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 چكيده

 ةزا در چهار گونهاي رشد گياهي ميزان القاي بافت جنينكنندههاي مختلف تنظيم در اين پژوهش، با استفاده از تركيب
 با استفاده از DCRزا از ريزنمونه جنين زايشي بالغ روي محيط كشت القاي بافت جنين. وت كاج مورد مطالعه قرار گرفتمتفا

 P. sylvestris  وPinus brutia ، P. nigra ، P. radiata هاي در گونه D-2,4و BAهاي رشد كنندهسطوح مختلف تنظيم
ديش ني بذرها، جنين زايشي از مگاگامتوفيت جدا گرديد و درون پتري براي انجام آزمايش، پس از ضدعفو.صورت گرفت

پس از دو هفته اولين . داري شدند و در شرايط تاريكي نگهoC 25 ها در دمايپتري. امد، قرار گرفتحاوي محيط كشت ج
 روز پس از كشت 40 و 30(زا در دو مرحله بافت جنين. هاي القاي بافت از ناحيه هيپوكتيل جنين زايشي مشاهده شدنشانه
دار بوده و بهترين نتايج در زا معنيكننده رشد و گونه بر ميزان القاي بافت جنيناثر تركيب تنظيم. گيري شداندازه) اوليه
منظور پرآوري به.  حاصل گرديدBA ميكرومول 5 و  D-2,4 ميكرومول10 و با استفاده از تركيب هورموني P. brutia گونه
منظور در نهايت به. بار در محيط كشت تازه انجام شد هفته و هر دو هفته يك6ها به مدت زا، واكشت بافتنهاي جنيبافت

پس از .  انتقال يافتDCRزا، به محيط كشت متري بافت جنين ميلي5×5زا، قطعات تكامل جنين رويشي از بافت جنين
جنين و تبديل آن به جنين  پيشةه شد ولي عبور از مرحلجنيني و غيرطبيعي مشاهدگذشت دو ماه اگرچه ساختارهاي شبه
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  مقدمه
برگان درختاني هميشه سبز هستند كه به لحاظ سوزني

اقتصادي از اهميت بالايي برخوردارند و مقدار زيادي از 
ترين منابع الواري جهان را تامين بهترين و با ارزش

نترل عنوان عامل كچنين اين گياهان بههم. كنند  مي
اي را فرسايش و حفظ زيبايي در فضاي سبز نقش عمده

با توجه به اهميت قابل ملاحظه . نمايندايفا مي
برگان و مشكلات تكثير آنها به روش سنتي،   سوزني

استفاده از فنون كشت بافت در اين خصوص، امري 
رگان از طريق بزيرا ازدياد سوزني. ناپذير استاجتناب
ر و مخصوصا قلمه داراي هاي سنتي كشت بذروش

هاي نوين كشت بافت، روش. باشدهايي ميمحدوديت
زايي رويشي، افق روشني پيش روي خصوص جنين  به

تا . برگان قرار داده استتوليدكنندگان تجاري سوزني
 ةبراي چند گون زايي رويشي فقطمدتي پيش، جنين

اكنون اين تكنيك معدود از درختان ممكن بود، ولي هم
حاضر  درحال. سرعت در دنيا در حال گسترش استبه

زايي رويشي در برخي از توليد گياه از روش جنين
قدري پيشرفت نموده است كه انتظار برگان به  سوزني

البته . پذير گرددزودي امكانرود كاربرد تجاري آن به  مي
برگان تنها در كشور ما در حال حاضر، كشت بافت سوزني

زايي شته و استفاده از روش جنين پژوهشي داةجنب
برگان در ايران براي اولين بار رويشي براي ازدياد سوزني

  .در پژوهش حاضر مورد آزمايش قرار گرفته است
توان به توليد انبوه زايي رويشي، ميبا استفاده از جنين

 ,.Tang et al)هاي منتخب و يكنواخت دست يافت كلون

ايي رويشي در تكثير كلوني زپتانسيل بالاي جنين. (2007
ها پيش مورد توجه قرار گرفته و از  برگان از مدتسوزني
برگان از  به بعد تاكيد بر تغيير ازدياد سوزني1985سال 
زايي رويشي بوده است اي به جنينشيشهزايي دروناندام

)Wilson & Thorpe, 1995( .زايي از ازدياد از طريق اندام
برگان داد معدودي از سوزنيكشت كالوس تنها در تع
زايي كه تكثير از طريق جنينانجام شده است درحالي

برگان گزارش شده است رويشي در تعداد زيادي از سوزني
(Tang et al., 2007).   

برگان زايي رويشي سوزنيها در جنينانگيزه اولين تلاش
 اتفاق افتاد و 1980 و اوايل دهه 1970در اواخر دهه 

 Pinusهاي جنيني از كشت سلول شبهساختارهاي

banksiana و Picea glaucaاگرچه اين .  توليد شد
چه نشدند ولي چند سال پس  ساختارها قادر به توليد گياه

هاي رويشي بالغ كه توانايي تبديل از آن، توليد جنين
چه كامل را داشتند، با استفاده از جنين  شدن به گياه

 با et al. (1985) Hakman توسط Picea abiesنابالغ 
بعدها . (Stasolla et al., 2002)موفقيت انجام شد 

 و  (Tautorus et al., 1990)هاي زايشي بالغجنين
 ,.Attree et al) روزه 30 تا 12زده   هاي جوانهگياهچه

  . هم به عنوان ريزنمونه مورد استفاده قرار گرفتند(1990
هت هايي توسط پژوهشگران ج از آن پس پژوهش

. زايي رويشي در جنس كاج انجام گرديده استجنين
ها با استفاده از جنين نابالغ  اگرچه بيشتر اين پژوهش

زايي رويشي با استفاده از انجام شده است، ولي جنين
 P. nigraها مانند جنين بالغ نيز در برخي گونه

(Salajova et al., 1999)، P. roxburghii (Araya et 

al., 2000) ،P. taeda (Tang & Newton, 2005) و P. 

