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  فصل اول

  :مقدمه

روشهاي سنتي اصلاح نباتات مبتني بر دستكاري ساختار ژنتيكي گياه كامل و از 

در سالهاي اخير روشي براي دستكاري ژنتيكي در . طريق توليد جنسي است

سطح سلولي پيدا شده است كه روشهاي اصلاحي را بطور منحصر بفرد كامل 

جوديت پيدا كردن روشهاي كشت بافت و سلول را مي توان به مو. مي كند

و  4(پيشرفتهاي ناشي از دانش كشت سلولي و زيست شناسي مولكولي دانست 

51(  

بيوتكنولوژي يا فناوري زيستي مجموعه اي از فنون را تشكيل مي دهد كه امكان 

ا گياهي بكارگيري، توانايي و كارآيي سلولهاي موجودات زنده اعم از حيواني ي

در سالهاي اخير با انجام تحقيقات متعدد در حوزة . را فراهم مي سازد

بيوتكنولوژي كشاورزي اين بخش داراي جايگاه مهم و باارزشي شده است و 

اين امكان را در رابطه با گياهان زراعي فراهم نموده است كه بسيار مطالب 

تكنيكهاي مختلف از  كارآتر از روشهاي كلاسيك اصلاح نباتات با استفاده از

، كشت بافت و سلول (Genetic manipulation)قبيل دست ورزي ژنتيكي 
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و غيره، گياهاني با سازگاري متناسب تر و بيشتر  In Vitroگياهي در شرايط 

  .به شرايط محيطي و همچنين سازگار با نياز انسانها توليد نمايد

زجمله فنون ا In Vitroتكنيك كشت بافت و سلول گياهي در شرايط 

بر اساس . مي رسد 1950بيوتكنولوژي است كه كاربرد آن به اوايل سالهاي 

اين تكنيك، سلول گياهي يا بافت از اندامهايي مثل ريشه، ساقه، برگ و گل 

آذين يا هر اندام ديگري از گياه جدا شده و در شرايط كاملاً استريل و 

حيط غذايي مصنوعي گندزدايي شده، در درون لوله هاي آزمايش محتوي م

قرار گرفته و با تأمين نيازهاي نوري و حرارتي مناسب تبديل به يك گياه كامل 

اين تكنيك همانطور كه اشاره شد امكان توليد هزاران گياهچه مشابه . مي گردد

گياه مادري را در مدت زمان بسيار كوتاهي و در فضاي فيزيكي بسيار محدودي 

اين گياهچه ها به سطح گلخانه و مزرعه توليد انبوهي سازد كه با انتقال  فراهم مي

در اصلاح نباتات با استفاده از . از گياهان مورد نظر را مي توان باعث شد

تكنيك كشت بافت و نيز توليد كالوس يا گياهچه ها در مقياس وسيع و انجام 

د گزينش در بين نمونه ها مي توان از ارقام مقاوم به استرسهاي محيطي را تولي

فنون فوق فرصتهاي مناسبي در بخشهاي مختلف تحقيقاتي، اقتصادي . نمود
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بوجود آورده است كه با تقويت بخش دولتي و فعال نمودن بخش خصوصي 

كارايي اين بخشها را براي تأمين و توليد محصولات اساسي كشور را، بطور قابل 

  )98و  51. (ملاحظه اي مي توان افزايش داد

  

  :ت بافتتاريخچة اهميت كش

مفهوم كشت بافت گياهي خلاصة عبارت كشت پروتوپلاست گياهي، سلول 

كشت بافت و سلول گياهي بر اساس . گياهي، بافت و كشت اندام گياهي است

. نظرية شوان مبني بر دارا بودن خاصيت توتي پوتنسي سلولها پايه گذاري شد

ن تبديل شدن توتي پوتنسي خاصيتي است كه بر اساس آن يك سلول داراي توا

در سالهاي اخير، تكنيك كشت بافت گياهي به يك ابزار . به موجود كامل است

بسيار قدرتمند براي تكثير و اصلاح بسياري از گونه هاي گياهي تبديل گشته 

اين تكنيك با ابراز نظرية گوتليب هابرلاندت در مورد خاصيت . است

هارلاند پيشنهاد . از گرديدپوتنسي در سلول گياهي در آغاز قرن بيستم آغ توتي

نمود كه روشهاي جداسازي و كشت اندام گياهي بايد توسعه يابد و ادعا نمود 

كه اگر محيط و مواد غذايي سلولهاي كشت شده، دستورزي شده باشند، آن 
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سلولها بايد صفات ارثي مربوط به مراحل رشد و نموي گياه اوليه را تكرار 

يقت قابل توجه بود زيرا وي حتي بيان داشت كه ديدگاه هابرلاند در حق. نمايمد

خارج از سلولهاي سوماتيكي زنده، جنينهاي مصنوعي به صورت غير جنسي 

مسئله  1954احتمالاً وايت نخستين كسي بود در سال ) 5.(رشد و نمو مي يابند

او بيان داشت كه تفاوتهاي بين سلولهاي . كشت سلولي را به روشني بيان كرد

لذا امكان دارد بتوان با جدا نمودن سلول، . ارگانيسم مي باشدديگر در آن 

البته احتمال دارد كه اين . پتانسيل نهفته توتي پوتنت را به آنها بازگردانيد

 1957اسكوگ و ميلر در . خاصيت در سلول براي هميشه از دست رفته باشد

رشد و پيشنهاد نمودند كه اثرات متقابل كمي بين اكسين و سيتوكينين نوع 

مطالعات آنها . مراحل مورفولوژيك را كه بايد در گياه رخ دهد، تعيين مي كنند

در توتون نشان داد كه نسبت بالاي اكسين به سيتوكسين باعث القاي رشد ريشه 

مي شود؛ درحاليكه نسبت بالاي سيتوكسين به اكسين باعث القاي رشد ساقه 

  )98و  9و  5و  1. (نيست ميگردد، هرچند كه اين الگو پاسخ كلي و عمومي
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دستورزي نسبت اكسين به سيتوكينين در بسياري از گونه ها و جنسها براي 

روي ) 1960( 1كارهايي كه توسط مورل. ريخت زايي موفقيت آميز بوده است

ازدياد اركيده انجام گرديده است، آغازي براي كاربرد تكنيك كشت بافت 

ونه هاي گياهي بود كه منجر به توسعه گياهي براي تكثير و اصلاح بسياري از گ

و گسترش استفاده از محيطهاي كشت جديد با غلظتهاي بالاي نمك توسط 

  .گرديد 2موراشيگ و اسكوك

امكان ايجاد تعداد زيادي از گياهچه  4و محشوري 3نيز گوها 1966در سال 

  )98. (هاپلوئيد از دانه داتوره بوسيله كشت بساكهاي نابالغ را ثابت كردند

اولين امتزاج موفقيت اميز پروتوپلاست در محيط كشت تحقق  1970در سال 

در همين سال انتخاب موتانهاي بيوشيميايي در شرايط آزمايشگاهي . يافت

توليد گياهان هيبريد حاصل از امتزاج پروتوپلاستهاي  1974در . صورت گرفت

  )98و  1. (هاپلوئيد به نتيجه رسيد

                                                 
1
 - morel 

2
  -moraching & skog 

3
 -Guha 

4
 -Maheshwari 
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به بعد بطور چشمگيري  1975ت گياهي از سال تحقيقات در زمينه كشت باف

