 1  +TDZmg/l 1  +MS  ميمناسب 

  .باشد
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