armandii (Maruyama et al., 2007) گزارش شده 
در استفاده از جنين نابالغ به عنوان ريزنمونه اوليه . است

هاي نارس و آوري مخروطنكته حايز اهميت زمان جمع
ها در سبز رنگ است كه بايد موقعي انجام شود كه جنين

ها تشكيل نشده باشند لپهمرحله پيش كوتيلدوني بوده و 
و اين زمان برداشت در مناطق مختلف آب و هوايي با هم 

چنين مشكلاتي در استفاده از جنين بالغ . متفاوت است
زا و به دنبال آن وجود ندارد، ولي درصد توليد بافت جنين

توليد جنين و گياهچه از جنين بالغ، در مقايسه با جنين 
اين در حالي است كه . ستتر انابالغ در جنس كاج مشكل

شود و  چنين تفاوتي مشاهده نمي(Picea)در جنس نوئل 
چه از  زا و در نهايت توليد گياهدرصد توليد بافت جنين

با . كندجنين بالغ و نابالغ تقريبا با يكديگر برابري مي
زايي رويشي جنس هايي كه بر روي جنين وجود پژوهش

ه تكامل جنين و كاج انجام گرفته است، گذر از مرحل
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چه در بسياري موارد موثر نبوده و نياز  تبديل آن به گياه
   .(Maruyama et al., 2007)هاي بيشتري دارد  به پژوهش

زايي رويشي شامل دو مرحله اساسي القاي بافت جنين
زا از ريزنمونه اوليه و تكامل جنين رويشي از بافت جنين
قت تركيبي از زا در حقيبافت جنين. باشدزا ميجنين
جنيني است كه پس از قرار گرفتن در هاي پيشتوده

زايي، توانايي تبديل شدن به جنين محيط كشت جنين
توان گفت مرحله القاي بافت بنابراين مي. كامل را دارند

دهد كه زايي رويشي را تشكيل ميزا، اساس جنينجنين
يكي از . فاكتورهاي متعددي در موفقيت آن دخيل هستند

زا، تركيب محيط فاكتورهاي مهم جهت القاي بافت جنين
ترين محيط كشت مورد استفاده در رايج. باشدكشت مي

 هستند MSG و DCR ، Litvayهاي كاج، محيط كشت
گلوتامين و كازئين هيدروليزات به عنوان -كه اغلب ال

ترين مواد معمول. شودمكمل به آنها افزوده مي
زاي كه در القاي بافت جنينكننده رشد گياهي  تنظيم
هاي كاج و نوئل مورد خصوص گونهبرگان بهسوزني

 dichlorophenoxyacetic-2,4گيرند، استفاده قرار مي

acid (2,4-D) 6 و-benzyladenine (BA)به .  هستند
توان مقدار مشخصي براي استفاده از اين طور دقيق نمي
- واد تنظيمهاي مختلف تعيين نمود زيرا ممواد در گونه

هاي مختلف و در تركيب با كننده رشد گياهي در گونه
هاي متفاوتي از ديگر مواد موجود در محيط كشت واكنش

 سدر جنتوان گفت طور كلي ميبه. دهدخود نشان مي
 BAو )  ميكرومولD) 2 -20-2,4كاج از مقادير متفاوت 

در يك ليتر محيط كشت استفاده )  ميكرومول10- 2(
با اين وجود القاي بافت . (Stasolla et al., 2002)شود مي

بدون حضور  P. pinaster و P. sylvestrisزا در جنين
  . (Lelu et al., 1999)هاي رشد رخ داده استكنندهتنظيم

 و (ABA)اسيد آبسزيك تكامل جنين به واسطه 
موادي كه موجب افزايش فشار اسمزي همچنين 

هاي كاج، كمترين و نهدر گو. پذير است شوند، امكان مي
هاي بيشترين غلظت اسيد آبسزيك جهت تكامل جنين

 ميكرومول گزارش شده است 120 تا 60رويشي مقدار 
(Lelu et al., 1999) . به منظور افزايش فشار اسمزي بافت

، افزايش (PEG)گليكول اتيلن زا، از موادي مانند پليجنين

ستفاده ها و مواد جامد كننده اغلظت كربوهيدرات
 درصد 10 تا 5/7در محيط كشت حاوي . گردد مي
زا گليكول بيشترين مقادير جنين از بافت جنيناتيلن پلي

دست آمده است، به P. patula و P. taeda هاي در گونه
هايي مانند ساكارز تا دو يا چنين افزايش كربوهيدراتهم

سه برابر غلظت موجود در محيط كشت القاي بافت 
 جنين از بافت تكامل اغلب بيشترين تاثير را در زا،جنين
 .(Yildirim et al., 2006)هاي كاج را دارد زاي گونهجنين
عنوان  هاي معدودي در رابطه با استفاده از مالتوز به گزارش

 9 تا 6براي مثال افزايش . منبع كربوهيدرات وجود دارد
درصد مالتوز در محيط كشت، بيشترين شمار توليد 

 به همراه P. sylvestris هاي رويشي را در گونهجنين
افزايش چنين با هم. (Salajova et al., 1999)داشت 

زايي، تعداد غلظت ماده جامد كننده در محيط جنين
طور چشمگيري  بهP. strobusهاي رويشي در جنين

  .(Yildirim et al., 2006)افزايش يافت 
زايي رويشي توان گفت موفقيت در جنينطور كلي ميبه

به عوامل مختلفي مانند گونه، ژنوتيپ، نوع ريزنمونه، زمان 
آوري نمونه، تركيب محيط كشت و ميزان جمع

هاي رشد گياهي بستگي دارد كننده تنظيم
(Klimaszewska et al., 2001) .  