به بعد به عنوان بخش مهمي از بيوتكنولوژي  1980افزايش يافت و از دهة 

گياهي مورد توجه بسياري از دانشمندان قرار گرفته است بطوريكه در سال 

از  Tiپلاسميد  DNAتوسط چلتون و همكاران ادغام موفقيت آميز  1977

Agrobacteriam tumefaciens 100و  98. (به گياهان صورت گرفت(  

در حال حاضر كشت بافت به عنوان پيش نياز مهندسي ژنتيك از اهميت ويژه 

از طرفي كشت بافت بعنوان مكمل روشهاي كلاسيك . اي برخوردار است

  )100و  86(متداول در اصلاح نباتات بكار مي رود نه جايگزين آن 

  :اساس گياه شناسي براي كشت بافت

يت طبيعي گياهان به منظور تكثير توسط فرآيندهاي غيرجنسي، اساس تكثير ظرف

كشت بافت به سادگي به ما كمك مي كند تا از . در تكنيك كشت بافت است

پتانسيل طبيعي موجود در گياه براي رشد و تكثير استفاده كنيم كه البته تكنيكي 

  )96و  62(بسيار كارآمد و قابل پيش بيني است 
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رد نياز با استفاده از تكنولوژيهاي جديد كشت بافت و اهداف مو

  :مهندسي ژنتيك

  .تكثير سريع گياهان جهت استفاده در تحقيقات اصلاحي ژنتيكي •

 توليد گياهان هاپلوئيد و داي هاپلوئيد •

 ايجاد هيبريداسيون سوماتيكي بين گونه اي و بين جنسي •

 ايجاد موتاسيونهاي القايي •

 ي از طريق كشت بافتحفظ و نگهداري منابع گياه •

انتقال ژنهاي خارجي مطلوب به سلولهاي مورد نياز از طريق كشت بافت  •

 و مهندسي ژنتيك

 توليد گياهان عاري از ويروس •

 ايجاد لاينهاي مقاوم به امراض و بيماريها •

 ايجاد لاينهاي مقاوم به شوري و خشكي •

 تهيه لاينهاي مقاوم به علف كشها •
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  فصل دوم

  :تاريخچه

طبق نظر واويلوف دانشمند روسي، مبدأ يونجه مركز خاور نزديك آسياي 

مركز جغرافيائي يونجه را . صغير، قفقاز ايران و مناطق كوهستان روسيه است

بايد گفت كه يونجه مدتها پيش از زماني كه از آن . غالباً كشور ايران مي دانند

است، كشت مي شد و هم اكنون نيز بطور وحشي  در تاريخ ذكري به ميان آمده

نشان مي  (sinskaya)مطالعات خانم سينكايا . در اكثر نقاط دنيا رشد مي يابد

نخستين مركز آن ناحيه . دهد كه يونجه از لحاظ مبدأ داراي دو مركز است

كوهستاني قفقاز بود كه ارقام جديد يونجه هاي اروپائي از آن بدست آمده 

  .مركز مستقل پيدايش را آسياي مركزي مي داننددومين . است

تاريخچه يونجه، سرگذشت مهمترين گياه علوفه اي دنيا و اولين گياه علوفه اي 

اهلي شده است كه بشر اوليه اهميت و ارزش آن را بعنوان غذاي دام تشخيص 

از نظر تكاملي، توجه به كشت يونجه بطور چشمگيري موفقيت آميز . داده است

ت كه علت اين امر شايد وجود سيستم ريشه اي مناسب آن است كه طي بوده اس

قرون متمادي و تكامل همزيستي باكتري ريزوبيوم و ريشه يونجه، گياه يونجه به 
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يك منبع ازت سرشاري دست يافته است كه نياز اين گياه به اين عنصر غذايي را 

ودن، توانايي كافي از طرفي ريشه يونجه بعلت عميق و راست ب. مرتفع مي نمايد

در جذب رطوبت از اعماق خاك را داراست كه گياه را در شرايط خشكي از 

همچنين گياه يونجه در اثر خشكي و سرما به حالت ركود . خطر نجات مي دهد

ساقه . و خواب رفته و بعد از وجود شرايط مناسب به رشد خود ادامه خواهد داد

و طوقه  (Rizom)خزنده زيرزميني و ريشه هاي  (stolon)هاي خزنده يونجه 

به خاك نشسته يونجه مقاومت گياه را در مقابل سرما و يخبندان افزايش مي 

  )62و  6. (دهد

  

  :اهميت اقتصادي

غذاي دامهاي نشخوار كننده، سيستم پيچيده اي را در دنيا از تظر توليد غذائي به 

ت نشخواركننده درصد غذاي توليد شده دنيا را حيوانا 75. گذارد نمايش مي

  .مصرف مي كنند

 18. درصد غذاي حيوانات نشخواركننده را علوفه تامين مي نمايد 80-60

درصد از پروتئين مصرفي انسان را علوفه تامين مي كنند  36درصد غذاي بشر و 
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يونجه گياهي . و از اين لحاظ بهترين وسيله براي تقويت غذائي بشر مي باشد

. يان علوفه ها را در دنيا به خود اختصاص داده استاست كه بيشترين توليد در م

در دنيا يونجه بعنوان غذاي دام بطور مستقيم بصورت چراگاه و يا در 

دامداريهاي صنعتي مورد استفاده قرار مي گيرد و بعنوان منبع هيدرات كربن و 

  .پروتئين دام مورد استفاده قرار مي گيرد

ين قابل كشت است كه ساليانه حدود ميليون هكتار زم 20كشور ايران داراي 

ميليون هكتار  9تا  5/8ميليون هكتار به حال آيش گذاشته مي شود و حدود  10

ميليون هكتار به كشت گندم و بقيه به ساير  6/5. به زير كشت مي رود

هكتار آن را يونجه  284936محصولات شتوي و صيفي اختصاص دارد كه 

  )64و  6. (تشكيل مي دهد

  

  :سي يونجهگياهشنا

گياهي است چند ساله داراي ريشه اي راست و مستقيم كه به نام ريشه اوليه 

اين ريشه بعد از قرار گرفتن بذر در خاك و جذب . يونجه معروف است

به موازات تشكيل اين ريشه قسمت زير لپه يا . رطوبت، بدون انشعاب است
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ن آن باعث جوانه و با طويل شد. هيپوكوتيل در زير سطح خاك نمودار مي شود

زدن و خارج شدن از سطح خاك مي شود كه در اين مرحله گياهي است 

حساس نسبت به كمبود آب، افزايش بيش از حد آب، شوري خاك و سله 

وقتي زير لپه يونجه از سطح حاك نمودار گردد، در اين موقع يونجه . بستن

هاي متورم به جوانه زده فقط داراي دو لپه يا كوتيلدون است كه بصورت برگ

نظر مي آيند و بعد از مدتي از بين رفته و برگهاي اصلي از مركز آن بوجود مي 

آيند كه داراي دمبرگي طول مي باشند كه معمولاً قلبي شكل بوده و شباهتي به 

برگچه  3كه بعد از طي زمان نخستين برگ مركب . برگهاي اصلي يونجه ندارد

  .اي نمايان مي شود

صلي، ريشه هاي جانبي نيز از سلولهاي حاشيه استوانه مركزي علاوه بر ريشه ا

كه عامل موفقيت يونجه در مقابل عوامل نامساعد . ريشه اصلي نمودار مي شود

بعد از كشت چند هفته از رشد و نمو گياه . وجود سيستم مناسب ريشه مي باشد

ي نيازي و وجود رابطه همزيستي ريشه گياه با باكتريهاي ريزوبيوم يونجه ديگر

علاوه بر آن ريشه عميق و راست يونجه موجب حذب . به ازت خاك ندارد

كه امتياز باارزشي در مقاومت به خشكي . متر نيز مي شود 5رطوبت از اعماق تا 
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، ريشه هاي خزنده زيرزميني )استولون(ساقه هاي خزنده روي زمين . است

