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 دهيچك

از   ي برگ سكيدو ل يتپوكيه، يلدوني كوت برگ يها زنمونهيراشته شد و  بدون هورمون كMSط ي در محE. microtheca بذر
 غلظت متفاوت از 12 يحاو  وتراتينر يدا مق ازيمي با نMSط ي محها در زنمونهير. ديافته جدا گردي رشد يها اهچهيگ

 به يكي ساعت تار8 و يي روشنا ساعت16 وديفتوپردر   كشت شده،يها زنمونهير. دنديكشت گرد Kin و NAA يها هورمون
ط ين محي بهتري آماريهاتجزيه يط.  انجام شديي هفته باززا4 پس از .ند شدي نگهدارگراد ي درجه سانت19 و 25 ب دريترت

  به همراهNAAتر ير لدگرم  يلي م4 يب حاويبه ترت يسك برگي و ديلدوني برگ كوتيها م در بافتيرمستقي غيي باززايكشت برا
 يها زنمونهيم در ري مستقيي باززايبرا. بود Kinتر ير لدگرم  يلي م1  بعلاوهNAAتر ير لدگرم  يلي م2 و Kinر تير لدگرم  يلي م5/0
نمونه تعداد . دين گردييط تعين محيعنوان بهتر  بهKinتر ير لدگرم  يلي م1 به همراه NAAتر ير لدگرم  يلي م1 ي حاوماريتل يپوكتيه

 .بود ميرمستقي غييم نسبت به باززاي مستقييا باززيبرتر  نشان دهنده شدهييباززا
 

 E. microtheca  وياديزازدير ،يي باززا،ييززدايتما: يدي كليها واژه

 
 مقدمه

از جـنس    يع ـي طب ديبريرگونه و ه  ي، ز  گونه 700تاكنون  
 ).Pinto et al, 2002( شـده اسـت   يي شناسـا  پتوسياكـال 

 ـ   پتوسياكال  ـ   100ش از   يها ب د ران شـدن  ي ـش وارد ا  ي سـال پ
 30 تعـداد  1962در سـال  يثابت). 1386، يعصاره و سرداب  (

ك بـه   ي ـات نزد يپتوس را بـا توجـه بـه خـصوص         يگونه اكال 
 يهـا   الـت ي از ا   ران،ي ـ ا يري مناطق گرمس  يكيط اكولوژ يشرا

ــا وارد ايمختلــف اســترال ــران نمــوده و در اي ــا ستگاهي  يه

كرمانـشاه و     فارس،    خوزستان،  (ران  ي در جنوب ا   يسازگار
 ).1386، يعــــصاره و ســــرداب(  كاشــــت)لرســــتان

E. microthecaاستقرار آن ا است كهي استرالي بوميا  گونه 
ه موفـق بـوده اسـت       ي ـجريدر سودان، عراق، پاكـستان و ن      

 كـه از    يشات سازگار يدر آزما ). 1386،  يعصاره و سرداب  (
 مورد  ،ران شروع شده و تاكنون ادامه دارد      ي در ا  1968سال  
ن گونه مشاهده نشده    يراض به ا   از حمله آفات و ام     يخاص
ــاتلاقي مــدتي كــه بــراي نــواح آندر  .اســت  ي از ســال ب
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درجـه   43توانـد رشـد كنـد و تـا            يم ـاه  ي ـن گ ياشوند    يم
گـراد در     يدرجـه سـانت    5 يدر تابستان و سرما   گراد    يسانت

در ). 1373،  ي جهرم ـ يمرتـضو (كند    ي تحمل م  زمستان را 
ــ در ا1962د ســـال ي شـــديســـرما  ران فقـــط گونـــهيـ

E. viminalis   ــه ــد و گون ــت كن ــست مقاوم  يهــا  توان

E. camaldulensis  وE. microthecaيها شهي ري كه دارا 
جــستجوگر هــستند بــه مــرور زمــان خــود را در منــاطق  

ا كردنـد   ي ـخانه نورآبـاد اح      و تلمبه  يممسن گچساران، دهنو 
 .)1373، ي جهرميمرتضو(