زايي هدف از پژوهش حاضر، بررسي فرآيند جنين
 جنين ملتكازا و رويشي شامل مراحل القاي بافت جنين

 .P. brutia ،P گونة كاجاز ريزنمونه جنين بالغ چهار 

nigra ،P. radiataو  P. sylvestrisدر اين پژوهش .  است
هاي رشد گياهي جهت القاي كنندهغلظت مناسب تنظيم

چنين تاثير عوامل مختلفي مانند غلظت زا، همبافت جنين
ده بر گليكول و نوع ماده جامدكنناتيلن ساكارز، نوع پلي

هاي فوق مورد زا، روي گونهروي بلوغ جنين از بافت جنين
  . بررسي قرار خواهند گرفت

  
  هامواد و روش

 و در 1388-1389هاي سال زماني ةبازاين پژوهش در 
آزمايشگاه كشت بافت گروه علوم باغباني پرديس 
. كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران انجام شد

ز مركز بذر جنگلي خزر واقع در نظر كاج ا بذرهاي مورد
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نظر به اينكه اين پروژه براي . شمال كشور تهيه گرديد
اولين بار در ايران انجام گرفته است و بيشتر جنبه 

دار استفاده نشده پژوهشي دارد، از بذرهاي شناسنامه
انبار  oC 4 سال در دماي 2اين بذرها به مدت . است
ا براساس ضدعفوني بذره. داري شده بودند  نگه

هاي مختلف مواد ضدعفوني هاي اوليه با نسبت آزمايش
مرحله اول قبل از جدا . كننده، در دو مرحله انجام شد

 پس از جدا نمودن مرحلة دومكردن پوسته سخت بذر و 
منظور ضدعفوني كردن بذرها به. پوسته بذر، انجام گرفت

 دقيقه در زير آب روان شستشو 10ابتدا آنها را به مدت 
ور كرده و پس از  درصد غوطه70داده سپس در اتانول 

پنج دقيقه با آب مقطر استريل شستشو شدند و سپس با 
كلر % 25/5داراي ( درصد 20سديم استفاده از هيپوكلريت

.  دقيقه عمل استريل انجام شد10در مدت زمان ) فعال
پس از ضدعفوني، بذرها سه مرتبه در آب مقطر استريل 

 ساعت در آب مقطر 4ه و به مدت شستشو داده شد
سپس پوسته بذر را جدا نموده و . استريل خيسانده شدند

 درصد به مدت دو دقيقه و 70اين بار ابتدا در اتانول 
 درصد به مدت پنج دقيقه 10سديم سپس در هيپوكلريت

ضدعفوني نموده و مجددا سه مرتبه با آب مقطر استريل 
 كشش سطحي و منظور كاهشبه . شستشو داده شدند

تماس بهتر مواد ضدعفوني كننده با ريزنمونه، به 
 اضافه 201هاي ضدعفوني كننده چند قطره توئين   محلول

  .شد
هاي گياهي شامل ، ريزنمونهمرحلة دومپس از ضدعفوني 

هاي حاوي جنين با استفاده از پنس و تيغ مگاگامتوفيت
امل هاي كهاي سالم و با لپهاسكالپل باز شده و جنين

برداشته شده و به صورت افقي روي محيط كشت قرار 
 جنين كشت mm15×10 (5(ديش در هر پتري. گرفتند

ها ديشپتري. ها با پارافيلم كاملا بسته شدندشد و پتري
 ة درج25±1در اتاقك رشد با ميانگين دماي روزانه 

گراد  سانتية درج19±1گراد و ميانگين دماي شب سانتي
  .داري شدندگهو در تاريكي ن

                                                            

1 Tween 20 

 DCRمحيط   مورد استفاده در اين پژوهشمحيط كشت
(Douglas fir cotyledon revised medium) بود 

(Gupta & Durzan, 1985) . براي مرحله القا و پرآوري به
 5/0 گرم ساكارز، 30آگار، - گرم در ليتر آگار8محيط 
 گرم كازئين هيدروليزات اضافه 5/0 و 2گلوتامين-گرم ال

 در BA و D-2,4هاي رشد گياهي كنندهاز تنظيم. ديدگر
صورت هاي رشد بهكنندهتنظيم. سه سطح استفاده شد

-A (0µM 2,4-D+0µM BA) ،B (6µM 2,4تيمارهاي 

D+4µM BA) و C (10µM 2,4-D+5µM BA) در 
  . محيط كشت مورد استفاده قرار گرفتند

، محيط كشت )زاييجنين( تكامل جنين ةبراي مرحل
DCR  گرم كازئين 1گلوتامين و - گرم ال1حاوي 

زايي دو به محيط كشت جنين. هيدروليزات انتخاب شد
 هركدام به 6000 و 4000 (PEG)گليكول اتيلن نوع پلي
آگار - گرم در ليتر، دو نوع ماده جامدكننده آگار50ميزان 

و ساكارز در )  گرم در ليتر4(و ژلرايت )  گرم در ليتر10(
محيط كشت روي  pH.  گرم افزوده شد90 و 60دو سطح 

 تنظيم شد و در نهايت محيط حاصل داخل اتوكلاو با 8/5
 20مدت  و بهoC 121 شرايط فشار يك اتمسفر، دماي

ليتر  ميلي25ديش  براي هر پتري. دقيقه استريل شد
شايان ذكر است محلول . محيط كشت در نظر گرفته شد

  ذخيره 
 ميكرومتري 22/0فيلتر غشايي گلوتامين با استفاده از - ال

 و پس از رسيدن دماي محيط كشت ضدعفوني شده
، در شرايط سترون به محيط اضافه oC 50-60 حدود به
  .شود مي

  زا القا و پرآوري بافت جنينةمرحل -
زا از جنين زايشي جهت ارزيابي ميزان القاي بافت جنين

 .P گونه مختلف كاج 4بالغ، از سه تركيب هورموني و 

brutia ،P. nigra ،P. radiataو  P. sylvestris استفاده 
صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملا  آزمايش به.گرديد

هاي گيري بافتاندازه.  تكرار انجام شد4تصادفي و با 
 روز پس از كشت اوليه 40 و 30زا در دو نوبت، جنين

                                                            