اين گياه به وجود مي از قسمتهايي هستند كه در طول مدت رشد و نمو ) ريزوم(

  .آيند

ساقه اصلي يونجه چهارگوش به نظر مي رسد و مغز آن از سلول هاي پارانشيمي 

نسبتاً بلند و فشرده پر شده است و داراي انشعابات بسيار زياد و ظريفي است كه 

ساقه يونجه در نزديك سطح خاك، . هر كدام برگهاي مركب زياد دارد

شود و به طوقه  ه به مرور زمان چوبي و ضخيم ميانشعابات زيادي توليد كرده ك

كه از اين محل ساقه هاي كوتاه منشعب و ضخيم بوجود مي . تبديل مي گردد

تا  5تعداد ساقه ها بين . آيد كه تبديل به ساقه هاي بلند و اصلي يونجه مي شود

عدد است كه از ناحيه طوقه خارج مي شود و از هر ساقه بعد از چيدن يا  40

بعد از گذشت چند سال طوقه بصورت . ن، ساقه ديگري توليد مي شودرسيد

. توده انبوهي درمي آيد كه در داخل خاك و يا خارج از خاك قرار مي گيرد

ارتفاع اين . ساقه هاي هوائي راست، سبزرنگ و پوشيده از كرك هاي نرم است

و در ساقه ها در ارقام مختلف، در برداشت هاي مختلف، در مناطق گوناگون 

  .خاكها، با يكديگر متفاوت است
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برگ هاي يونجه مركب، رنگ برگچه هاي يونجه سبز تيره، تخم مرغي، سطح 

برگچه و سطح برگ مركب يك دمبرگچه . زيرينشان پوشيده از كرك است

در قاعده دمبرگ . كوتاه دارد ولي برگچه هاي جانبي فاقد دمبرگچه مي باشند

رد كه به دمبرگ متصل هستند، هر كدام دو گوشوارك يا استيپول وجود دا

زائده اي باريك و بلند در انتها و نيز دندانه هائي ظريف و كوچك در قاعده 

. برگچه هاي يونجه كشيده، طويل و تقريباً در انتهاي آن مضرس است. دارد

برگچه ها داراي يك رگبرگ اصلي يا رگبرگچه هستند كه تا راس برگچه 

  .ن رگبرگچه اصلي، رگبرگچه هاي فرعي منشعب مي شودامتداد مي يابد و از اي

رشد و نمو گل يونجه، از انتهاي . گل يونجه داراي خصوصيات ويژه اي است

اين تغيير . شاخه ها با تغيير حالت از رشد و نمو رويشي به زايشي آغاز مي شود

حالت در فصل بهار از دهمين تا چهاردهمين گره از طوقه يونجه و در فصا 

بنابراين مفهوم آن اين است . تان از ششمين تا دهمين گره صورت مي گيردتابس

كه يونجه هايي كه در بهار به گل مي نشينند داراي رشد و نمو زيادتري هستند و 

ارتفاع ساقه آنها هم بيشتر است ولي يونجه هائي كه در تابستان به گل مي نشيند 

جام، ده پرچم و يك  هر گل داراي يك كاسه، يك. ارتفاع كمتري دارند
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كاسه گل شامل پنج كاسبرگ متصل است كه به پنج قسمت يا . مادگي است

جام گل . دندانه تقسيم مي شود و طول هر قسمت تقريباً برابر طول كاسه است

رنگ گل . گلبرگ به نامهاي درفش، بال و ناو به هم پيوسته است 5شامل 

رنگ گل يونجه داسي . ستيونجه معمولي شبهي از رنگ ارغواني يا بنفش ا

. مديكاگو فالكاتا، زرد تيره و رنگ يونجه مديكاگو لوپولينا، زرد رنگ است

رنگ گل ارقام مختلف گونه هاي جنس ميكاگوممكن است سفيد، بنفش، زرد 

مادگي يونجه شامل يك برچه با تخمدان فوقاني، خامه . و يا رنگارنگ باشد

مك ها بطور متناوب در طول تخ. صاف و ميان تهي و كلاله مشخص است

معمولاً ده تا دوازده تخمك در . شكاف شكمي تخمدان تشكيل مي شوند

تخمدان يونجه رشد مي كند، ولي تعدادشان ممكن است بين شش تا هيجده 

درون گل يونجه، ده پرچم قرار دارد كه نه عدد آنها به هم . عدد تغيير كند

ميله هاي پرچم مادگي را . استمتصل و دهمين پرچم، نزديك به درفش آزاد 

  )6. (احاطه مي كنند

  

  :آب و هوا
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گياه يونجه بهترين رشد را در مناطقي دارد كه هواي آن مناطق، خشك، آفتابي، 

كه در شرايط ايران جلگه . گرم و نيز آب زيادي در دسترس داشته باشد

 بطور كلي در. خوزستان، دشت مغان و منطقه جيرفت مطلوب به نظر مي رسد

ايران مي توان سه منطقه مختلف آب و هوائي را براي رشد و نمو يونجه در نظر 

مستعدترين مناطق براي رشد و . مناطق خشك، نيمه خشك و مرطوب: گرفت

نمو يونجه، در صورت وجود آب كافي مناطق خشك و پس از آن مناطق نيمه 

  .خشك و در آخر مناطق مرطوب است

 60تا  50محيط حساس نيست و قادر است دماي يونجه در مقابل تغييرات دماي 

. درجه سانتيگراد بالاي صفر را تحمل نمايد 50درجه سانتيگراد زير صفر و 

يونجه با ريشه هاي عميقي كه دارد مي تواند در مناطق نسبتاً خشك و كم آب 

  .مقاومت كند

متري در  2465از ارتفاع . كشت يونجه در ارتفاعات مختلف انجام مي گيرد

. متري در ابرقو كشت مي شود 1000متري در همدان تا ارتفاع  1644بعلي آ

و حتي پايين تر از ) متر 13(كشت يونجه در ارتفاع پايين تر مثل ابادان و اهواز 

  .سطح درياي آزاد در رشت، امكان پذير مي باشد
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در . يونجه در محل هاي گوناگوني و در خاكهاي مختلف رشد و نمو مي يابد

شمالي تا نيم كره جنوبي از مناطق كوهستاني تا مناطق جلگه در  نيم كره

  .خاكهاي سنگين تر خاكهاي سبك و شني رشد مي يابد

در . بغير از مرحله جوانه زدن در ساير مراحل رشد به شوري خاك مقاوم است

  )6. (خاكهاي آهكي نيز يونجه رشد خوبي مي تواند داشته باشد

  

  :ح يونجهكاربرد بيوتكنولوژي در اصلا

چگونه بيوتكنولوژي بايد براي توسعه يك برنامه پيشرفته اصلاحي يونجه بكار 

برده شود تا واريته هاي بهتر، متناسب براي تحويل در توليد مثل با حداكثر 

خاصيت هتروزيگوسيتي ايجاد شود، موضوعي است كه اخيراً مورد توجه 

نژادهاي والديني و بكارگيري در اين مقوله، بهبود . دانشمندان قرار گرفته است

هيبريداسيون مي تواند تغيير و تبديل در واريته را در جهت اهداف مشخصي 

موارد زير جزو بارزترين راهكارهاي بيوتكنولوژي براي بهبود . افزايش دهد

  )89و  104و  103و  64(يونجه است 
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  :مهندسي ژنتيك

  روتئينيژن پ: ژنهاي بالقوه براي مهندسي ژنتيك عبارتند از

 Bacillus thuringiensis  براي كنترل حشرات بال پولكي، ژنهاي پروتئيني

تجزيه (پوشش ويروس، ژن مقاومت به علف كش، ژنهاي بازدارنده آنزيم 

پروتئين براي بهبود كميت و كيفيت و از بين بردن آنزيمهاي هضم كننده ) كننده

، (Abelson, 1989, Ryan, 1939)پروتئيني قارچي و شكارچي حشرات 

پلي گالاكتوز براي جلوگيري از ) تجزيه كننده(ژنهاي پروتئيني بازدارنده آنزيم 

ارگانيسم هاي از بين برنده  ميكرو endo-polygalacturonaseفعاليت 

 glutamin-synthetose، ژن (Degra et al 1988)ديواره سلولي 

anti-sense ين براي هيدروليز براي افزايش محصول، ژنهاي آنزيم كننده، كيت

و مواردي از قبيل  (Abelson , 1989)كردن جلد حشرات تغذيه كننده 

وراي سهولت دسترسي، محدوديت عمده در تركيب . مقاومت به آلومينيوم

ژنهاي مورد نظر به درون واريته هاي تجارتي همان پروسه اي خواهد بود كه 

هاي يونجه با تركيب  واريته. بوسيله آن واريته هاي يونجه اصلاح مي شوند

اين پروسه . تعداد زيادي افراد اصلاح شده و واريته تركيبي را بوجود مي آورند
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  .سهم ژنتيكي فرد را در جمع به حداقل مي رساند

  )83و  103(

  :هيبريداسيون گسترده

تكنيكهاي پروتوپلاسم و درآوردن جنين براي هيبريداسيون يونجه هاي زراعي 

با لگومهاي ديگر مثل اسپرس  Medicagoله گونه هاي يونجه يك سا

(Onobrychis vicifolia Scop)  و شبدر(Lutus corniculatus L.) 

