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 .65 - 80: 29-1 نهال و بذر نژادي  مجله به .استفاده از ريزنمونه گره ساقه

  
هـاي    ريزنمونه. در اين مطالعه باززايي مستقيم گياه كامل در سه رقم يونجه چندساله مورد بررسي قرار گرفت               

 تكميـل  B5 همراه با ويتـامين هـاي       MS روزه در محيط كشت پايه       14هاي بذري     گره ساقه جدا شده از گياهچه     
 ـ  هاي مختلف و تركيبات فاكتوريلي تنظـيم        شده با غلظت    كـشت   TDZ/AgNO3 و   BAP/NAAهـاي رشـد       دهكنن

بـين ارقـام و همچنـين بـين سـطوح مختلـف       )  > 01/0P(دار  نتايج حاصل از تجزيه آماري تفاوت معنـي  .شدند
هاي باززا شده در هر ريزنمونه را       هاي القا شده و تعداد شاخساره       هاي رشد از نظر صفات تعداد جوانه        كننده  تنظيم

و همچنـين   )  جوانه در هـر ريزنمونـه، ميـانگين سـه رقـم            80/5(ن تعداد جوانه القا شده      بيشترين ميانگي . نشان داد 
در سـطوح بـالاي     )  شاخساره در هر ريزنمونه، ميانگين سه رقـم        73/5(بيشترين ميانگين تعداد  شاخساره باززا شده        

BAP) mgl-1 1 (  وNAA) mgl-1 2/0 (        شـده   القـا  جوانه تعداد حاصل شد، در حالي كه مقادير بيشينه براي ميانگين
) mgl-1 3 (AgNO3 همراه بـا  TDZ) mgl-1 1/0(در سطح پايين ) 69/5(و ميانگين تعداد شاخساره باززا شده  ) 77/5(

ارقام قره يونجه، ارودوباد و همداني به ترتيب داراي بيـشترين پتانـسيل از نظـر صـفات مـوردنظر                    . به دست آمد  
ــد ــا در حــضور محــيط كــشت   گياهچــه. بودن ــصف غلظــت حــاوي MSه ــا) NAA) mgl-1 5/1 ن   در تركيــب ب

IBA) mgl-1 1 (    اي   بـه شـرايط گلخانـه     % 100مـاني     دار شدند و گياهان با قابليت زنـده         به طور قابل توجهي ريشه
نـژادي و     هـاي بـه     توانـد در برنامـه      پروتوكل ساده، سريع و كارآمد ارائه شده در اين مطالعه مـي           . سازگار شدند 
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  مقدمه

 اي  تـرين گياهـان علوفـه       يكـي از مهـم    يونجه  
با توجه بـه اهميـت آن در تغذيـه دام و             كه   است

ــدار  ــروژن ملكــولي و  (كــشاورزي پاي تثبيــت نيت
در سراسـر جهـان     ) حفظ ساختار مناسـب خـاك     

 و (Iantcheva et al., 2005a) شـود  كشت مـي 
اي   به دليل ظرفيـت بـاززايي خـوب درون شيـشه          

راي مدت زمان طولاني از اهداف مطالعات       آن، ب 
مولكـولي بـوده    -نتيكي و زيست شناسي سلولي    ژ

 در حال .(Iantcheva et al., 2005a,b,c)است 
حاضر اين گياه به منظور بهبود كيفيـت علوفـه و           

هـاي    ساير صفات مهم آن مانند مقاومت به تـنش        
يـك  زيستي و غيرزيـستي و همچنـين بـه عنـوان            

هاي ثانويـه و      اي توليد متابوليت  بيوراكتور سبز بر  
هـــاي نوتركيـــب دارويـــي، در حـــوزه  پـــروتئين
ــست ــژه   زيـ ــاهي از اهميـــت ويـ ــاوري گيـ اي  فنـ

،  و ميـزان توليـد     افزايش كيفيت . برخوردار است 
 جـزء اهـداف اصـلي بـراي         هـا   بـه تـنش   مقاومت  

در   بيشتر دستاوردها  اگر چه  .استاصلاح يونجه   
 كلاسيكح  هاي اصلا  استفاده از روش   گذشته با 

ــد   ــت آم ــه دس ــر   هب ــال حاض ــي در ح ــد ول از  ان
ــاي  روش ــه  ه ــوژيكي از جمل ــيبيوتكنول  مهندس

هــاي اصــلاحي  ژنتيــك بــه عنــوان مكمــل روش
. شـود   كلاسيك در بهبود صفات آن استفاده مـي       

با اين حال از نظر تراريختـي ژنتيكـي يـك گيـاه             
يكي از دلايـل    .  است (Recalcitrant)سرسخت  

روتوكل باززايي موفق براي    اين امر عدم وجود پ    
ــپ   ــيعي از ژنوتي ــف وس ــت   طي ــه اس ــاي يونج   ه

(Li et al., 2009).   سـريع و كارآمـد   بـاززايي

و اساسـي   ط لازم   شـر  طريق كشت بافـت   گياه از   
هــــاي  روشآميــــز  موفقيــــتاســــتفاده بــــراي 

  ريختــــــــي  ترابيوتكنولــــــــوژيكي ماننــــــــد
  اســـت و هيبريداســـيون ســـوماتيكي  ژنتيكـــي

(Ray and Nolan, 1995).   
   در بافـــــت كـــــشت مطالعـــــات اكثـــــر

   غيرمــــستقيم بــــاززايي صــــورت بــــه يونجــــه
   انجــــام ســــوماتيكي زايــــي جنــــين طريــــق از

  ؛Iantcheva et al., 2005b( اســـت شـــده
Moltrasio et al., 2004 ؛Shao et al., 2000 (

ــالايي در   و ــسيار ب ــين و درون جمعيتــي ب ــوع ب تن
زايــي و  ارقــام يونجــه بــراي پتانــسيل كــالوس    