2 L-glutamine 
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زا، بزرگترين جهت ارزيابي القاي بافت جنين. انجام شد
عنوان اندازه متر بهگيري و با واحد ميلير بافت اندازهقط

ارتفاع بافت با استفاده از . برداري شد  واقعي، يادداشت
گيري شد و بر اين اساس اندازه) 3 و 2، 1، 0(چهار سطح 

عنوان ضرب اين دو داده بهدهي شدند و حاصلنمره
چون . بزرگترين سطح مقطع بافت در نظر گرفته شد

ها دهي انجام شد و دادهنمره گيري ارتفاع بر اساساندازه
 بنابراين سطح مقطع بافت ،هاي واقعي نبودندداراي اندازه

ها در دو زمان ذكر اين داده. با واحد برآوردي ارايه گرديد
گيري شدند و تفاضل بين دو داده بزرگترين شده اندازه

 10عنوان سرعت رشد در بازه زماني سطح مقطع بافت، به
هاي القا  روز پس از زمان كشت، بافت40. روز معرفي شد
متري  ميلي10×10ها جدا شده و با ابعاد شده از ريزنمونه

هاي قبلي و با همان تركيب ولي با در همان محيط كشت
 (10µM 2,4-D+5µM BA)مقادير ثابت هورموني 

زا هر دو هفته هاي جنينواكشت بافت. واكشت شدند
  .دبار انجام شيك

  
زايي و تكامل جنين رويشي از بافت  جنينةمرحل -

  زاجنين
 ة گون4هاي القا شده از  بافت واكشتبارپس از انجام دو 

. انتقال يافتند زاييمختلف كاج به محيط كشت جنين
صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي و آزمايش به

 5×5 قطعه 10در هر پتري . در سه تكرار انجام شد
ها با دو زا كشت شد، در پتريمتري از بافت جنين  يميل

 بسيار يها در شرايط نورلايه پارافيلم بسته شده و نمونه
ها درون جعبه ي كه به واسطه قرار دادن پترينور تار(كم 

مقوايي و گذاشتن دو ورقه كاغذ سفيد روي آنها ايجاد 
پس از دو ماه از تاريخ كشت و . نگهداري شدند) شده بود

ها براي القاي تنش سرمايي پس از ارزيابي، نيمي از نمونه
و شرايط تاريكي به مدت شش ) oC 5 دماي(به سردخانه 

پس از اين مدت تغييرات ايجاد شده . هفته، منتقل شدند
ها و همچنين وجود يا عدم وجود جنين با در بافت

  .استفاده از ميكروسكوپ نوري مورد بررسي قرار گرفت
  

  
  نتايج 

  زا القاي بافت جنينةمرحل -
 هفته از زمان كشت اوليه، اولين علائم 2پس از گذشت 

ظاهر   P. brutiaزا از هيپوكتيل گونهالقاي بافت جنين
 و پس از آن القاي بافت از جنين زايشي كشت شده شد

پس از قرار گرفتن . نيز انجام گرفت هاديگر گونه
دا بافت آبكي هاي بالغ زايشي روي محيط كشت، ابت  جنين

سپس . اي رنگي در انتهاي جنين ايجاد شدو لزج قهوه
هاي جنيني كمي طويل و متورم شدند و هيپوكتيل و لپه
. وجود آوردنداي مانند و نيمه شفافي را بهبافت نرم، ژله

هايي كه توليد بافت در آنها صورت حالت تورم در جنين
 كشت نگرفت، مشاهده نشد و با گذشت زمان از تاريخ

اي خشك ها بدون تغيير رنگ قابل ملاحظهاوليه، جنين
ها ابتدا از القاي بافت در اغلب گونه. شده و از بين رفتند

كتيل و هيپوكتيل صورت گرفت ولي پس از آن اپي
. زا نمودندهاي جنيني نيز شروع به القاي بافت جنين لپه
هاي كشت شده دو نوع بافت توليد  طوركلي جنينبه

هاي ظاهري كاملا با ها از نظر ويژگيد كه اين بافتنمودن
هاي ميكروسكوپي و   بر اساس مشاهده.هم متفاوت بودند

در توان گفت كه تطابق آن با نتايج ديگر پژوهشگران، مي
هاي اي از تودهزا از مجموعهبافت جنين حقيقت

جنيني تشكيل يافته بود و در صورت قرار گرفتن در  پيش
زايي، توانايي تبديل شدن به ت جنينمعرض محيط كش

جنيني از هاي پيشاين توده. جنين كامل را دارا بودند
هم فشرده در راس توده و هاي مريستمي بهسلول
دنبال آن تشكيل شده و هاي طويل سوسپانسور به سلول

. اي و ميله مانند بودنددر مجموع داراي ساختاري رشته
زا مشاهده  بافت جنين در كنارينوع ديگر بافت كه گاه

زا زا بود كه كاملا با بافت جنينشد، بافت غيرجنينمي
هاي بافت از ويژگي. راحتي قابل تشخيص بودمتفاوت و به

توان به تراكم بيش از اندازه و سختي بافت زا ميغيرجنين
چنين در هم. اي آن، اشاره كردو رنگ زرد متمايل به قهوه

اي مانند در اين اختار رشتههاي ميكروسكوپي س مشاهده
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بافت ديده نشد و پس از چند بار واكشت از بين رفتند 
  ). 1شكل (

هاي ميكروسكوپي كه براي مشخص نمودن  مشاهده
زا زا انجام شد، شكل بافت جنينتودة جنينشكل بافت يا 

  .هاي متفاوت، تقريبا يكسان نشان دادرا در گونه
هايي كه ج ريزنمونههاي اوليه مشخص نمود نتاي مشاهده

 قرار داشتند، با نتايج ريزنمونه Aتحت تيمار هورموني 
در . طور كامل متفاوت بود بهC و Bهاي تحت تيمار 

كننده رشد و به عنوان ، محيط كشت فاقد تنظيمAتيمار 
هايي كه در محيط جنين. شاهد در نظر گرفته شده بود