. ودش ير ميله بذر تكثين گونه دگرگشن بوده و بوسي ا
E. microthecaست اما ي مطلوب ني از نظر شكل ظاهر

 برتر قابل يها هيد و انتخاب پاي جديدهايبريش هيبا آزما
حفظ  ).1386، يعصاره و سرداب(اصلاح است 

ن گونه به علت دگرگشن بودن آن ي برتر در ايها پيژنوت
  است كهي ابزارشهيكشت درون ش. باشد يار دشوار ميبس

، ييززدايترل عوامل موثر در تماامكان شناخت و كن
 ييباززا. سازد ي را فراهم ميجنس رير انبوه غيتكث و ييباززا

 يي باززا،مي مستقييباززال ي متفاوت از قبيها به شكل
.  قابل مشاهده استيكي سوماتييزا ني جن وميرمستقيغ
 مختلف يمارهاي تيستين مراحل باي از اعبور يبرا
 . گرددفادهزمان مناسب است مدت ي براييايمي و شيكيزيف

 انبوه يرجنسير غي تكثيشه براي درون شيينحوه باززا
 & Tang( خالص و انتقال ژن مهم است يها پيژنوت

Newton, 2005 ،يي باززايبرا ). 1386، سادات 
 ,Yang( شده است ي معرفي متفاوتيها ها روش پتوسياكال

  درييزا اندام .)1386، ي؛ عصاره و سرداب2004

E. urophylla) Tibok et al, 1995(م در ي مستقيي، باززا
E. tereticornis) Sonkara Rao, 1988 (ييزا نيو جن 

 E. camaldulensis و E. sargentii در يكيسومات

)Assareh, 1998 (ه بر  انجام شديها  از پژوهشييها مثال
 .باشند يها م پتوسي اكاليرو

پتوس ي اكال مختلفيها  گونهييباززا يها روش سهيمقا
ل يپوكتي مانند هييها زنمونهي ر-1: باشد ير ميج زيانگر نتايب

 -2. ها دارند پتوسي در اكاليي باززاي برايادي زليپتانس
ج ين مناسب نتاينيتوكيك سي همراه با NAAاستفاده از 

ك ماده مكمل مانند ي استفاده از -3.  داشته استيمثبت
ار يتواند نقش بس يمنه ي آميدهايا اسيها و  انواع هورمون

 . داشته باشديكي سوماتييزا ني در القاء جنيمهم

 و NAA1 يها ن پژوهش با استفاده از هورمونيدر ا
2Kinو يي انواع باززاييمارها جهت شناساين تي بهتر 

 . قرار گرفته استيسه آنها مورد بررسيمقا
 

 ها  مواد و روش
  در استانيدهنوممسن E. microtheca يبذرهامبدا 

، يقه شرقي دق31 درجه و 51 ييايفارس با طول جغراف
 و ارتفاع يقه شمالي دق8 درجه و 30 ييايعرض جغراف

به  بذرها ،يساز جهت سترون. ا بودي متر از سطح در1140
 يضد عفون . قرار گرفتندير آب جاري ساعت در ز3مدت 
 ،)قهي دق5به مدت (% 70با استفاده از الكل  يسطح

  سه در انتهاو  )قهي دق5به مدت (% 5/1م يت سديپوكلريه
ر ي در ز)قهي دق5هر بار به مدت (قطر مبار شستشو با آب 

 MSط كشت يمح. انجام شد مخصوص كشت بافتهود 
)Murashige & Skoog, 1962(ساخته شد  بدون هورمون 

گراد اتوكلاو  ي درجه سانت120قه در ي دق20 به مدتو 
شده و    كشتمذكور  طي مذكور درون محيبذرها. ديگرد

 27( يي ساعت روشنا16ود ي روز در فتوپر30به مدت 
 درجه 19( يكي ساعت تار8و ) گراد يدرجه سانت