  ؛ Zare et al., 2009(زايـي وجـود دارد    نجنـي 
Samac and Temple, 2004؛ 

McKersie Bowley, 1993 .(ــاززايي روش  ب
 بـودن،  بر زمان داراي معايبي از جمله    غيرمستقيم

 بـا  سـوماكلوني  وسـيع  تنـوع  ايجـاد  و كار سختي
ــصوصيات ــوژيكي خ ــي مورفول ــت  غيرطبيع اس

)Shah et al., 2003 ؛Neves et al., 2001.( 
ــاززايي     ــراي ب ــد ب ــب و كارآم ــه روش مناس تهي
كامل، سـريع و توليـد انبـوه گيـاه تحـت شـرايط              

تــرين اهــداف مطالعــات  اي از مهــم درون شيــشه
توانــد در مطالعــات  كــشت بــافتي اســت كــه مــي

هـــاي  مهندســـي ژنتيـــك و همچنـــين در برنامـــه
تـاكنون روش   . نژادي مورد استفاده قرار گيـرد       به

ــاززايي در  ــراي ب  محــدوده وســيعي از مناســبي ب
هاي يونجه ارائه نـشده اسـت و بـه دليـل              ژنوتيپ

آلوگـامي و   (خصوصيات بيولوژيكي خـاص آن      
پاسخ به كشت بافـت در ايـن گيـاه          ) تتراپلوئيدي



 ...زائي باززائي گياه از طريق اندام

 

ــديدا ــن    ًشـ ــت و ايـ ــپ اسـ ــه ژنوتيـ ــسته بـ    وابـ
ــاربرد روش  ــعيت، ك ــوژيكي   وض ــاي بيوتكنول   ه

ــي   ــدود مـ ــي آن را محـ ــود ژنتيكـ ــد در بهبـ   كنـ
)Smolenskaya and Ibragimova 2002؛  

Li et al., 2009 ؛Matheson et al., 1990.(  
زايي مستقيم بدون داشتن فاز كـالوس از          اندام
ــار ــر درون     راهك ــراي تكثي ــه ب ــل توج ــاي قاب ه
اي ســريع و در مقيــاس بــالاي گياهــان بــه  شيــشه

جوئي در زمان،     لحاظ داشتن مزايايي چون صرفه    
تنوعــات سـادگي، ثبــات ژنتيكــي و پـايين بــودن   

؛ Beegum et al., 2007(ســوماكلوني اســت 
Hissano et al., 2004 .( مطالعـــات بـــسيار

هـاي    محدودي در مورد بـاززايي مـستقيم يونجـه        
 و (Iantcheva et al., 2005b)يــك ســاله  

 انجـام  (Li et al., 2009)هاي چنـد سـاله    يونجه
بر اساس منـابع علمـي قابـل دسـترس          . شده است 

ورد باززايي مـستقيم ارقـام      تاكنون گزارشي در م   
لـذا در ايـن مطالعـه     . ايراني يونجـه وجـود نـدارد      

زايـي و بـاززايي مـستقيم سـه مهـم             پتانسيل انـدام  
) بومي ايران (يونجه    ساله، همداني، قره    يونجه چند 
، از ريزنمونه مـستعد  )بومي آذربايجان(و اردوباد   

ــاثير غلظــت   ــاقه تحــت ت ــره س ــف   گ ــاي مختل ه
 BAP و TDZد سـيتوكينيني  هاي رش   كننده  تنظيم

  .مورد بررسي گرفت
  

  ها مواد و روش
بذر ارقام چنـد سـاله قـره يونجـه، همـداني و             
اردوبــاد از مركــز تحقيقــات كــشاورزي و منــابع 

بـذرها پـس از   . طبيعي آذربايجان غربي تهيه شـد    

شستشوي اوليه بـا آب معمـولي، بـه مـدت يـك             
و سـپس بـه مـدت ده        % 70دقيقه در الكل اتانول     

ــه در هيپوكلريــت ســديم  دق ــر % 5حــاوي (يق كل
قرار گرفتند و پس از سه بـار آبكـشي هـر            ) فعال

  بــار بــه مــدت پــنج دقيقــه در محــيط كــشت       
 روز،  14پـس از    . كشت شـدند  % 8/0آگار  -آب

بـه  ) cm 5-3(هاي داراي رشـد مناسـب         گياهچه
 .عنوان منبع تهيه ريزنمونه استفاده شدند

ــه ــا حــذف   ريزنمون   بــرگ هــاي گــره ســاقه ب
ــاقي گذاشـــــتن قـــــسمتي كـــــوچكي از     و بـــ

ــه(دمبــــرگ  ــانبي  احاطــ ــه جــ ــده جوانــ   ) كننــ
   روزه 14اي  هـــــاي درون شيـــــشه از گياهچـــــه

ــه   ــه شــد و ســپس در محــيط كــشت پاي  MSتهي
)Murashige and Skoog, 1962 ( همــراه بــا

 ،)B5 )Gamborg et al., 1968هـاي محـيط    ويتامين
طوح و غني شده با س ـ     % 8/0، آگار   %3ساكاروز  

ــده  ــيم كننـ ــاهي  مختلـــف تنظـ ــد گيـ ــاي رشـ   هـ
(Plant growth regulators)يعنــي BAP  در 

  بـــــــه )1جـــــــدول  (NAAتركيــــــب بـــــــا  
ــه      ــاي جوانــ ــشت القــ ــيط كــ ــوان محــ    Iعنــ

)Shoot inducing medium I, SIM I (  و يـا
TDZ  در تركيــب بــا AgNO3)  بــه ) 2جــدول

) II) SIM IIعنوان محـيط كـشت القـاي جوانـه     
هــا در  دو هفتــه ريزنمونــه پــس از .كــشت شــدند
هــاي كــشت واكــشت شــدند و در  همــان محــيط

هاي القـايي     نهايت پس از گذشت دو هفته جوانه      
زايي كرده و باززا شده بودند، به محـيط           كه اندام 

. انتقـال يافتنـد   ) TDZ) mgl-1 05/0رشد حـاوي    
ــسبي   گياهچــه ــا پــس از رشــد ن ــه ) cm 5-3(ه ب
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 MSزايــي در محــيط پايــه  محــيط كــشت ريــشه
هـاي   كننـده  حاوي تركيب سطوح مختلف تنظـيم   

. كــشت شــدند) 3جــدول  (IBA و NAAرشــد 
  هــا در اتــاق رشــد بــا تنــاوب نــوري تمــام كــشت

 ساعت تاريكي، رطوبت    8 ساعت روشنايي و     16
¯E m، شدت نور %70نسبي 

2 s¯
1µ 160 و دماي 

C°2±24نگهداري شدند  . 