گونه  هيچكننده رشد قرار داشتند بدونكشت فاقد تنظيم
القاي بافتي، شروع به رشد و طويل شدن نمودند و به 

ها برخي از اين جنين. چه پيش رفتند سمت توليد گياه
چه توليد كرده و برخي فقط از ناحيه چه و ريشهساقه
رسيد كه محيط نظر ميبه). 2شكل (ها طويل شدند  لپه

كشت مغذي در حكم گامتوفيت ماده، نقش تغذيه جنين 

داد شته و جنين را به سمت توليد گياهچه سوق ميرا دا
  ).دهدمانند آنچه در حالت طبيعي در بذر رخ مي(

هـاي كـشت شـده تحـت        زا در جنـين   القاي بافت جنين  
گرچه مقدار  . ها انجام شد   در تمامي گونه   C و   Bتيمارهاي  

بخش بود ولي   القاي بافت در هر دو تيمار ياد شده رضايت        
زا بهتر از    نظر مقدار القاي بافت جنين      از Cتيمار هورموني   
 .Pالقـاي بافـت در گونـه    .  عمـل نمـود  Bتيمار هورموني 

brutia چنين مقدار  ها انجام شد، هم   تر از ديگر گونه    سريع
هـاي ديگـر   زا در اين گونه بيشتر از گونه    القاي بافت جنين  

هـا، كمتـرين مقـدار القـاي بافـت            بر اساس مـشاهده   . بود
  . انجام شدP. sylvestrisنه زا در گوجنين

برداري از مرحله القـاي بافـت       ه  نتايج تجزيه واريانس داد   
زا نشان داد كه فاكتورهـاي تيمـار هورمـوني و نـوع             جنين

زا داراي گيري مقدار بافت جنينهاي اندازهگونه بر شاخص
  ).1جدول (داري بودند اثر معني

  
  

   
   

   
  (P. brutia)ج بروسيا زا از جنين زايشي بالغ كافت جنين باي  مراحل القا-1شكل 

A ( جنين بالغ)كشت شده روي محيط جامد) ريزنمونه اوليه 

B (زا از هيپوكتيلالقاي بافت جنين 

C (زابافت نرم و نيمه شفاف جنين  

D (زا اي و ميله مانند بافت جنينحالت رشته)بزرگنماييX50( 

E ( زا ينتودة جنتصوير ميكروسكوپي)بزرگنماييX400( 

F (زاتوده سخت و متراكم بافت غيرجنين  
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)شاهد(كننده رشد در محيط فاقد تنظيم) زابدون القاي بافت جنين( رشد و طويل شدن جنين -2شكل   

(P. nigra) سمت چپ   كاج رادياتا (P. radiata) كاج سياه،  سمت راست
  

  زاموني و گونه بر القاي بافت جنين تجزيه واريانس اثر تيمار هور-1جدول 
  ميانگين مربعات صفات

منبع 
  تغييرات

درجه 
  آزادي

  قطر بافت
  )مترميلي(

ارتفاع 
بافت 

  )دهي نمره(

سطح مقطع 
پس از (بافت 
)  روز30

  )تخميني(

سطح مقطع 
پس از (بافت 
)  روز40

  )تخميني(

سرعت رشد 
 10در مدت (بافت 
  )تخميني() روز

  69/32**  58/541**  99/373**  01/2**  68/33**  3  گونه
  04/128**  12/2000**  76/1116**  26/18**  91/196**  2  هورمون

  30/8**  72/135**  65/93**  52/0**  83/8**  6  هورمون×گونه
  37/0  52/1  74/1  02/0  27/0  36  خطا
CV   14/13  76/12  04/14  74/9  65/18  

   درصد1طح دار بودن اثر تيمار هورموني و گونه در سمعني: **
  

مقايسه ميانگين اثر اصلي گونه بر القاي بافت نشان داد 
 در P. brutiaگونه  هاي مورد آزمون،كه در بين گونه

ها، گيري نسبت به ديگر گونهتمامي صفات مورد اندازه
از نظر سرعت رشد  P. radiata و تنها گونه شتبرتري دا

. ن ندادداري نشا  اختلاف معنيP. brutiaبافت با گونه 
ها  در مقايسه با ديگر گونهP. sylvestrisچنين گونه هم

كمترين مقادير  گيري داراي در تمامي صفات مورد اندازه
تنها در مورد ارتفاع  P.radiataزا بود و گونه بافت جنين

جدول (داري نداشت بافت با گونه ياد شده اختلاف معني
 قادر به القاي Aها در مواجه با تيمار هورموني جنين). 2

گونه بافتي توليد زا نبوده و در اين تيمار هيچبافت جنين
زا در تيمار مقدار القاي بافت جنين). 3جدول (نشد 

داري بيشتر طور معني  بهB نسبت به تيمار Cهورموني 
 با هم C و Bبود ولي از نظر سرعت رشد بافت، تيمارهاي 

  .داري نداشتندتفاوت معني
متقابل بين گونه و تيمار هورموني، بر در بررسي اثر 

، اندازه ارتفاع بافت در )3جدول (خلاف نتيجه اثر اصلي 
بين تيمارهاي  .P. radiata و P. brutiaهاي گونه

چنين  هم. داري نشان نداد، اختلاف معنيC و Bهورموني 
 .P  و P. nigraها، بين  در مقايسه بين گونهBدر تيمار 

radiataداري ديده نشد ولي گونه تفاوت معني P. 

radiata نسبت به P. sylvestris داراي ارتفاع بافت 
 ).4 و 2هاي  جدول( بيشتري بود
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  زااثر نوع گونه بر القاي بافت جنين  -2جدول 
  شاخص