                                                 
1- α-naphthalene acetic acid 
2- Kinetin 
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 تكرار و در هر 4از هر تيمار   .شدند ي نگهدار)گراد يسانت
  نمونهزين مدت ريپس از ا . دگردينمونه كشت ريز 6تكرار 
ها از  ليپوكتي و هي برگيها سكي د ،يلدوني كوتيها برگ

 يميبا ن (MSط يمح و در ندافته جدا شدي رشد يها اهچهيگ
 يمار هورموني ت12لة ي بوسل شدهيتكم) تراتينر ياز مقاد

 كشت Kin سطح 3 همراه با NAA سطح 4حاصل از 
 .)1جدول  (ددنيگرد
د ي تولو روز پس از كشت آغاز 3 يادداشت برداري

 به روش يي نوع باززا وزا ني جنيها كالوس، وجود كالوس
Pintoيها داده). 1جدول  (ديگردثبت  (2002)  و همكاران 

 ه ب و  شدنرمال متفاوت يمارهايدست آمده از تب
انجام گرفت ل يه و تحلي تجزSASافزار   در نرم GLMشرو
صورت  دانكن يبند  لة گروهي بوسصفاتدسته بندي  و

 .گرفت
 
 جينتا

 يدگي از محل برييزا  كال، روز پس از كشتهفت
.  شروع شديسك برگي و ديلدونيتو برگ كيها زنمونهير

. ر بودي از كرم روشن تا زرد پررنگ متغها ن كالوسيرنگ ا
ل به رنگ كرم روشن ي كه متماييها  فقط در كالوسييباززا

 ،NAAر كم ي در مقاديلدونيتو كيها برگ. شد بودند مشاهده 
د ي تولNAAش مقدار ي با افزا.ندجاد نمودي ايكالوس كم
 يي و باززاجود آمدبوزا  ني جنيها شتر شده، كالوسيكالوس ب

 يها دارا ن كالوسيا .)1جدول  (بودم يرمستقيبه صورت غ
 وA . 1 شكل(  بودنديعيرطبيغ  اهچهيشه و گي رياديتعداد ز

B( .ل مشاهده يپوكتي هيها زنمونهي ر  در كالوسييزا شهير
م و به رنگ ار كيكالوس بس) 1جدول ( 6H تيمار  در.ديگرد

 هفته 4 پس از گذشت .بودل به سبز يزرد روشن متما
مار ين تيم در ايل به صورت مستقيپوكتي هيها زنمونهير

 يها زنمونهيده شده ري برياز انتها كه ينحو  به، شدندييباززا

ار كم كالوس ي به مقدار بساي بودند كه فاقد كالوسل يپوكتيه
 شكل(آمد  جودبوه زشاخي رياديار زيتعداد بس، وجود داشت

1 . Cو D .(به يي باززا،يسك برگي ديها زنمونهيدر ر 
 ييها  كالوسNAAر كم يدر مقاد. بود ميرمستقيغصورت 

ده از كرك ي كوتاه پوشيها شهيد همراه با ري تا سف رنگكرم
 يها ز كالوسين هورمون نياد اير زيدر مقاد. وجود داشت

 نيبهتر ،ي آماريهاتجزيه يط .شد يزرد كم رنگ مشاهده م
 يي باززا،ييباززان نوع يبهترو ) 2 شكل (ليپوكتي ه،زنمونهير

 يب هورمونين تركين برتريهمچن ،)3شكل  (بودم يمستق
د يگردن يي تعييزنمونه با توجه به تعداد باززاي هر ريبرا
 ).3 و2جداول (

 
 ثبح

م ي مستقيي باززايمار براين تيبهتر ين بررسيدر ا
 1 يط حاويمح E. microthecaل يكتپوي هيها زنمونهير
 Kin و NAA يها ك از هورمونيتر از هر يگرم در ل يليم

 Sankara Rao با گزارش ين بررسيج حاصل از اينتا .بود
 ين استفاده شده برايدر مورد نوع وغلظت اكس) 1988(

 ييهمسو E. tereticornisگر ي در گونه دمي مستقييباززا
ن يتوكنيزان سيه تفاوت در نوع و ماما با توجه ب. دهد ينشان م