دار شده، جهت سـازگاري       هاي ريشه   گياهچه
هاي حاوي بسترهاي     يط محيطي، به گلدان   به شرا 

پرليــت : پيــت: مختلــف كــشت، خــاك زراعــي 
ماسه : خاكبرگ: ، خاك زراعي  )1:1:2 و   1:1:1(
بـا  ) هر كـدام بـه تنهـايي      (، پرليت و پيت     )1:1:1(

ــسبي   ــت ن ــاي % 96شــرايط رطوب  C°2±24و دم
نـصف غلظـت    (½MS منتقل شدند و با محلول 

. اشـي شـدند   پ  و بدون ساكاروز محلـول    ) هانمك
در نهايـت گياهـان ســازگار شـده بـه گلخانــه در     

 . منتقل شدندC°28-25شرايط دمايي 

هاي مربوط به القاي جوانه و باززايي      آزمايش
گياهچه طي دو آزمايش جداگانـه بـا اسـتفاده از           

ــه    ــاي جوان ــوع محــيط كــشت الق ــه II و Iدو ن  ب
صــورت فاكتوريــل در قالــب طــرح پايــه كــاملاً  

 تكرار و ده ريزنمونه و همچنـين       تصادفي با چهار  
زايي بـا اسـتفاده از همـان الگـوي            آزمايش ريشه 

آماري با چهار تكرار و سه گياهچه در هر تكرار          
هـا دوبـار تكـرار شـد و           ايـن آزمـايش   . اجرا شـد  

صفات متوسط تعداد جوانـه القـاي شـده، تعـداد           
ــول     ــه و ط ــر ريزنمون ــده در ه ــاززا ش گياهچــه ب

هاي   داده. برداري شدند   هاي نابجا يادداشت    ريشه
 بودن  نرمالها، پس از بررسي       حاصل از آزمايش  

افـزار    ها و انجـام تبـديل داده جـذري، بـا نـرم              آن
ــه و تحليــل SAS (version 9.1)آمــاري   تجزي

ــا اســتفاده از  شــدند و مقايــسه ميــانگين داده هــا ب
  دار فيــــشر آزمــــون حــــداقل تفــــاوت معنــــي

 (Fisher’s least significant difference: FLSD) 
  .انجام شد

  
  نتايج و بحث

   بر القاي جوانه و باززاييNAA و BAPتاثير 

بــه منظــور القــاي جوانــه و امكــان ايجــاد      
هاي نابجا در سه رقم يونجـه چندسـاله،           شاخساره

. گره ساقه به عنوان ريزنمونه مستعد انتخاب شـد        
با توجه به اين كـه ايـن ريزنمونـه حـاوي جوانـه              

تواند بـه يـك گيـاه         ي است كه مي   ا  جانبي بالقوه 
كامل تبديل شود لذا اين ناحيه مريستمي قابليـت         

بـدين منظـور    . القاي تعداد بيشتري جوانه را دارد     
، SIM I و IIدو نوع محيط كشت القاي جوانـه،  

هـــاي رشـــد گيـــاهي در  كننـــده حـــاوي تنظـــيم
اسـتفاده  ) 2 و   1هـاي     جدول(هاي مختلف     غلظت

در ) A1شـكل   (ددي  هـاي نابجـا متع ـ      جوانـه . شد
مدت دو الي سه هفته در اطراف جوانه جانبي بـر          

زايــي و   هــا مــشاهده شــد و انــدام  روي ريزنمونــه
از هفته سوم شـروع     ) B1شكل  (ها    باززايي جوانه 

ــد   ــل ش ــارم تكمي ــه چه ــه  . و در هفت ــايج تجزي نت
ــايش اول    ــانگين آزمـ ــسات ميـ ــاري و مقايـ   آمـ

ين نشان داد كه بين سه رقـم و همچن ـ        ) 1جدول  (
 BAPهاي رشـد      كننده  بين سطوح مختلف تنظيم   

، HF) Hormone free و محيط كشت NAAو 
ــاهد  ــوان ش ــه عن ــداد   ) ب ــر روي تع ــر ب ــر اث از نظ
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 بر القاي جوانه و باززايي مستقيم از ريزنمونه NAA و BAP تاثير غلظت و تركيبات مختلف -1جدول 
 (.Medicago sativa L)گره ساقه در سه رقم يونجه 

Table 1. Effect of different concentrations and combinations of BAP and NAA on 
shoot-bud induction and direct regeneration from stem nodal explant in three alfalfa 

(Medicago sativa L.) cultivars 
 

ياهچه باززا شدهميانگين تعداد گ در هر ريزنمونه ميانگين تعداد جوانه القا شده     ريزنمونه در هر 
   Mean number of induced shoot bud 

per explant 
Mean number of regenerated shoot 

per explant 
 يونجه قره همداني اردوباد يونجه قره همداني اردوباد اختصار  

BAP 
(mgl-1) 

NAA 
(mgl-1) 

Abbreviation Ordobad Hamedani Ghareyonjeh Ordobad Hamedani Ghareyonjeh 

0.0 0.00 HF 1.00d 1.00e 1.00d 0.88d 0.88d 0.5d 
0.5 0.02 SIM I-1 3.25c 2.54d 3.50c 3.25c 2.45c 3.11c 

0.5 0.20 SIM I-2 3.86c 3.87c 3.11c 3.67c 2.87c 3.33c 

1.0 0.02 SIM I-3 4.49b 4.58b 5.52b 4.39b 4.32b 5.33b 

1.0 0.20 SIM I-4 5.28a 5.37a 6.37a 5.19a 5.19a 6.11a 

  .  دارندFLSDاساس آزمون  بر)  > 05/0P(دار  هاي داراي حروف غير يكسان در هر ستون از نظر آماري اختلاف معني داده
HF: Hormone free, SIM: Shoot inducing medium. Values followed by different letters within a column indicate 
significant differences (P < 0.05) according to FLSD test. 