  
  گونه

  قطر بافت
  )مترميلي(

  ارتفاع بافت
  )دهينمره(

سطح مقطع 
 30پس از (بافت 
  )تخميني) (روز

سطح مقطع 
 40پس از (بافت 
  )تخميني() روز

سرعت رشد 
 10در مدت (بافت 
  )تخميني() روز

P. brutia a 40/6  a 82/1  a 57/17  a 05/22  a 48/4  
P. nigra b 43/3  b 17/1  b 00/8  b 23/11  b 23/3  

P. radiata  b 57/3  c 02/1  b 97/6  b 35/11  a 38/4  
P. sylvestris  c 53/2  c 90/0  c 05/5  c 07/6  c 93/0  

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

  زا اثر نوع تيمار هورموني بر القاي بافت جنين-3جدول 
  شاخص

  تركيب
  هورموني

  قطر بافت
  )مترميلي(

  ارتفاع بافت
  )دهينمره(

سطح مقطع 
 30پس از (بافت 
  )تخميني() روز

سطح مقطع 
 40پس از (بافت 
  )تخميني) (روز

ت رشد سرع
بازه زماني (بافت 

  )تخميني()  روز10
A c 0  c 0  c 0  c 0  b 0  
B  b 34/5  b 71/1  b 20/12  b 89/16  a 69/4  
C a 61/6  a 96/1  a 99/15  a 14/21  a 09/5  

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

 زاافت جنينبر القاي ب تركيب هورموني  اثر متقابل گونه و-4جدول 

  
  گونه
  

 
تركيب 
  هورموني

  قطر بافت
  )متر ميلي(

ارتفاع 
  بافت

  )دهي نمره(

سطح مقطع بافت 
  ) روز30پس از (

  )تخميني(

سطح مقطع بافت 
  ) روز40پس از (

  )تخميني(

سرعت رشد بافت 
  ) روز10بازه زماني (

  )تخميني(

P. brutia A g 0  e 0  g 0  g 0  d 0  
P. brutia  B  b 20/9  a 65/2  b 55/24  b 85/30  a 30/6  
P. brutia C a 00/10  a 80/2  a 15/28  a 30/35  a  15/7  
P. nigra  A g 0  e 0  g 0  g 0  d 0  
P. nigra  B  e 70/4  c 60/1  d 30/10  d 15/15  b 85/4  
P. nigra C d 60/5  b 90/1  c 70/13  c 55/18  b 85/4  

P. radiata  A g 0  e 0  g 0  g 0  d 0  
P. radiata B  e 25/4  c 45/1  e 30/8  d 75/14  a 45/6  
P. radiata  C c 45/6  c 60/1  c 60/12  c 30/19  a 70/6  

P. sylvestris  A g 0  e 0  g 0  g 0  d 0  
P. sylvestris B  f 20/3 d 15/1  f 65/5  f 80/6  c 15/1  
P. sylvestris C e 40/4 c 55/1  de 50/9  e 40/11  c 65/1  

 .داري با هم دارندلاف آماري معنيحروف غيرمشترك در هر ستون اخت
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نسبت به گونه  P. radiata، گونه Cدر تيمار هورموني 
P. nigra  داري داراي اندازه قطر بافت طور معنيبه

جانبه نوع كه در اثر يكدرصورتي) 4جدول (بيشتري بود 
گونه بر اندازه قطر بافت، اين دو گونه با هم تفاوت معني 

در مورد سطح مقطع اوليه ). 2جدول (داري نداشتند 
زا، نتايج اثر متقابل با نتايج اثر اصلي مطابقت بافت جنين

، سطح مقطع بافت Bداشته و فقط در تيمار هورموني 
 .P داري بيشتر از گونهصورت معنيبه P. nigraگونه 

radiataدر بقيه موارد نيز نتايج اثرات متقابل گونه و .  بود
جانبه آنها مطابقت ج اثرهاي يكتيمار هورموني با نتاي

 كه Aطوركلي صرف نظر از تيمار هورموني به. داشت
گونه بافتي توليد ننمود، بيشترين مقدار القا و سرعت هيچ

 C  و تيمار هورمونيP. brutiaزا در گونه رشد بافت جنين
و تيمار هورموني  P. sylvestrisو كمترين مقدار در گونه 

B مشاهده شد.  
  
  زا تكامل جنين رويشي از بافت جنينةمرحل -

جنيني و در اين مرحله اگر چه ساختارهاي شبه
غيرطبيعي به تعداد كم توليد شد ولي توليد جنين كامل 

زا با عدم موفقيت همراه بود و با وجود از بافت جنين
جنين و تبديل آن تيمارهاي متفاوت، عبور از مرحله پيش

. ه يافته، موفقيت آميز نبودهاي توسعبه جنين كامل با لپه
كه در معرض تيمار زا زمانيهاي جنينطوركلي، بافتبه

زايي قرار گرفتند، با حفظ ظاهر رشته مانند خود، از جنين
حالت آبكي و نرم و شفاف خارج شده و به بافتي 

). 3شكل (سفيدرنگ، متراكم و فشرده تبديل شدند 
مختلف، با هم ها در تيمارهاي ميزان رشد و دوام بافت

نسبت  P. brutiaها در گونه كه بافتطوريبه. متفاوت بود
 .P نسبت به گونه P. radiata و نيز گونه P. radiata به

nigraاز نظر .  از رشد و تداوم بيشتري برخوردار بودند
ها مشاهده گليكول اختلافي بين نمونهاتيلن تاثير نوع پلي
از . امد برخوردار بودندكه تاثير نوع ماده جنشد، درحالي

ها گليكول اختلافي بين نمونهاتيلن نظر تاثير نوع پلي
كه تاثير نوع ماده جامد كننده مشاهده نشد، درحالي

بر طبق نتايج . بسته به گونه، متفاوت بود) ژلرايت و آگار(
، P. nigra و P. brutiaهاي دست آمده، در گونهبه

  كه در گونه، در حاليعملكرد ژلرايت بهتر از آگار بوده
P. radiata ،باشدنتايج حاصل از آگار بهتر از ژلرايت مي .