يكي از برجسته ترين كارهاي اين شيوه انتقال مقاومت مي باشد . بكار مي رود

  ) 92و  87). (مقاومت به نفخ(
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  فصل سوم
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  كشت بافت
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  فصل سوم

  :بررسي منابع

  

  :هكشت بافت يونج

اولين گزارش مربوط به كشت بافت يونجه توسط ساندروز وبينگهام در سال 

، 1آنها گزارش كردند كه كالوس مي تواند تخمدان نارس. انتشار يافت 1972

همچنين همة گياهان . توليد شود 3و حتي پرچم نارس 2ميان گرهها، هيپوكوتيل

بعد از اين . نده بودندتوليد شده داراي كروموزومهاي سوماتيكي برابر گياهان ده

) 1990(آرسيوني و همكاران. تحقيق راندمان باززايي رو به پيشرفت گذاشت

تعداد ي از گزارشات كشت بافت يونجه كه شامل نوع گونه، كالتيوار، 

، محيط باززايي و 5و يا محيط كشت رشد 4ريزيونجه، محيط كشت القاء كالوس

  )8. (را گردآوري كردند 6نوع باززايي

                                                 
1
 - Immature ovaries 

2
 - Hypocityl 

3
 - Ymmature anthers 

4
 - Callus induction medium 

5
 - Growth medium 

6
 - Type of regeneration 
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توليد كالوس را در محيط نيمه جامد  2و بينگهام 1سانددرز 1972ال در س

، تيروزين يا NAAتحقيقات آنها نشان داد كه اضافه كردن . بررسي كردند

سيتوكينين هركدام به تنهايي يا به صورت تركيب، كالوس زايي را افزايش 

امينها بهترين توليد كه روي محيط بدست آمد شامل مواد غيرآلي و ويت. دهد مي

توانايي كالوسهاي . عصارة مخمر بود 2gr/lاينوزيتول و  100mg/lازجمله 

تازه براي باززايي بستگي به سطوح مختلف هورموني داشت ولي طول مدت 

از كشت بساكهاي بالغ، قسمتهاي ميان گره، . روز در تمايز اثري نشان نداد

  .ه بدست آمدهيپوكوتيل، بذور و تخمك بالغ، كالوس و گياه باززايي شد

در واقع آزمايشات دقيق تأثير هورمونها در سطح القاء كالوس اولين بار توسط 

در محيط  D-4-2دانشمندان فوق بررسي شد، آنها مشاهده كردند كه وقتي 

تنها  D-4-2بنابراين . آغازيدن وجود نداشت جوانه اي هم تشكيل نشد

 89. (زائيهاي بعدي باشدهورموني است كه مسئول همراهي القاء كالوس و اندام

  )84و 

                                                 
1
 - Saunders 

2
 - Bingham 
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تحقيقي در مورد اثرات كاينتين در كالوسهاي  2و ليانگ1وان 1987در سال 

  :يونجه انجام دادند

براي مطالعات اثرات كينتين مورد  B5 ،B2K ،17951محيطهاي كالزايي 

استفاده قرار گرفت و مورفولوژي، هيستولوژي و باززايي در يونجه ها بررسي 

كالوسهايي . نتين در القاء كالوسهاي ضروري تشخيص داده شدحضور كي. شد

داراي سلولهاي  17951و  B5كه توسط كينتين توليد شده بودند در محيط 

متراكم بودند كه حاوي ناحية مريستمي بودند و تمايز بالايي در گياهچه هاي 

اكثر كالوسهاي توليد شده داراري . حاصل از محيط باززايي نشان دادند

بعد از انتقال كالوسها به . هاي تخصصي و ساختمان قابل انعطاف بودندسلول

در اين آزمايش از . محيط هورمون دار كالوسهاي حاصل باززايي شدند

  )100و  99. (دمبرگهاي دومين يا سومين برگهاي رأس ساقه استفاده شد

اين . كالوس را مي توان براي مدت زمان طولاني يا كوتاه مدت حفظ كرد

بعضي وقتها كشتهاي طولاني مدت را مي . ايي اكثراً به ژنوتيپ وابسته استتوان

                                                 
1
 - Wan 

2
 - Linag 
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اين . توان بوسيلة افزودن سطوح بالاي سيتوكينين وادار به جنين زايي كرد

  )8. (و همكاران گزارش شده است 1موضوع بوسيلة استوارك

 2روي جنين زايي و باززايي يونجه توسط مك كنزي 1985مطالعه اي در سال 

ده كولتيوار و لاينهاي حاصل از دو گونة يونجه . انجام شد 3اگاجانو ن

M.sative  وM.media  براي توانايي جنين زايي انتخاب شدند و گياهچه

اين سه . هاي حاصل از ريشه و هيپوكوتيل در سه محيط جداگانه كشت شدند

 .پروتوكول داراي مقادير متفاوت از نمكها، ويتامينها و هورمونها بودند

و مقدار كمي از سيتوكسين داشت  D-4-2پروتوكولي كه مقادير زيادي از 

كه درصد  M.mediaدولاين اصلاحي . بيشترين كالوس جنين زا را توليد كرد

ريشة . بينابيني از نظر جنين زايي داشت درصد بسيار بالايي از باززايي را داشت

  .بيشترين درصد جنين زايي را توليد كرد M.mediaخزنده 

  

  جنين زايي -3

                                                 
1
 - Stavarck et al 

2
 - Makenze 

3
 - Nagajan 
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را در  pHو همكاران اثرات اكسين و  Pasternak T.P، 2002در سال 

فعاليت تقسيم سلولهاي جنين زا در پروتوپلاست حاصل از برگهاي يونجه 

M(اثرات جنين زايي در مقادير پايين . بررسي كردند µ1 ( و بالاي)Mµ10 (

داراي سيتوپلاسم  D-4-2سلولهاي مواجه با ميزان بالاي . تفاوت بود D-4-2از 

كوچك باقي ماندند و توانستند به خوشه هاي سلولهاي پيش . متراكم گرديد

پايين طول شدند  D-4-2در حالي كه سلولهاي مواجه با . جنيني تبديل شوند

 m.sاز محيط  در اين بررسي ها. ولي از بين رفتند يا كلني تمايز نيافته دادند

  .استفاده گرديد

و همكاران ميزان تشكيل جنين و باززايي را در  Iantcheva، 2000در سال 

 5شامل برگ و دمبرگ  Medicagoمحيطهاي مايع در گونه هاي ديپلوئيد 

و  M.ombicularisو   M.murexو  M.ciliarisگونة 

M.polymorpha  وM.truncatula تي در جنين ها به راح. بررسي كردند

آنها از محيط القاء . بدست آمدند D 4mg/l-4-2يا  1mg/lمحيط حاوي 

B5  0.4و  1و  2و  3و  4و  11و  40استفاده كردند و از غلظتهاي متفاوت 

  تكميل شده با D-4-2ميلي گرم در ليتر از 
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0.2m/l  ،1كاينتينmg/l  500آدنين وmg/l ميواينوزيتول استفاده كردند .

براي بلوغ جنين سوماتيكي لازم  NAAو  0.05mg/lر مشاهده شد كه حضو

با  B5رشد جنين گلبولي شكل تا رسيدن به مرحلة تورپدو و در محيط . است

2-4-D 4mg/l انجام گرفت.  