  
  

 بر القاي جوانه و باززايي مستقيم از AgNO3 همراه با و يا بدون TDZهاي مختلف   اثر غلظت-2جدول 
  )..Medicago sativa L(ريزنمونه گره ساقه در سه رقم يونجه 

Table 2. Effect of different concentrations of TDZ along with or without AgNO3 on 
shoot- bud induction and direct regeneration from stem nodal explant in three alfalfa 

(Medicago sativa L.) cultivars 
 

 ريزنمونه در هر ميانگين تعداد گياهچه باززا شده در هر ريزنمونه ميانگين تعداد جوانه القا شده   
   Mean number of induced shoot bud 

per explant 
Mean number of regenerated shoot per 

explant 
 يونجه قره همداني اردوباد يونجه قره  همداني اردوباد اختصار  
TDZ 
(mgl-1) 

AgNO3 
(mgl-1) 

Abbreviation Ordobad Hamedani Ghareyonjeh Ordobad Hamedani Ghareyonjeh 

0.00 0.0 HF 1.00f 1.00d 1.00d 0.88e 0.88d 0.75d 
0.10 0.0 SIM II-1 5.45b 3.83a 6.66a 5.32b 3.67a 6.52a 

0.10 0.3 SIM II-2 6.25a 4.13a 6.94a 6.25a 4.03a 6.80a 

0.25 0.0 SIM II-3 4.49c 3.09b 4.49b 4.28c 2.95b 4.49b 

0.25 0.3 SIM II-4 4.37c 3.76a 4.97b 4.37c 3.70a 4.65b 

0.50 0.0 SIM II-5 2.75e 2.39c 3.37c 2.60d 2.39c 3.37c 

0.50 0.3 SIM II-6 3.74d 2.87cb 3.87c 2.74d 2.80b 3.87c 

  .  دارندFLSDاساس آزمون  بر)  > 05/0P(دار  هاي داراي حروف غير يكسان در هر ستون از نظر آماري اختلاف معني داده
HF: Hormone free, SIM: Shoot inducing medium. Values followed by different letters within a column indicate 
significant differences (P < 0.05) according to FLSD test. 
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هاي نابجا   القاي جوانه)A .هاي نابجا و باززايي مستقيم گياه از ريزنمونه گره ساقه  القاي جوانه-1شكل 
ها  رشد گياهچه) Cها،  زايي و باززايي گياهچه  اندامB)بر روي ريزنمونه گره ساقه، ) هاي پيكان علامت(

ها در محيط كشت  زايي گياهچه ريشه) TDZ) mgl-1 05/0( ،D حاوي MSبعد از انتقال به محيط كشت 
MS نصف غلظت حاوي سطوح مختلف NAAو IBA ، E(گياهان سازگار شده به محيط غير استريل .  

Fig. 1. Adventitious shoot-buds induction and direct plant regeneration from stem nodal 
explant. A) Shoot-bud induction (black arrows) on stem nodal explants in shoot 
inducing medium containing BAP/NAA or TDZ/AgNO3, B) Organogenesis and 
regeneration of shoots (white arrows), C) Shoot elongation in growth medium 
containing 0.05 mg1-1 TDZ, D) Rooting of plantlets in half strength MS medium 
containing different concentration and combinations of NAA and IBA, E) 
Acclimatization of plantlets to greenhouse condition after cultivation in pots. 

  
ــه ــداد      جوانـ ــانگين تعـ ــده و ميـ ــا شـ ــاي القـ هـ
هاي باززا شده در هر ريزنمونه اختلاف         شاخساره

از نظر آماري وجود داشت )  > 05/0P(دار  معني
هـاي      دار بـين محـيط كـشت        و اين تفـاوت معنـي     

در ميانگين سه رقم نيز ) هاI) SIM Iالقاي جوانه 
ــد   ــشاهده ش ــكل (م ــيط   ). 2ش ــاثير مح ــت ت   تح

ــشت  ــاSIM I-4كـ و ) BAP) mgl-1 1وي  حـ
NAA) mgl-1 2/0 (  ــه القــا بيــشترين تعــداد جوان

شده و شاخساره بـاززا شـده در هـر سـه رقـم بـه                
ــره    ــم ق ــام، رق ــين ارق ــد و در ب يونجــه   دســت آم

بيشترين تعداد جوانه القا شـده و بيـشترين تعـداد           
بـه  . شاخساره باززا شده را به خود اختـصاص داد   

ــه  ــداد جوان ــي تع ــاي طــور كل ــاي الق  شــده در ه
 جوانـه در    80/5 االـي    10/3ميانگين سه رقم بـين      

ــطوح     ــي از س ــاثير تركيب ــه تحــت ت ــر ريزنمون ه
 در مقايسه با تيمار شـاهد      NAA و   BAPمختلف  
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 بر القاي NAA و BAPحاوي تركيب سطوح مختلف ) 1جدول  (SIM Iهاي   اثر محيط كشت-2شكل 
  زنمونه گره ساقهجوانه نابجا و باززايي گياهچه از ري

دار  دهنده اختلاف آماري معني حروف غيريكسان در بالاي هر ستون نشان. دهد را نشان مي  ميانگين سه رقم±SE  نمودار هاي ستون
)01/0P <  ( بر اساس آزمونFLSDاست .  