توان گفت، ميزان رشد در در مورد غلظت ساكارز مي
 6 درصد بيشتر از غلظت 9ها در غلظت تمامي بافت

 درصد 6درصد بود، ولي ميزان دوام بافت در غلظت 
ار گرفته هاي قرها نسبت به بافتبيشتر بوده و اين بافت

انتقال .  درصد ساكارز، ديرتر از بين رفتند9در غلظت 
ها را به تعويق ها به سردخانه، تنها سرعت رشد نمونهنمونه

  .انداخته و تاثيري در تشكيل جنين نداشت

  

    
  )X50 و چپ بزرگنمايي  X20راست بزرگنمايي (زايي زا در محيط جنين  بافت متراكم و سفيدرنگ جنين-3شكل 
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  گيري بحث و نتيجه
زا با هاي جنس كاج القاي بافت جنيندر اكثر گونه

 است، پذير امكاناستفاده از جنين زايشي نابالغ و يا بالغ
زا بين اگرچه از نظر مقدار القا و سرعت رشد بافت جنين

 در Tremblay (1990) .هايي وجود داردها تفاوتگونه
زا از  كه بافت جنين گزارش نمودPicea glaucaمورد 
هاي طويلي كه ساختارهاي سوسپانسوري را ايجاد سلول
 اوليه را تودة جنينكنند و مراكز مريستمي فعال كه مي
طبق نتايج او ويژگي . آورد، تشكيل شده استوجود ميبه

زا، سخت بودن بافت بوده كه هاي غيرجنينبافت
درصد از  10 تا 5طور منظم واكشت شوند، كه بهدرصورتي

هاي غيرجنين زا در طول دوره سه ماهه به بافت بافت
 القاي Salajova et al. (1999). شوندزا تبديل ميجنين

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

ر حاكي از اين است كه ابتدا بافت شبه كالوس نكروزه، د
چه جنين تشكيل شده، سپس هيپوكتيل و انتهاي ريشه

شوند و بافت نرم و سفيدرنگي با ها طويل ميلپه
چنين آنها هم. نماينداي شكل توليد ميساختارهاي ميله

اي خود ه اي را نيز در آزمايشبافت پودري و شكننده
زا بود و در مشاهده نمودند كه در حقيقت بافت غيرجنين

هاي  بررسي. رفتدي از بين ميهاي بعواكشت
. هاي طويل را تاييد نمودميكروسكوپي آنها حضور سلول

 Piceaزا از جنين زايشي بالغ در القاي بافت جنين

rubens پس از چهار تا هشت هفته در تاريكي و در دماي 
گراد انجام گرفت، منشا اين بافت  درجه سانتي26 تا 25

 Isabel)(ل گزارش شد كتيعمدتا نواحي هيپوكتيل و اپي

& Tremblay, 1995.  
هاي رشد گياهي نقش مهمي را در القاي كنندهتنظيم

زا فرآيند القاي بافت جنين. كنندزا ايفا ميبافت جنين
هاي بالاي اكسين اغلب در محيط كشت محتوي غلظت

) BAاغلب (در تركيب با سايتوكينين ) D-2,4خصوصا (
 تبديل ةافتد اما لازم ميتر، اتفاقهاي پاييندر غلظت

 D-2,4زا به جنين رويشي، كاهش غلظت بافت جنين
بيرون كشيدن اكسين از . (George et al., 2008)است 

هاي ها در كشتمحيط كشت القا، منجر به مرگ سلول
 ,.Bozhkov et al) شد (Picea abies)نوئل نروژي 

اي كننده رشد در القترين تركيبات تنظيممعمول. (2002
 و نوئل (Pinus)هاي كاج زا در جنسبافت جنين

(Picea) ،2,4-D) 5/9-15ميكرومول  ( وBA) 25/2 -5 
 .(Klimaszewska et al., 2001)باشند مي) ميكرومول

Arya et al. (2000)  با استفاده از تيمارهاي هورموني
 10 (NAA، ) ميكرومولD) 5-25-2,4مختلف 
چهار نوع محيط كشت و )  ميكرومول5 (BA، )ميكرومول

DCR ،MS ،SH و B5زا را در پنج ، القاي بافت جنين
 .Pمرحله مختلف نموي جنين نابالغ و جنين بالغ كاج 

roxburghii بيشترين مقدار القا در محيط . بررسي كردند
DCR 2,4 ميكرومول 10 محتوي-D ميكرومول 5 و BA ،

. كوتيلدوني جنين نابالغ گزارش شددر مرحله پيش
Klimaszewska et al. (2001) زايي رويشي را  جنين

هاي كنندههاي متفاوت تنظيم و غلظتMLVمحيط 
 بررسي P. strobus گونة كاجرشد، روي جنين نابالغ 

- كننده رشد، هيچدر محيط كشت بدون تنظيم. نمودند

گونه القاي بافتي انجام نشد كه از اين نظر با نتايج ما 
رين مقدار القاي بافت را در محيط آنها بيشت. مطابقت دارد

 ميكرومول از هر كدام از دو 2/2كشت محتوي مقادير 
 Lelu et. ، گزارش نمودندBA و D-2,4كننده رشد تنظيم

al. (1999)زايي رويشي را با استفاده از جنين نابالغ  جنين
 .Pهاي كاج در مراحل مختلف نموي در چند ژنوتيپ گونه

sylvestris و P. pinaster و با استفاده از محيط كشت 
1/2LM9كننده رشد و ديگري حاوي تنظيم  يكي بدون 

. ، گزارش نمودندBA ميكرومول 5/4 و D-2,4ميكرومول 
آنها اثرات ژنوتيپ و مرحله نموي جنين نابالغ را در 

داري دار دانسته ولي اختلاف معنياي خود معنيه آزمايش
كننده مشاهده تنظيم بين دو محيط كشت با و بدون

% 42و % P. sylvestris 69نكردند و مقدار القا را در گونه 
در محيط محتوي % 14و % P. pinaster 25و در گونه 

) ترتيببه(كننده رشد كننده رشد و بدون تنظيمتنظيم
گزارش كردند كه اين موضوع از اين جهت كه در محيط 