 را يشتريسه دستاوردها مطالعه بيزنمونه استفاده شده، مقايو ر
 .طلبد يم

گرم  يلي م4 يمار حاوي در تيلدوني برگ كوتيها زنمونهير
ن يشتري بKinتر يگرم در ل يلي م5/0 به همراه NAAتر يدر ل

ر نوع چها) 2002( و همكاران Pinto . را داشتندييتعداد باززا
را ل يپوكتي و هيلدوني، ساقه، برگ كوتيسك برگيزنمونه دير
 قرار يمورد بررس E. globulusيكيسوماتييزا ني جنيبرا

گرم  يليم 5 تا 3 يش حاوين آزمايمار در اين تيبهتر. دادند
  پس.ه است بوديلدوني كوتيها  برگيبرا NAAتر ير لد
 NAA  هورمونيلدوني كوتيها  برگيتوان گفت بر رو يم
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 دو ي بر روي اثر مشابهترير لدگرم  يليم 5 تا 3ر يدر مقاد
 يدر پژوهش. د دارE. globulus و E. microtheca گونه

  گونهدر) 1989( و همكاران Muralidharanگر يد

E. citrodora ترير لدگرم  يليم 3 با استفاده از NAA، ييباززا 
ن و يامبه همراه گلوت NAA ترير لدگرم  يليم 5م و يمستق
) ترير لدگرم  يليم 500هركدام  ( شدهزيدرولين هيكازئ
 وردنددست آ به يلدوني كوتيها  از برگيكي سوماتييزا نيجن
)Muralidharan et al, 1989 .(ج حاصله از پژوهش ينتا

ج ي با نتاييزان باززاين ميشتري به بيابيدر دستحاضر 
Muralidharan كن يول . مطابقت ندارد)1989( و همكاران

ك ي در تحرNAAاد ير زي مقاديي مجدد بر توانايدييأت
  دريلدوني كوتيها  برگميمستقريغ يي و باززاييزا كال
 .باشد يها م پتوسياكال

ــر ــرا ين تيبهت ــار ب ــاززايم ــ ديي ب ــا سكي ــيه  ي برگ

E. microthecaتر يگرم در ل يلي م2 ي حاوNAA 1 به همراه 
) Gurumurthi & Parkash )2005.  بودKinتر يگرم در ل يليم

 ابتــدا E. tereticornis ي برگــيهــا سكيــ ديي بــاززايبــرا
ــرديهــا كــالوس ــون ي بوســ و شــكننده ت  NAA) 2له هورم

 بـه    را ها  ن كالوس ي و سپس ا   وردهدست آ  هب) ترير ل دگرم    يليم
 .انـد   هانتقـال داد  ) ترير ل دگرم    يليم BAP1) 5/0 يط حاو يمح

 ي برگــيهــا سكيــ ديبــرا NAA نــه شــده ي بهمقــدار

E. tereticornis و E. microtheca ـ  يكـسان م ـ ي   يباشـد ول
 يشتري ـر ب ي تـأث  ترير ل دگرم    يلي م 5/0 را در مقد  BAPهورمون  
 .شـته اسـت    دا تـر ير ل دگـرم     يل ـي م 1 ردا در مق  Kinنسبت به   

Visser خود نشان دادند يها شيدر آزما )1992( و همكاران 
ك ي ـ تحرييتوانـا  است كـه  ييها از جمله هورمون  BAPكه

 .ستينگونه ني اKinكن ي ولرا داردم يرشد به صورت مستق

                                                 
1  - Benzylamino purine 

ــاززا ــداد بــ ــرگيي تعــ ــا  در بــ ــدوني كوتيهــ  يلــ

E. microtheca گـر بـود  ي ديهـا  زنمونـه يار كمتـر از ر ي بـس .
Dedico  )2007 (ي برگــيهــا سكيــ دييز در بــاززايــن 

E. camaldulensis عدم  .ده استورايدست ن ه بيج مطلوبينتا
 E. microtheca ي برگيها سكي ديبراوجود پاسخ مناسب 

 شـدن  يتواند نشان دهندة تخصـص  ي مE. camaldulensisو 
 شوند ييززدايد تمايها با  كه ابتدا سلولينحو ها باشد به سلول