Fig. 2. Effect of SIM I media (Table 1) containing different concentrations and 
combinations of BAP and NAA on adventitious shoot-bud induction and shoot 
regeneration from stem nodal explant in three alfalfa cultivars  
The bars represent means of three cultivars ± SE. Bars followed by different letter are significantly 
different (P < 0.01) according to FLSD test.  

  
  . به دست آمد) جوانه در هر ريزنمونه(

BAP     هـاي مـوثر       به عنوان يكي از سيتوكينين
ــه  ــاي جوان ــب     در الق ــت و تركي ــا اس ــاي نابج   ه

  هـــاي پـــايين  آن بـــا يـــك اكـــسين در غلظـــت 
هاي بيشتر از ريزنمونـه گـره         منجر به القاي جوانه   

ــان شــده اســت    ــادي از گياه ــداد زي   ســاقه در تع
)Sivanesan and Jeong, 2007؛  

Sunil et al., 2009 .(     در تحقيـق حاضـر نيـز بـا
 تعـداد   NAA در تركيب بـا      BAPافزايش سطح   

هــاي القــا شــده و ميــزان بــاززايي افــزايش  جوانــه
دار از     تاثير معني  NAAيافت، ولي افزايش سطح     

نظر آماري بر صفات مورد نظر در هـر سـه رقـم             

ــت ــودن  . نداش ــوثر نب ــايين  BAPم ــطوح پ  در س
ــسا  ــاززايي شاخـــ ــره  بـــ ــه گـــ   ره از ريزنمونـــ

ــان  ــاقه در گياهـ   Portulaca grandiflora سـ
(Safdari and Kazemitabar, 2010) و 

Holarrhena antidysenterica 
(Mallikarjuna and Rajendrudu, 2007) نيز 

اي   بـا ايـن حـال در مطالعـه        . گزارش شـده اسـت    
 (Neves et al., 2001)ديگر نيوس و همكـاران  

 truncatula Medicagoب  هاي منتخ   از ژنوتيپ 
اي و توانـايي      براي پاسخ بـه كـشت درون شيـشه        

هـــا اســـتفاده كردنـــد و القـــاي  زايـــي آن جنـــين
هاي متعدد از مريستم جانبي كوتيلـدون در          جوانه

 
 I(SIM I)محيط كشت القا جوانه

Shoot inducing medium (SIM I)
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.  گـزارش شـد    mgl-1 02/0 (BAP(غلظت پايين   
ي در    ولي در تحقيق حاضر وضعيت چنـد جوانـه        

لاي ريزنمونـه گـره سـاقه تحـت تـاثير غلظـت بـا       
BAP) mgl-11 ( همـــراه بـــاNAA) mgl-1 2/0 (

  .مشاهده شد
  

  باززايي و جوانه القاي بر AgNO3 و TDZ تاثير

بر اساس نتايج حاصل از آزمايش دوم تحـت         
ــشت   ــيط ك ــاثير مح ــطوح  SIM IIت ــاوي س  ح

ــدون  TDZ مختلــف  ــا ب ــا و ي  AgNO3همــراه ب
، در هـر سـه رقـم يونجـه بـين محـيط              )2جدول  (

  و بـه ويـژه محـيط   SIM IIهـاي مختلـف    كشت
 از نظـــر ميـــانگين تعـــداد )شـــاهد (HF كـــشت
ــه ــداد      جوانـ ــانگين تعـ ــده و ميـ ــا شـ ــاي القـ هـ

ــساره ــي   شاخ ــتلاف معن ــده اخ ــاززا ش ــاي ب دار  ه
وجـود داشـت و ارقـام قـره     )  > 05/0P(آمـاري  

ــشترين و    ــه ترتيــب داراي بي يونجــه و همــداني ب
بـه  . كمترين مقادير صفات مـورد بررسـي بودنـد        

ــي در ــين محــيط   طــور كل ــم، ب ــانگين ســه رق  مي
هاي مختلف از نظر صفات مـورد بررسـي           كشت

ــي ــشاهده شــد )  > 01/0P(دار  اخــتلاف معن م
و بيــشترين تعــداد جوانــه القــايي و    ) 3شــكل (

بيشترين شاخساره باززا شده براي هر سه رقم در         
ــشت   ــيط كــ ــاوي SIM II-2محــ    TDZ حــ

)mgl-1 1/0 ( وAgNO3) mgl-1 3 (  حاصـل شــد
  ). 2و جدول  3شكل (

TDZ  ــيم ــوثرترين تنظ ــز از م ــده  ني ــاي  كنن   ه
  رشد سـيتوكينيني اسـت كـه تـاثير قابـل تـوجهي             

ــشه   ــاززايي درون شيـ ــا و بـ   اي بـــسياري  در القـ

هـا دارد     ها در مقايسه با سـاير سـيتوكينين         از گونه 
)Khawar et al., 2004 .( تاثيرTDZ   بـر القـاي 

ــه ــه ســطح  جوان ــاززايي بــستگي ب  هــاي نابجــا و ب
كننده رشد    هاي داخلي دارد و اين تنظيم       هورمون

شـود    منجر به تنظـيم سـطح اكـسين در گيـاه مـي            
(Hutchinson and Saxena, 1996) .  مطالعـات

هـاي     بر القاي جوانه   TDZالعاده    متعددي اثر فوق  
ــان     ــاززايي در گياهـ ــالاي بـ ــزان بـ ــا و ميـ   نابجـ

  انـــــد تيـــــره بقـــــولات را گـــــزارش كـــــرده
)Sajid and Aftab, 2009 ؛Uranbey, 2005 ؛  

Hosseini-Nasr and Rashid, 2003 .( باززايي
ــا     مــــستقيم در دو گونــــه يكــــساله يونجــــه بــ