Walker  وSATO  مقاله اي تحت عنوان مورفوژنز در  1981در سال

و نقش يون آمونيوم در جنين زايي  Medicago sativeكالوسهاي 

آنها اظهار داشتند كه وجود يون آمونيوم چه براي . ي منتشر كردندسوماتيك

. ضروري است In vitroتوليد ريشه چه براي جنين زايي سوماتيكي در شرايط 

 مقدار يون لازم حدود

m µ mبيش از . در محيط باززايي بود 12.5 µ يون آمونيوم به عنوان  50

  .دارنده عمل كردباز

Arcyoni  جنين زايي سوماتيكي را توسط كشت  1982و همكاران در سال

و  M. coruleaسوپانسيون پروتوپلاست و كشت مزوفيل برگ يونجه هاي 

M.glutinosa شرايط رشد گياه، سن گياه و ايزولاسيون . بررسي كردند

ميزان مناسبي پروتوپلاست بررسي شد و نتايج بدست آمده حاكي از آن بود كه 
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مؤثر  M.coruleaاز اكسين و سيتوكسين در جنين زايي در گونه هاي مختلف 

  .است

Kao  وMyctayiuk )1980 ( گياه يونجه انجام  9كشت سوسپانسيون را در

دادند و نتايج نشان داد كه شرايط غذايي متفاوت براي جنين زايي مورد نياز 

هفت گياه از نه گياه ) معدني ازجمله سطوح مناسب هورموني و نمكهاي(است 

  .قابل تبديل به گياه كامل بودند

و همكاران نقش زمينة ژنتيكي را در جنين زايي  Brown 1985در سال  -

كوليتوار يونجه متعلق به دو گونه  76از . سوماتيكي يونجه بررسي كردند

sativa  وfalcate  ،بدون توجه به پروتوكول، ريز نمونه و محيط هاي كشت

  .سخ متفاوتي بدست آمدپا

و همكاران اثرات نيتروژن و ساكارز را در جنين  Meyyer 1987در سال 

يك نياز مبرم به آمونيوم . بررسي كردند M.sativaزايي كلونهاي حاصل از 

اسيد آمينه ها نه تنها براي تمايز ضروري . براي جنين زايي و تمايز مشاهده شد

 2g/l-1به جز . هاركننده هم عمل كردندتشخيص داده نشدند بلكه به عنوان م

پرولين كه در شرايط  30mMگلوتامين با  4.4mMكازئين هيدروليز شده يا 
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ساكاروز زياد يا كم مانع . در افزايش جنين نقش داشت %30-20خاص 

يك پاسخ  M.sativaكلونهاي انتخاب شده از سه كولتيوار از . زايي بود جنين

  .دمشابه به باززايي نشان دادن

  

  باززايي -4

Ray  وBingham  باززائي در يونجه هاي ديپلوئيد را مورد  1989در سال

اين مطالعات نشان داد باززايي توسط ژنهاي محدودي كنترل . مطالعه قرار دادند

روش نواري را براي جنين زايي ) 2001(و همكاران  Bertnard. مي شود

رگها همه قطعه قطعه شده و يونجه گزارش كردند و نشان دادند در روشي كه ب

) به عنوان اسمز نگهدارنده(در محلول آنزيمي به همراه مانيتول بجاي ساكاروز 

موفقيت آميز بوده  B5نتايج كشت پروتوپلاست موفق تر بوده و جنين زايي در 

  .است

) 1379(تحقيق ديگري توسط عليرضا مطلبي آذر و علي جعفري مفيد آبادي 

. ايي و باززايي در جمعيتهاي يونجه ايراني انجام گرفتبرروي كالزايي، جنين ز

آنها مجموع چهار روش موفق را بررسي كردند روش اول روش مك كوي و 

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com



 

 

�33 

استفاده  SHواكر بود كه در آن از زير نمونه هيپوكوتيل و محيط كشت پايه 

 محيط القاء كال شامل. كردند

 2 2-4-D+5NAA+2Kin 4-2 11محيط القاء جنين شامل-D 1 وKin 

روز توليد باززايي  30و در محيط بدون هورمون  Boi2yمحيط باززايي . بود

استفاده  MSدر روش ونزل و براون از زير نمونه دمبرگ در محيط كشت . كرد

-4-2 5محيط القاء جنين شامل  2Kin+5 2-4-Dمحيط القاء كال شامل . شد

D+2Kin  و محيط باززاييMS 4-2 2محيط القاء كال . بود-D  و

0.25Kin  4-2 10در محيط القاء جنين شامل-D  1وKin  محيط باززايي

MS در روش آرسيوني و همكاران از ريزنمونه لپه استفاده . بدون هورمون بود

و  0.25Kinو  D-4-2 2، محيط القاء كال MSشد و محيط كشت پايه 

بدون هورمون  MSو محيط باززايي  D-4-2 2و  0.25Kinمحيط القاء جنين 

  .هر چهار روش پاسخ مناسبي در بر داشتند. ودب

كاليتوار يونجه را  35و همكارانش بررسي ) 73(آقاي ميتن  1984در سال 

ژنوتيپ  20در اين آزمايشات تقريباً از هر يك از كولتيوار تعداد . آغاز نمودند

. انتخاب گرديد و بدور آنها استريل شده و در محيط آگار كشت داده شدند

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com



 

 

�34 

كشت  SHNAAKوتيل بذور جوانه زده را در محيط كشت سپس هيپوك

وقتي حداقل . بافت كالوس در هفته هاي ششم تا هشتم بوجود مي آيد. نمودند

آغاز مي  Satoو  Qalkerگرم كالوس ايجاد شد آزمايش باززائي با روش  2

ميلي گرمي  150نمونه  10كالوس هاي هر ژنوتيپ با هم مخلوط نموده و . شود

ميكرومول  5و  D-4-2ميكرومول  50حاوي  SHم در محيط كشت از هر كدا

جاوي  1روز بافت را به محيط بلايدس 3بعد از . كينينن است، كشت مي گردد

گرم در ليتر عصاره مخمر منتقل مي شود  2ميلي گرم در ليتر اينوسيتول و  100

0و در شرايط 
C37  ساعت با شدت نور  16و فتوپريودJm

-2
s

-1
نگهداري  6

و اگر . روز تعداد جنينهاي تكامل يافته شمارش مي شوند 21بعد از . شود مي

  .جنين تشكيل نشده بود ابعاد اندامهاي سبز نيمه ارگانيك يادداشت مي شود

براي بررسي گياهان يونجه ) 69(و همكارانش  2آقاي مي جر 1985در سال 

مورد استفاده در هر تعداد ژنوتيپ هاي . كالتيوار استفاده نمودند 19ديپلوئيد از 

براي ضدعفوني سطحي بدور . ژنوتيپ بود 58تا  5كالتيوار متفاوت و بين 

دقيق درون محلول قرار  1درصد استفاده شد كه به مدت  70يونجه از اتانول 

                                                 
1
 - Blaydes 

2
 - Meijer 
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 Hgcl2 2/0ليتري  ميلي 100دقيق در محلول  10و بعد به مدت . مي گيرد