شود، يزا القا مكننده رشد، بافت جنينكشت بدون تنظيم
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هاي با توجه به واكنش. با نتايج اين پژوهش مغايرت دارد
هاي رشد كنندهمتفاوت جنين زايشي به مقادير تنظيم

توان گفت كه اين واكنش تا حدود زيادي به گياهي مي
مرحله نموي جنين زايشي كشت شده در محيط بستگي 
دارد، چرا كه با كشت جنين زايشي نابالغ در مرحله نموي 

هاي دروني ب، بافت مگاگامتوفيت با توليد هورمونمناس
شود و نيازي به زا ميسبب القاي بافت جنين

پيدا ) اكسين و سايتوكينين(هاي رشد اضافي كننده تنظيم
بيشترين نتايج . (Maruyama et al., 2007)نخواهد كرد 

 10زا از جنين بالغ، با استفاده از القاي بافت جنين
 گزارش شده BA ميكرومول 5 و D-2,4ميكرومول 

 ;Garin et al., 1998; Dunstan et al., 1995)است

Tremblay & Tremblay, 1995) . علاوه بر مقادير
هاي رشد و نوع گونه، عوامل بسياري كنندهمختلف تنظيم

جمله  زا نقش دارند كه از آندر ميزان القاي بافت جنين
 مراحل نموي توان به نوع محيط كشت، نوع ريزنمونه ومي

  .مختلف ريزنمونه و غيره اشاره كرد
زايي عملكرد متفاوت مواد جامدكننده در مرحله جنين

كننده  هاي متفاوت به نوع ماده جامددليل پاسخ گونهبه
 درصد آگار با محيط 1است، چون محيط كشت محتوي 

 درصد ژلرايت داراي اثرات مشابهي 4/0كشت محتوي 
رسد نظر ميچنين بههم. (Von Arnold, 1987)هستند 

ها از تغذيه و رشد  درصد ساكارز، بافت9كه در غلظت 
بيشتري برخوردار بوده ولي در معرض پتانسيل اسمزي 

قرار گرفته و )  درصد ساكارز6نسبت به غلظت (تري پايين
ها نقش اين واكنش. روندزودتر خشك شده و از بين مي

چنين عامل  همعنوان يك منبع كربن وساكارز را به
با توجه  .(George et al., 2008)كند اسموتيكي تاييد مي

زايي رويشي، گذر از ترين مرحله در جنينبه اينكه بحراني
باشد، دار ميجنيني و تكامل آن به جنين لپهمرحله پيش

عوامل گوناگوني در عدم موفقيت در تكامل جنين نقش 
  .دارند

ن دو عامل اصلي در عنوانقش ژنوتيپ و ريزنمونه به
چنين اين هم. زايي رويشي كاملا مشخص استجنين

هاي احتمال وجود دارد كه به دليل كشت مداوم بافت
هاي كنندهداري محتوي تنظيمهاي نگهزا در محيطجنين

هاي رشد در كنندهرشد به مدت طولاني، سطح تنظيم
اي زا توانايي خود را برهاي جنينبافت زياد شده و بافت

زايي در جنين. تبديل به جنين از دست داده باشند
اي بين دو جنس مهم گروه رويشي اختلاف برجسته

در مقايسه با موفقيت در القاي . برگان وجود داردسوزني
، سرسختي در Piceaهاي جنين و توليد گياهچه در گونه
 كاملا آشكار Pinusهاي توليد جنين و گياهچه در گونه

امروزه بيشترين . (Tautorus et al., 1991)است 
 انجام Piceaهاي زايي رويشي در گونههاي جنين پژوهش

گيرد و اين امر به دليل سهولت نسبي در القا و توليد مي
زايي رويشي، در مقايسه با ديگر گياهچه از طريق جنين

دليل ديگر را . باشد ميPinaceaeهاي خانواده جنس
 جنس در صنعت توان اهميت اقتصادي اين مي

با . (Klimaszewska & Cyr, 2002)كاري ذكر كرد  جنگل
توجه به اين موضوع كه اين پژوهش براي اولين بار در 

هايي در مرحله القاي ايران صورت گرفت اگرچه موفقيت
جنين حاصل شد، هنوز زا و ساختارهاي پيشتودة جنين

تحقيقات زيادي لازم است تا به جنين رويشي بالغ با 
هاي توسعه يافته و گياهچه حاصل از جنين رويشي  لپه
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Abstract 
In this survey, the possibility of somatic embryogenesis in four different pine species was studied 

using different compositions of plant growth regulator. The embryogenic tissue induction phase was 
performed using mature zygotic embryo explant, culture medium DCR and using different levels of 
plant growth regulator in Pinus brutia, P. nigra, P. radiata and P. sylvestris species. The 
experiment was done through a completely randomized design with a simple factorial arrangement. 
Embryogenic tissue was measured in two phase, 30 and 40 days after the initial culture. After 
sterilizing of seeds kept at 4°C, and removing their coats, zygotic embryo was separated from 
megagametophyte and put into the Petri dish containing solid tissue culture. All the Petri dishes 
were maintained in darkness at 25°C. After 2 weeks the first signs of embryogenic tissue induction 
were observed. The results showed the significant effect of composition of plant growth regulator 
and specie on the amount of embryogenic tissue induction and the best result was obtained from P. 
brutia in hormon composition of 10µM 2,4-D+5µM BA. In order to proliferation of embryogenic 
tissues, subculture of tissues was performed every two weeks in new culture medium for six weeks. 
Finally, in order to maturation of somatic embryo from embryogenic tissue, the segments of 
embryogenic tissue with 5×5 mm dimensions were transferred to DCR culture medium. After two 
months, although quasi-embryo and abnormal structures got seen but the production of complete 
embryo from embryogenic tissue was unsuccessful and transition from preembryony phase and 
conversion to embryo with developed cotyledons failed. 
 
Keywords: Mature Zygotic Embryo, Plant Growth Regulator, Culture Medium, 

Megagametophyte and Pinus L. 
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