ــه  ــتفاده از ريزنمونـ ــره   اسـ ــرگ و گـ ــاي دمبـ   هـ
ــت   ــط يانــ ــاقه توســ ــه ســ ــاران چــ   وا و همكــ

(Iantcheva et al., 2005b) .    بـر اسـاس نتـايج
 منجـر   TDZگرم در ليتر       ميلي 5/0حاصل، مقدار   

ــاي ــه الق ــهب ــر    جوان ــشتري در ه ــاي نابجــاي بي ه
ريزنمونــه شــد، در حــالي كــه در تحقيــق حاضــر 

ــايين   ــاي  mgl-1 1/0 (TDZ(غلظــت پ ــراي الق  ب
ها در يونجه هاي چنـد        جوانه و باززايي شاخساره   

ــتفاده از      ــا اس ــشان داد و ب ــري ن ــه بهت ــاله نتيج س
ريزنمونــه گــره ســاقه در كمتــرين زمــان ممكــن  

 ــ  ــل انجــام ش ــاه كام ــاززايي گي ــات . دب   در مطالع
 در غلظـت پـايين بـر القـاي          TDZاخير نيز تـاثير     

ــه ــزان بـــالاي جوانـ ــاززايي   ميـ ــا و بـ   هـــاي نابجـ
از ريزنمونه گره كوتيلدوني در يونجـه چندسـاله         

)Li et al., 2009 (   و همچنين از ريزنمونـه گـره
 Holarrhena antidysentericaسـاقه در گيـاه   

(Mallikarjuna and Rajendrudu, 2007) 
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 به همراه و يا بدون TDZهاي مختلف  حاوي سطوح غلظت) 2جدول  (SIM II اثر محيط كشت -3شكل 
AgNO3  بر القاي جوانه و باززايي گياهچه از ريزنمونه گره ساقه در مجموع سه رقم يونجه  

دار  دهنده اختلاف آماري معني الاي هر ستون نشانحروف غير يكسان در ب. دهند  ميانگين سه رقم را نشان مي± SEهاي نمودار   ستون
)01/0P <  ( بر اساس آزمونFLSDاست .  

Fig. 3. Effect of SIM II media containing different concentrations of TDZ along with or 
without AgNO3 on adventitious shoot-bud induction and shoot regeneration from stem 
nodal explant in three alfalfa cultivars  
The bars represent means of three cultivars± SE. Bars followed by different letter are significantly 
different (P < 0.01) according to FLSD test. 

  
  . گزارش شده است

هاي باززا شده از هر دو نوع محـيط           شاخساره
 در محـيط رشـد   SIM II و SIM Iالقاي جوانه، 

 10-14در عــرض ) TDZ) mgl-1 05/0حــاوي 
ــب    ــسيار مناسـ ــد بـ ــولي (روز در حـ ــد طـ   رشـ

cm 15-5(  رشــد كردنــد ) شــكلC1 .( ميــزان
ها تحت تيمار هر دو نوع      اي شدن شاخساره    شيشه

هـا   داده( بـود %) 2-4(محيط كشت بـسيار پـايين   
ــشدند  ــشان داده ن ــذا ) ن ــاثيري در AgNO3و ل  ت

تـــاثير . اي شـــدن نداشـــت ري از شيـــشهجلــوگي 
AgNO3       بازدارنـده  ( در بازدارندگي توليد اتـيلن

ــشه ــاززايي درون شيــ ــر ) اي بــ ــين اثــ   و همچنــ

  هـــا  آن در افـــزايش ميـــزان بـــاززايي شاخـــساره
وقتي كـه در تركيـب بـا يـك سـيتوكينين ماننـد              

TDZ     ــده ــزارش شـ ــبلا گـ ــود، قـ ــتفاده شـ    اسـ
ــت    ؛ Thiruvengadam et al., 2010(اسـ

Anantasaran and Kanchanapoom, 2008؛ 

Cogbill et al., 2010 .( ًنتايج ما نيز تاثير تقريبـا 
 اسـتفاده   TDZكه در تركيب بـا      ،  AgNO3مثبت  

ــه  ــشكيل جوان ــد، در ت ــاززايي   ش ــا و ب ــاي نابج ه
ها را نشان داد، با اين حال ايـن اثـر، بـه               شاخساره
 بــراي رقــم  SIM II-2 و SIM II-1جــز در 

). 2جـدول   (دار نبود      نظر آماري معني   اردوباد، از 
نكته قابل توجه در مقايسه نتايج دو آزمـايش در          

II(SIM I)محيط كشت القا جوانه
Shoot inducing medium (SIM I)
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 در غلظت پايين در برابـر       TDZاين تحقيق، تاثير    
ــاثير  ــك غلظــت  BAPت ــراي  10 در ي ــري ب  براب

حصول بيشترين ميزان القا جوانه و باززايي اسـت         
داري بـين   رسد تفاوت آمـاري معنـي       و به نظر مي   
كننده رشد از نظر ميـزان اثربخـشي          ماين دو تنظي  

اگـر چـه    ). 3 و   2هاي    جدول(وجود نداشته باشد    
ــايين   ــسيار پ ــر TDZاســتفاده از غلظــت ب  در براب

BAPتوانــد خيلــي مــورد   از نظــر اقتــصادي نمــي
 بـسيار بـالاتر از      TDZقيمـت   (توجه قـرار گيـرد      

BAP ولي با در نظر داشتن احتمال تـاثير         ) است ،
 از جملـه عـدم    هـا  يتوكينينمنفي غلظت بالاي س

هـا    اي شـدن گياهچـه      رشد طولي مناسب و شيشه    
)Tatari Varnousfaderani et al., 2012؛  

Li et al., 2009( اســتفاده از محــيط كــشت ،
 داشـته   برتريتواند     مي TDZحاوي غلظت پايين    

 .باشد

  در مطالعــــــات مربــــــوط بــــــه كــــــشت 
هــاي چنــد ســاله، وابــستگي شــديد  بافــت يونجــه