بار با  5سپس . مي گردددارد ضدعفوني  Tween80درصد كه قطره اي از 

 MSبذور ضدعفوني شده را در محيط كشت . آب مقطر شستشو مي گردند

درصد  8/0درصد ساكارز و آگار  2بدون مواد تنظيم كننده رشد و حاوي 

0تمام محيطهاي كشت را در حرارت . كشت مي دهند
C121  دقيق  20به مدت

. مي باشد 8/5شدن محيط كشت قبل از اتوكلاو  PH. انكوباسيون مي نمايند

0بذور در تاريكي و در حرارت 
C25  جوانه زده وقتي هيپوكوتيل ها به طول

 16هفته رسيد آنها را به شرايط فتوپريود  3-2سانتيمتر بعد از مدت  5تقريبي 

ميلي  8تا  5هيپوكوتيل ها را به ابعاد . روز منتقل مي نمايند 3-2ساعته به مدت 

 10رداشته و ساقه ها در همان محيط در ظروف متري بريده كوتيلدونها را ب

اكسيدانت روي  3به ازاي هر گياهك، . سانتيمتري پلي كربناته كشت مي دهند

ميلي متري  60×2يكي از دو محيط كشت القاء كالوس درون پتريديش هاي 

ديش ها توسط پارافيلم مسدود شده و كليه كشت  پتري. پلاستيكي قرار گرفتند

0ها در شرايط 
C25  ساعته با شدت نور فلورسنت  16و در تناوب نوريm 
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mol m
-2

s
نگهداري شدند پروتكل هاي محيطهاي كشت قراردادي  25 1-

  :براي جنين زائي سوماتيكي عبارتند از

 25/0حاوي  UMروز در محيط كشت  30براي القاء كالوس،  - Iپروتكل 

ار مي گرفتند و سپس قر D-4-2ميلي گرم در ليتر  2ميلي گرم در ليتر كينتين و 

كيلي  05/0حاوي  MSروز در محيط كشت  30براي تشكيل جنين به مدت 

  .قرار مي گرفتند NAAميلي گرم در ليتر  05/0و  BAگرم در ليتر 

 2/0حاوي  B5hروز در محيط كشت  30براي تنشكيل كالوس،  -IIپروتكل 

 21ي القاء جنين، و برا D-4-2ميلي گرم در ليتر  1ميلي گرم در ليتر كينتين و 

ميلي گرم در  11ميلي گرم در ايتر كينتين و  1حاوي  SHروز در محيط كشت 

  ليتر

2-4-D  و در نهايت براي نمو و تكامل جنين ها در محيط كشتBoi2y  قرار

  .مي گرفتند

پروتكل مجدداً با اكسپلانت هاي پتيول از كشت ساقه كليه ژنوتيپ هاي قابل 

در آزمايشاتي . وتيپ هاي غيرقابل باززائي، تكرار شدندباززائي و تعدايد از ژن

ميلي  8تا  5پتيول  5تكرار و هر تكرار حاوي  3كه از پتيول استفاده شده بود 
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جنين هاي سوماتيكي در محيط كشت . متري در هر پتريديش استفاده گرديد

SH  2ميلي گرم در ليتر  02/0را به آنip  وIAA  اضافه گرديده بود و يا در

درصد ساكارز اضافه شده بود كشت  2پايه كه به آن  MSمحيط كشت 

  .گرديد

كالتيوار × به منظور مطالعه اثر متقابل محيط كشت  1985آقاي براون در سال 

اكسپلانت از × براي مطالعه اثر متقابل كالتيوار . پروتكل مختلف بكار بردند 4

ر اين آزمايش براي د. دو اكسپلانت هيپوكوتيل و كوتيلدون استفاده نمود

ثانيه و از محلول  20درصد به مدت  70استريل نمودن اكسپلانت ها از اتانول 

  درصد كه به ازاي 7هيپركلريت كلسيم 

CC200  حاوي يك قطرهTween-80  دقيقه استفاده  20است، به مدت

بار شستشو داده شد و براي ايجاد گياه از جنين  3گرديد و سپس با آب مقطر 

 Sheبزرگ و سبز شده استفاده شد كه با انتقال به محيط كشت  سوماتيكي

گرم در ليتر ايزوپنتيل آدنين اين امر  ميلي 02/0گرم در ليتر ساكارز،  10حاوي 

اينچي حاوي  4كربناته  جنين هاي فوق را در ظروف پلي. امكان پذير گرديد

  )26. (هيمجنين در هر ظرف قرار مي د 5ميلي ليتر محيط كشت و به تعداد  50
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  :اثرات زمينه ژرم پلاسم در باززائي -3-3

معتقد است كه در يونجه بيشترين اختلاف ژنتيكي مشاهده شده ) 1984(براون 

تا  1850پلاسم كه بين سالهاي  منبع ژرم 9تواند از در كالتيوارهاي موجود مي

  تقسيمات منابع. آمريكاي شمالي بوجود آمده ناشي شده باشد  در 1947

پلاسم بر اساس تعدادي از صفات صورت مي گيرد اما بيشتر بر اساس  ژرم

منبع ژرم پلاسم قسمتي از تركيب  9تمام . پذيرد تقسيمات جغرافيائي انجام مي

M.falcate×M.sativa كه به آساني با هم تلاقي مي يابند و نسبت . هستند

 9بعلاوه . يابند تغيير مي M.sativaو  M.falcateبه ميزان نسبي ژرم پلاسم 

منبع ژرم پلاسم مطابق با فشار سلكسيون طبيعي كه در طي قرون متمادي اعمال 

  .شده است، تغيير مي يابند

اگر كالتيوارهاي مورد بررسي در آزمايشات مختلف بر اساس ميانگين واكنش 

جنين زائي مرتب شوند و بوسيله منابع ژرم پلاسم تفكيك شوند، الگوي 

در اتين آزمايشات معلوم شده است كه محدوده  .مشخصي نمايان مي شود

گسترده اي از كالتيوارهاي داراي حداقل چند ژنوتيپ كه قدرت باززائي دارند، 

كنند، توليد اندامهاي سبز و  مي باشند، و بعضي از ژنوتيپ ها كه توليد جنين نمي
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 تجربه نشان داده است كه وجود اندامهاي. ساختمان نيمه ارگانيك مي نمايند

كالتيوارهائي كه واكنش . فوق نشانگر پتانسيل پائين باززائي ژنوتيپ ها مي باشد

باززائي متوسطي دارند هم توليد جنين مي كنند و هم توليد اندامهاي سبز و 

  )31و  26. (ارگانيك نيمه

كالتيوار يونجه را  19كه  1985در بررسي مي جر و همكارانش در سال 

ري گرديد كه درصد ژنوتيپ هائي كه توليد بررسي نمودند چنين نتيجه گي

 100تا  Caerulaزيرگونه  S2128درصد در لاين  53كالوس مي كنند از 

در اين بررسي از دو محيط . متغير بود xvariaزيرگونه  MH2درصد در لاين 

بيش از  B5hاستفاده گرديد كه محصول كالوس در  B5hو  UMكشت 

UM ل باززائي بالائي هستند در هر دو محيط بطور كلي ارقامي كه پتانسي. بود

عملكرد بالائي هستند و بالعكس ارقامي كه داراي عملكرد پائين هستند در هر 

ميزان كالوس حاصل از پتيول با . دو محيط واكنش ضعيفي نشان مي دهند

در اين آزمايش اكثريت لاين ها يا قابليت باززائي . هيپوكوتيل مشابه هم بود

بهترين واريته از نظر توليد جنين . واكنشي نشان نمي دادند كمي داشتند و يا

در اين كالتيوار جنين هاي . بود Falcataاز زيرگونه  F2سوماتيكي كالتيوار 
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در . قابل تشخيص بودند UMروز در محيط كشت  25تا  15سوماتيكي بعد از 

س بعضي از موارد چنين بنظر مي رسيد كه جنين ها بجاي ايجاد شدن از كالو

در اين كالتيوار كالوس هاي اوليه . مستقيماً از قطعات اكسپلانت بوجود مي آيد

روز توليد جنين هاي زيادي مي  30درصد از ژنوتيپ ها پس از  70تا  60

 F2بود ژنوتيپ هاي  B5hبيش از  UMكردند كه تعداد آنها در محيط كشت 

از انتقال به محيط كه در كشت هاي كالوس اوليه توليد جنين نكرده بودند، پس 

در اين كالتيوار بين ژنوتيپ هاي . كشت القا و جنين نيز توليد جنين ننمودند

بطوري كه . مورد بررسي تفاوت معني داري از نظر وامنش جنين زائي رخ داد

بعضي ژنوتيپ ها كالوس ترد، بيضي بدون جنين يا جنين هاي كم و بقيه كالوس 

زيرگونه  MH4ي برخي ژنوتيپ هاي كالتيوار در اين بررس. نرم و آبدار نمودند

Xvariaكالوس هاي اوليه، توليد جنين هاي بيشتري نمودند ،.  