اعمـال  (ز مجدد گردند    يو دوباره وارد فاز تما    ) د كالوس يتول(
ت همـراه بـوده     ي ـموفق% 54 با    روش نيا).  متفاوت يمارهايت

% 12 كه نسبت بـه  ،)Parkash & Gurumurthi, 2005(است 
ــجــه حاصــله از آزماينت ــسي ــده ب رتر يار چــشمگيشات نگارن
 .باشد يم

 20 نين به اكسيتوكنينسبت سا ميرمستقي غييباززا جهت
 4و ) 1379، يجورابچ (1 به 6، )1379، ي كرديمحمود (1به 
ج ي كه كاملا با نتا.شنهاد شده استيپ) 1384سادات،  (1به 
 .رت داردي مغا)Gurumurthi )2005 و Parkash رنده ونگا
زنمونه، سطح ين اختلافات را مربوط به نوع ريتوان ا هد بيشا
 ). 1382چاولا، (ا گونه دانست ي، اختلاف در جنس و يديپلوئ

ن يش مقدار اكسي با افزاگفتتوان  ي ميي نهايبند در جمع
NAA،يافته وليش ي افزاييزا  كال Kinي بر روينر چنداي تاث 
ز فقط در يزا ن ني جنيها د كالوسيتول.  نداشته استييزا كال
 Kin ياد و با حضور مقدار كمي زNAA ي حاويها ماريت

ر ي به شدت تحت تاثيين نوع باززايهمچن. دمشاهده ش
 .استبوده ن ين به اكسيتوكنيه و نسبت سزنمونير

 
 يسپاسگزار

ا و ه قات جنگلي مؤسسه تحقين پژوهش با همكاريا
ده ي انجام گرد كرجيو دانشگاه آزاد اسلاممراتع كشور 

ن محترم يسته از مسئولي شايله قدردانين وسي به ا،است
 .ديآ ي به عمل مها ن مؤسسهيا



 2، شمارة 16اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران جلد  دو فصلنامة تحقيقات ژنتيك و
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 .)2002 ( و همكارانPinto به روش  ثبت صفات.1جدول 
ليپوكتيه يسك برگيد  يلدونيبرگ كوت  زنمونهيواكنش ر  ماريت  هورمون و غلظتنوع   

د كالوسيتول ++ - -  NAA 5/0 (mg l-1)+Kin 0/0 (mg l-1) H1 

- - No زا نيكالوس جن    
يينوع باززا - - -    

د كالوسيتول ++ +++ +  NAA 5/0 (mg l-1)+Kin 5/0 (mg l-1) H2 
No No No زا نيكالوس جن    

يينوع باززا - - -    
د كالوسيتول + + +  NAA 5/0 (mg l-1)+Kin 0/1 (mg l-1) H3 

No No No زا نيكالوس جن    

يينوع باززا - - -    
د كالوسيتول ++ + ++  NAA 0/1 (mg l-1)+Kin 0/0 (mg l-1) H4 

No No No زا نيكالوس جن    

INR - - يينوع باززا    

د كالوسيتول + + +++  NAA 0/1 (mg l-1)+Kin 5/0 (mg l-1) H5 

No No No زا نيكالوس جن    

INR - - يينوع باززا    

د كالوسيلتو ++ + -  NAA 0/1 (mg l-1)+Kin 0/1 (mg l-1) H6 

No No No زا نيكالوس جن    

DIR - - يينوع باززا    

د كالوسيتول ++ ++ -  NAA 0/2 (mg l-1)+Kin 0/0 (mg l-1) H7 

No No No زا نيكالوس جن    
- INR - يينوع باززا    

د كالوسيتول ++++ ++ +  NAA 0/2 (mg l-1)+Kin 5/0 (mg l-1) H8 

No No No زا نيكالوس جن    
- INR - يينوع باززا    

د كالوسيتول ++ +++ ++  NAA 0/2 (mg l-1)+Kin 0/1 (mg l-1) H9 

No Yes No زا نيكالوس جن    

- INR - يينوع باززا    
د كالوسيتول ++ - -  NAA 0/4 (mg l-1)+Kin 0/0 (mg l-1) H10 