ي به نـوع ريزنمونـه، رقـم و محـيط كـشت             باززاي
ــت    ــده اس ــزارش ش  ؛ Zare et al., 2009(گ

Barakat et al., 1993 .(    در تحقيـق حاضـر نيـز
مطابق با اين مطالعات، اثر متقابل محيط كشت با         

دار بود و بـا بـرش دهـي           رقم از نظر آماري معني    
سطوح فاكتور رقم در هر سـطح فـاكتور محـيط           

ــشان دا داده(كــشت  ــشدندهــا ن ــوع )ده ن ــاثير ن ، ت
ــسيل    ــر پتان ــا حــدودي رقــم ب محــيط كــشت و ت
باززايي از يـك ريزنمونـه مـشترك كـاملا بـارز            

با اين حال، هر سه رقم مورد مطالعه در يك          . بود
   و يـــاSIM I-4محـــيط كـــشت معـــين ماننـــد 

SIMII-2 پتانـسيل بــاززايي خــوبي نــشان دادنــد  .
رين الذكر ارقام از نظر برت ـ      ولي در مطالعات فوق   

محيط كشت تنوع بيشتري نشان دادند كـه شـايد          
بـاززايي  (تا حدوي به دليـل نـوع روش بـاززايي           

بـه طـور كلـي در ايـن تحقيـق           . باشد) غيرمستقيم
يونجه پاسخ خوبي به باززايي مـستقيم از          رقم قره 

طريق ريزنمونه گره نسبت به دو رقم ديگر نـشان        
 نيـز ) 2009(داد كه در مطالعـه زارع و همكـاران          

پتانــسيل بــالاي ايــن رقــم در روش بــاززايي غيــر 
  . مستقيم گزارش شده بود

  
  زايي  بر ريشهIBA و NAAتاثير 

هـاي    بر اساس نتـايج حاصـل، محـيط كـشت         
ــشه حــاوي ســطوح مختلــف    ــاي ري  و NAAالق

IBA)   از نظر اثر بر ميزان القـاي ريـشه         ) 3جدول
% 5داري در ســطح احتمــال  نابجـا، تفــاوت معنـي  

ــد  ــشان دادن ــر    . ن ــم از نظ ــه رق ــين س ــين ب همچن
داري در سـطح      هاي القا شده اختلاف معني      ريشه

وجود داشـت و در حـضور تركيـب تيمـاري           % 1
NAA و IBA) mgl-1 5/1 ــه  ) 1 و ــا محــيط پاي ب

MS ½زايــي و بيــشترين   بيــشترين درصــد ريــشه
ــد      ــه دســت آم ــم ب ــه رق ــر س ــشه در ه ــول ري   ط

ي هـا   كننـده   و با افزايش غلظت تنظيم    ) 3جدول  (
در ) D1شكل   (طبيعيهاي پرپشت و      رشد، ريشه 

به طور كلي   . مدت چهار هفته توسعه پيدا كردند     
يونجـه و همـداني بـه ترتيـب           ارقام اردوبـاد، قـره    

ــشه  ــانگين درصــد ري ــشترين مي ــشان  بي ــي را ن زاي
هـاي القـايي،    دادند، با اين حال از نظر طول ريشه   

ــايين  ــاد پ ــم اردوب ــود    رق ــر ب ــم ديگ ــر از دو رق ت
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هاي    بر القاي ريشه در گياهچهNAA و IAAها و تركيبات مختلف    نصف غلظت حاوي غلظتMS تاثير محيط -3ول جد
 (.Medicago sativa L)باززا شده سه رقم يونجه 

Table 3. Effect of half-strength MS medium containing different concentrations and combinations of 
NAA and IBA on root induction in regenerated plants of three alfalfa (Medicago sativa L.) cultivars 

 
  زايي ميانگين درصد ريشه )cm(ميانگين طول ريشه    
    Mean of shoot length (cm)  Mean of rotting percentage (%) 

 يونجه قره همداني اردوباد يونجه قره همداني اردوباد اختصار  
NAA 

(mgl-1) 
IBA 

(mgl-1) 
Abbreviation Ordobad Hamedani Ghareyonjeh Ordobad Hamedani Ghareyonjeh 

1.0 1.0 RIM I  5.54d 13.00b 7.92c 92.36b 28.62b 72.29d 
1.0 1.5 RIM II   12.25a 22.71a 14.26a 100.0a 100.0a 93.02a 
1.5 1.0 RIM III  6.33c 6.25d 5.33d 90.17b 15.43c 53.26c 
1.5 1.5 RIM IV  9.50b 10.69c 8.63b 100.0a 80.15b 72.05b 

 . دارندFLSDبر اساس آزمون )  > 01/0P(دار  يكسان در هر ستون اختلاف آماري معني هاي داراي حروف غير داده
RIM: Root inducing medium. Values followed by different letters within a column indicate significant differences at 
(P < 0.01) according to FLSD test. 

  
 هــيچ كالوســي در پايــه MS ½در ). 3جــدول (

شـكل  (دار شـده توليـد نـشد          هـاي ريـشه     گياهچه
D1 (        ولي با استفاده از محيط پايـهMS   كـاهش ،

ميزان ريـشه القـايي همـراه بـا توليـد كـالوس در              
ها نشان    داده(د  ها مشاهده ش    قسمت پايه شاخساره  

ــشدند ــشه و  4شــكل ). داده ن ــاي ري ، درصــد الق
ثير محــيط أميــانگين طــول ريــشه را تحــت تـ ـ   

زايـي در ميـانگين سـه         هاي مختلـف ريـشه      كشت
 RIMدر محيط كشت . دهد رقم يونجه نشان مي

II حــــــاوي mgl-1 1 NAA و mgl-1 5/1 IBA 
زايي و طـول ريـشه            بيشترين ميانگين درصد ريشه   