كه بررسي يونجه هاي ديپلوئيد بود اگرچه  Eltjo.G.M.Meijerدر تحقيقات 

زيرگونه مورد تحقيق، پتانسيل باززائي كمي نشان مي دادند، ولي  4لاين هاي 

در ) 1984( Mittenو ) Brown )1985ارش نتايج حاصل در مقايسه با گز

زمينه اثر منبع ژرم پلاسم روي توليد جنين هاي سوماتيكي يونجه تفاوت قابل 
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تعداد زيادي از رقم  و لاين هاي  Eltjoدر تحقيقات . ملاحظه اي وجود ندارد

يا قابليت باززائي نداشتند و يا توليد جنين هاي . تتراپلوئيد مورد بررسي

ميزان كم باززائي امكان تحقيق وجود رابطه بين . ي مي نمودندسوماتيكي كم

درچند در اين مطالعه . قابليت باززائي و منابع ژرم پلاسم را امكان پذير نمي نمود

مشاهده  Falcataو كالتيوار  falcata×cacrulaبيشترين باززائي در هيبريد 

و در  Ladakرقم بومي ) Mitten )1984شد، در صورتي كه در مطالعات 

  Brownتحقيقات 

)1985 (Ladak  و زيرگونهfalcate در . را بعنوان منابع برتر شناسائي نمودند

كه خود از يك رقم  Regen-Bاين مطالعه يك استثناء وجود داشت، 

. كه داراي پتانسيل باززائي بالائي است بوجود آمده است Regen-Sتتراپلوئيد 

حامل ژنهاي زيان آوري است كه در حالت ديپلوئيد  Regen-Sبا اين وجود 

بنابراين افزايش ژنهاي نامطلوب مي توانست . فراواني اين ژنها افزايش مي يابد

  ).33(باشد  Regen-Bعلت واكنش ضعيف و دور از انتظار 

درصد  80به اين نتيجه رسيد كه طور قابل توجهي  1988آقاي براون در سال 

ه داراي باززائي هستند از نظر فنوتيپي بعنوان تيپ هاي ريشه كالتيوارهائي ك

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com



 

 

�42 

رفتار ريشه هاي  1957در سال  1آقاي موري. خزنده طبقه بندي مي شوند

خزنده و مسير تكاملي ساقه هاي نابجا را كه از قطعات ريشه بوجود مي آيند 

ها  اين كالتيوارها بوسيله جداسازي جانبي، انشعاب مكرر ريشه. شرح داده است

واضح است كه . و نمو ساقه هاي نابجا در فواصل ريشه ها مشخص مي شوند

راجع به تظاهر . منشاء ساقه هاي نابجا، فلوژن نزديك ريشه هاي جانبي است

بهرحال آقاي . ژنتيكي رفتار ريشه هاي خزنده اطلاعات كمي موجود است

يايد ژن معتقد است كه اين صفت ممكن است توسط تعداد ز) 1937( 2بورتون

معتقد است، منشاء اين ژنها از منابع ژرم پلاسمي  3كنترل شوند و آقاي رام باق

M.falcate  و ياLadak نيز ارتباط بين صفت ) 1975(بينگهام . مي باشد

اما نظريه بينگهام، نظريه براون . ريشه هاي نابجا و باززائي را گزارش كرده است

ي دهد كه ممكن است ارتباطي بين اين همبستگي نشان م. را تأئيد نمي كند

ظرفيت تشكيل جنين هاي سوماتيكي و تكامل ساقه هاي نابجا در فواصل ريشه 

نشان مي دهد كه ) 1982(بهرحال تحقيقات آقاي رام باق . وجود داشته باشد

                                                 
1
 - Marry 

2
 - Burton 

3
 - Ramagugh 
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به ارث مي رسد، اما  M.falcateهرچند صفت خزندگي ريشه از ژرم پلاسم 

  .ي با تشكيل جنين هاي سوماتيكي نداشته باشدبنظر مي رسد كه ارتباط مستقيم

اگر بين اين دو صفت رابطه وجود داشت، بايستي انتظار داشت كه هر دو صفت 

واكنش جنين . همراه با سلكسيون، بر له و عليه آنها، كاهش و افزايش نشان دهد

زائي سوماتيكي در محدوده سلكسيون ريشه ها خزنده اختلاف معني داري با 

  )24. (رندشاهد ندا

مشخص كرديد مفهوم ارتباط تشكيل جنين با زمينه ) 1988(در تحقيقات براون 

. ژنتيكي اين است كه تكثير كالوس خوب ممكن است لازمه توليد خوب باشد

بهرحال ارتباط مشاهده شده بين باززائي و ژرم پلاسم بنظر مي رسد كه براي 

در بررسي هاي مي جر و اين مسئله . باززائي و كالوس وجود نداشته باشد

به اين صورت تعريف مي شود كه كالتيوارهائي كه داراي ) 01985همكارانش 

بهترين باززائي بودند در زمينه ژرم پلاسمشان با هم تفاوت داشتند و در بررسي 

كه روي مواد ) 1987(و همكارانش  1ژرم پلاسم وحشي يونجه توسط داجاك

                                                 
1
 - Dajak 
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ژنوتيپ هاي با باززائي بالا بوسيله حاصل از پروتوپلاست صورت گرفت اثر 

  )26و  24(فقدان توليد كالوس مشخص مي شوند 

و فقط تعداد كمي ژنوتيپ در  1ژنوتيپ ويژه Medicago sativaدر باززائي 

بعضي كالتيوارها براي توانائي شان جهت باززائي گياه از ريز نمونه جداسازي 

  )16. (شده است

اه ساراناك منتقل گرديد كه نشان مي دهد پتانسيل باززائي به نتايج يك گي

از گزينش دوره اي براي تجمع آللهاي كنترل . باززائي قابل توارث مي باشد

كه فراواني باززائي  “Regen S”كننده صفات ژنتيكي مطلوب براي توليد رقم 

در جريان توسعه و ايجاد يونجه . بالائي دارد مورد استفاده قرار گرفته است

”Regen S“ درصد از ژنوتيپ هايي كه از كشت هيپوكوتيل  12ميان  از

و » Dupraitدوپريت «باززائي كرده بودند، در اولين نسل گزينش يك كلني 

پنج گياه از طريق آميزش بين گونه اي با . انتخاب گرديد» ساراناك«چهار كلني 

 يكديگر تلاقي داده شدند و نتايج حاصل به منظور بررسي باززائي مورد آزمون

اولين نسل گزينش در افزايش فراواني ژنوتيپ هاي توليد شده در . قرار گرفتند

                                                 
1
 - Genotype-specific 
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گياه با باززائي شده  25در نسل دوم . درصد مؤثر بوده اند 50نسل دوم تا سطح 

گزينش گرديده و آميزش يافتند تا جمعيت سومين نسل و نسلهاي بعدي 

 75اززائي كردند  و ژنوتيپ ها با ب% 67در اين تسل . گزينش را بوجود آورند

در حين سه . را بوجود آوردند “Regen S”گياه با بازائي شده آميزش يافتند تا 

  درصد تا 12نسل گزينش دوره اي فراواني باززائي از 

. افزايش يافت كه اين مورد وراثت پذيري بالاي صفت را نشان مي دهد% 67

مي باشد  “Regen Y”يكي ديگر از استرين هاي قادر به باززائي يونجه بنام 

وراثت پذيري بالاي باززائي . مي باشد» صفت باززائي بالا«كه داراي توارث 

براي استفاده در كشت سوپانسيون و  HG2همچنين جهت اصلاح كلون يونجه 

  گزينش سلول سوماتيكي بكار برده شده است

  )24و  23(

ز جوانه را نتيجه گرفتند كه مدل دو ژن غالب، تماي) 1980( 1ريش و بينگهام

نتيجه ) 1998( 2در سطح تتراپلوئيد، وان و همكاران. ]89[كنترل مي كند 

گرفتند كه جنين زائي سوماتيكي تحت كنترل دو ژن غالب با اثرات تكميلي 

                                                 
1
 - Risch and Gingham 1980 

2
 _ Wan et al. 1982 
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) نموي0اظهار داشتند كه دو مسير متمايز توسعه اي ) 1987(ميجر براون . است