No No No زا نيكالوس جن    

يينوع باززا - - -    
د كالوسيتول ++++ ++ +  NAA 0/4 (mg l-1)+Kin 5/0 (mg l-1) H11 

No Yes Yes زا نيكالوس جن    

- - INR يينوع باززا    

د كالوسيتول ++ + +++  NAA 0/4 (mg l-1)+Kin 0/1 (mg l-1) H12 

No No Yes زا نيكالوس جن    

- - INR يينوع باززا    

 عدم وجود پاسخ ي به معنNo وجود پاسخ مناسب و ي به معنYes.  عدم مشاهده صفت استيمعن به -ك تكرار و ياهده صفت در معرف مش+ هر علامت 
 .)Indirect regeneration(م يرمستقي غييباززا: INR، )Direct regeneration (مي مستقييباززا: DIR. باشد يمناسب م
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DC

 
 
 

  
 م دري مستقييباززا: D و C. يلدوني برگ كوتزنمونهيم در ريرمستقي غييباززا: B و A. ييانواع باززا. 1 شكل

 .ليپوكتي هيها زنمونهير
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 .)α =% 5(باشد  يدار م يانگر وجود اختلاف معنيرمشابه بيحروف غ. ها زنمونهيرن يانگيسه ميمقا. 2 شكل

 

 
 ).α =% 5(باشد  يدار م يانگر وجود اختلاف معنيرمشابه بيحروف غ. يين نوع باززايانگيسه ميمقا. 3 شكل

 
 E. microtheca در يي تعداد باززاي برا دانكن به روشNAAسطوح هورمون  نيانگيسه مي مقا-2جدول 

NAA  0/4 mg l-1 NAA  0/2 mg l-1 NAA 0/1  mg l-1 NAA 5/0  mg l-1 نمونهزير 

5/4258a 2/0811b 1/1373b 1/1373b يلدونيبرگ كوت 

0 0 4/7276a 2/7891a ليپوكتيه 

0 4/6161a 0/9998b 1/5655b يسك برگيد 

 .)α = %5(باشد  يدار م يانگر عدم وجود اختلاف معني بفيردحروف مشابه در هر 

 
  E. microtheca دريي تعداد باززاي برا دانكن به روشKinسطوح هورمون  نيانگيسه ميمقا -3جدول 

Kin  0/1 mg l-1 Kin 5/0  mg l-1 Kin 0/0  mg l-1 نمونهزير 

1/8186b 4/6352a 1/4071b يلدونيبرگ كوت 

7/9105a 1/5712c 3/3110b ليپوكتيه 

5/3269a 1/9214b 1/8161b يسك برگيد 

 ).α = %5(باشد  يدار م يانگر عدم وجود اختلاف معنيحروف مشابه در هر ستون ب
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Abestract  

Seeds of E. microtheca were cultured on hormone-free MS medium cotyledons, then leafs 
and hypocotyls were separated from plantlets. All explants were cultured on modified MS 
medium with half-strength nitrate and supplemented with 12 different concentrations of NAA 
and Kin. Cultured explants were maintained in incubator with 16h light and 8h dark at 25°C and 
19°C, respectively. The organs appeared after 4 weeks. The best medium for indirect 
regeneration of cotyledon and leaf tissues contained 4 mg l-1 NAA with Kin 0.5 mg l-1 and NAA 
2 mg l-1 with Kin 1 mg l-1, respectively. In direct regeneration of hypocotyls, the best treatment 
contained 1 mg l-1 NAA with 1 mg l-1Kin. The frequency of regenerated samples showed that 
direct regeneration was better than indirect regeneration. 
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