اگر چه رابطـه منطقـي بـين سـطوح          . مشاهده شد 
NAA و IBA از نظــــر اثــــر بــــر روي ميــــزان 
زايي ديده نشد ولي بر اساس نتـايج حاصـل            ريشه

 صرف (IBA، موثر بودن سطح بالاي )3شكل (

زايـي و رشـد    بر روي ميزان ريـشه    ) NAAنظر از   
زايي مربوط به      كمترين ريشه  .ها مشهود بود    ريشه

هاي حاوي      ط كشت هايي بود كه در محي        گياهچه
 باززا شـده بودنـد      BAP و يا    TDZغلظت بالاي   

ــاثير بازدارنــدگي ). هــا نــشان داده نــشدند داده( ت
زايـي در     غلظت بالاي سيتوكينين بر ميـزان ريـشه       

ــت     ــده اسـ ــزارش شـ ــز گـ ــر نيـ ــان ديگـ   گياهـ
)Naik et al., 2000 ؛Mahdavian et al., 2010 

Mohamed et al., 2006(.  
ــشه  گياهچــه ــاي ري ــسترهاي  د ه ــه ب ــده ب ار ش

ــدان منتقــل شــدند   ــن . مختلــف كــشت در گل اي
ــت  ــستر پي ــان در ب ــت/گياه خــاك زراعــي /پرلي

بــه نحــو مطلــوبي رشــد و نمــو  ) 1/1/1 و 1/1/2(
داشته و همه گياهان به خوبي به شـرايط محيطـي           

در بستر حاوي   ). E1شكل  (طبيعي سازگار شدند    
فقط پرليت نيز گياهان به خوبي رشـد و سـازگار           

پرليـت همـراه بـا      /د، با ايـن حـال بـستر پيـت         شدن
تواند يـك بـستر خـوب و نزديـك بـه              خاك مي 

. بــستر طبيعــي بــراي ســازگاري ايــن گيــاه باشــد 
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 بر IBA و NAAهاي مختلف  حاوي تركيب غلظت) RIM(هاي ريشه زايي   اثر محيط كشت-4شكل 
   ريشه در سه رقم يونجه چند سالهءالقا
حروف غيريكسان در بالاي هر ستون . دهند ها را نشان مي زايي و يا ميانگين طول ريشه ها ميانگين درصد ريشههاي نمودار ستون
  . استFLSDبر اساس آزمون )  > 01/0P(دار  دهنده اختلاف آماري معني نشان

Fig. 4. Effect of Root inducing media containing combination of different 
concentrations of NAA and IBA root induction in three alfalfa cultivrs  
The bars represent mean of rooting percentage or mean length of roots± SE. Bars followed by different 
letter are significantly different (P < 0.01) according to FLSD test. 

  
مـاني بـه شـرايط        زنـده % 100گياهان باززا شده با     

محيطــــي ســــازگاري يافتنــــد و هــــيچ گونــــه 
 در ايـن  طبيعـي  خصوصيات مورفولـوژيكي غيـر  

ــشاهده     ــديني م ــاه وال ــا گي ــيه ب ــان در مقاس گياه
  .نگرديد

در ايـــن مطالعـــه، يـــك پروتوكـــل ســـاده و 
كارآمد براي روش باززايي مستقيم با اسـتفاده از         

مناسب به لحـاظ تهيـه      ) گره ساقه (يك ريزنمونه   
بسيار راحت آن و پتانـسيل بـالاي بـاززايي ارائـه            

اي     اين پروتكـل بـراي بـاززايي درون شيـشه         . شد
هاي ديگر چند سـاله و حتـي در           تعدادي از گونه  

 كــه معمــولاً Medicagoهــاي يــك ســاله   گونــه
اي سرسـخت     هـاي درون شيـشه      نسبت بـه كـشت    

و ) هـاي گـزارش نـشده    داده(هستند، استفاده شد  
 در دامنه وسـيعي از ارقـام يونجـه          رسد  به نظر مي  

بدون وابستگي يا با وابـستگي كمتـر بـه ژنوتيـپ            
ايــن روش ماننــد ديگــر   . قابــل كــاربرد باشــد  

هــاي بــاززايي مــستقيم داراي مزايــايي  پروتوكــل
مهمي از جمله توليد در مقياس بالا در يك دوره    

و عـدم وجـود و يـا        )  روز 45تقريباً  (كوتاه مدت   
 ژنتيكـــي ناخواســـته در پـــايين بـــودن تغييـــرات

هـاي    بر خلاف روش  (اي    هاي درون شيشه    كشت
چنـين مزايــايي در  . اسـت ) بـاززايي غيـر مــستقيم  

هاي تراريختي ژنتيكـي گياهـان سرسـخت          پروژه
مانند يونجـه و همچنـين بـراي توليـد گياهـان بـا              

نـژادي و     هاي بـه    يكنواختي ژنتيكي بالا در پروژه    
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لي يـــا جهـــت اســـتفاده در كـــشاورزي مولكـــو
(Molecular farming)هاي   براي توليد پروتئين

بـا  . نوتركيب در مقياس انبوه حائز اهميـت اسـت        
هـاي لازم بـراي تعيـين ثبـات           اين حـال، ارزيـابي    

ژنتيكــي گياهــان توليــد شــده بــا اســتفاده از ايــن 
هــاي تكميلــي بــا در نظــر  ســازي پروتكــل، بهينــه

هـاي      هـاي مـوثر ديگـر در كـشت            گرفتن فاكتور 
اي و بررسـي قابليـت كـاربرد آن در               شيشه درون

ــه ــي    گون ــات آت ــاي مختلــف يونجــه در مطالع ه
  . پيشنهاد نشد

  
  سپاسگزاري

از آقاي مهندس اوديشو، عضو هيئـت علمـي         
مركـــز تحقيقـــات كـــشاورزي و منـــابع طبيعـــي 
آذربايجان غربـي، بـه خـاطر فـراهم كـردن بـذر             

  .شود  سپاسگزاري ميمورد نياز
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