نتايج آنها از مطالعات مقايسه  .براي جنين زائي سوماتيكي در يونجه وجود دارد

، Regen-Sاي ژنوتيپ هاي گزينش شده از كالتيوار رنجلندر، رابلر، ورنال تا 

يك جمعيت يونجه با جنين زائي بالا كه بوسيلة دگر كشني ژنوتيپ هاي جنين 

) 20) (1975بينگهام و همكاران ( Saranacو  Dupuitsزا كه از كالتيوار 

  ).71. (است توسعه يافته، بدست آمده

برخي از نتايج عمومي كه در باززائي از كالوس و مطالعات مستقل صورت 

اين موارد عبارتند . گرفته در برگيرنده محدودة كاملي از ژرم پلاسم يونجه است

  :از

  .باززائي يك خصوصيت ژنتيكي است و وراثت پذيري بالائي دارد -1

ژنوتيپ هايي با توانائي اكثر كالتيوارها، لاينها و منابع ژرم پلاسم حاوي  -2

 .باززائي هستند

% 10فراواني ژنوتيپ هاي داراي خاصيت باززائي در اكثر ارقام حدود  -3

 .است
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ارقامي نظير لاداك و رنجلندر وجود دارند كه توانائي باززائي استثنائي  -4

 .دارند

ارقامي با توانائي باززائي مي توانند توسط روشهاي اصلاحي مرسوم  -5

 .ايجاد گردند

يونجه (امي كه از ريشه آنها جوانه هاي فرعي يا نابجا بوجود مي آيد ارق -6

 .باززائي بالائي دارند) هايي با ريشه هاي خزنده

 .قادر به باززائي هستند M.corulaو  M.falcateبرخي ژنوتيپ هاي  -7

را مي توان ) تعداد جنين به ازاء هر پلات آزمايشي(رانده مان باززائي  -8

 .افزايش دادتوسط بهبود محيط كشت 

باززائي در يونجه اصولاً از طريق جنين زائي سوماتيكي صورت مي  -9

 .گيرد

اساساً هر بافت ريز نمونه بدست آمده از ژنوتيپ باززائي كننده  -10

 ).24(كه كالوس تشكيل دهد مي تواند به گياه باززائي شود 

  

  :انواع كشت بافت گياهي
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ه به انواع زير تقسيم كشت بافت را مي توان بر اساس نوع بافت كشت شد

  :نمود

  :كشت جهت توليد كالوس -1

اگر يك بافت تمايز يافته از گياه جدا شده و تحت شرايط آزمايشگاهي 

كشت گردد و توليد توده تمايز نيافته اي به نام كالوس نمايد آنرا كشت 

  )1. (كالوس گويند

  :كشت جنين -2

ه يا بذر نارس در اين نوع كشت پس از حذف پوستة بذر، جنين از بذر رسيد

  )1. (جدا شده و به عنوان جنين رسيده يا جنين نارس كشت مي گردد

 :كشت اندام گياهي -3

شامل كشت برگ، دانه كامل، دانه نصفه، مريستم، نوك ساقه، ريشه،  

  )1. (پرچم، تخمدان و ساير اندامها مي باشد

 :كشت سلولي يا كشت معلق -4
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ا با روشهاي مكانيكي از يك بافت سلولهاي منفرد كه با استفاده از آنزيمها ي

گياهي يا كالوس بدست مي آيند و در محيط مايع در حين تكان دادن كشت 

  )1. (مي گردد

  

  :كشت پروتوپلاست -5

به كشت پروتوپلاستهايي كه در اثر هضم آنزيمي ديواره سلولي آن بوجود آمده 

  )1. (اند اطلاق مي شود

  :كشت سوسپانسيون

عه اي از سلولها كه در يك محيط كشت مايع شناور از نظر تعريف به مجمو

. بوده و رشد و تكثير پيدا مي كنند سوسپانسيون سلولي گفته مي شود

سوسپانسيون سلولي معمولاً با انتقال قطعاتي از كالوس به يك محيط كشت مايع 

البته اين محيطهاي كشت بايد مرتباً توسط يك تكان دهنده . بوجود مي آيد

وند كه اين كار باعث هوادهي به سلولها شده و از تجمع مواد تكان داده ش

شانتر، كشت . ام. اي 1956اولين بار در سال ) 81(رسوبي جلوگيري مي كنند 

وي توانست از اين نوع كشت . تعليقي نمونه اي از ريشه هويج را گزارش نمود
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ظروف حاوي اين نوع كشت سلولي را . بافت، گياهچه اي جديد ايجاد كند

معمولاً در دستگاههاي چرخنده و يا تكان دهنده قرار مي دهند، تا از چسبيدن 

مواد متشكله مادة غذايي محلول كاملاً شبيه . سلولها به همديگر جلوگيري شود

موادي هستند كه در مادة غذايي نسبتاً جامد براي رشد كالوسها بكار برده 

 ]48و  81[. شود با اين تفاوت كه شامل آگار نمي باشد مي

اگر تكه هاي كالوس به محيط غذايي مايع منتقل شوند و محيط كشت شيكر 

مرتباً تكان داده شود، ممكن است سلولهاي منفرد يا توده هاي متشكل از چند 

اين سلولها در اثر تقسيم مجموعه سوسپانسيون . سلول در محيط جدا شوند

منفرد و يا توده  همچنين، ممكن است از يك سلول. سلولي را تشكيل مي دهد

. كوچكي از سلولها كه بصورت مكانيكي جدا شده اند، گياهچه توليد نمود

مشكل تر از بازيابي گياه از بافت  1بازيابي گياه از كشتهاي سوسپانسيون سلولي

كشت معلق معمولاً از كالوس تهيه مي شود زيرا سلولهاي آن . كالوس مي باشد

 ]49و  48[   .ي باززايي صورت مي گيردبه آساني از هم جدا شده و به راحت

  :مراحل رشد كشت سلولي

                                                 
1
 - Supension 
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پس از اينكه نمونه گياهي مثلاً كالوس در محيط كشت مايع قرار گرفت، در 

ابتدا براي مدتي هيچگونه رشد و افزايش قابل توجهي در تعداد سلولها مشاهده 

داد سلولها سپس تع. گفته مي شود 1به اين مرحله، مرحلة ركود اوليه. گردد نمي

 3و سپس افزايش سلولي به صورت خطي 2به صورت تصاعدي افزايش يافته

ادامه مي يابد پس از آن سرعت تقسيم سلولي بتدريج كاهش يافته و وارد مرحله 

  )99و  97. (مي شود 4ثابت

زمان واكشت هنگامي است كه تعداد سلولها در حد ماكزيمم در واحد حجم 

  .باشد

لها در محيط كشت خيلي كم باشد تكثير بلندي صورت مي ضمناً اگر تعداد سلو

  )97(گيرد يا متوقف مي شود 

براي واكشت تا مقداري از سلولهاي سوسپانسيون را به محيط كشت تازه اضافه 

مي كنيم يا اينكه مقداري از محيط كشت تازه تهيه شده و استريل را به محيط 

 ]98[اضافه مي كنند كشت قبلي مجموعه همراه با مجموعه سوسپانسيون

                                                 
1
 - Lag phase 

2
 - Exponetial Phase 

3
 - Linear Phase 

4
 - Stationary phase 
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مبحث كشت سوسپانسيون در يونجه براي توليد بذر مصنوعي مورد توجه قرار 

  ] 71[.گرفت

  

  :بذر مصنوعي يونجه و كاربرد آن

بذر مصنوعي پديده نويني است كه مشابه بذور بوتانيكي مي باشد و شامل يك 

ر پوشش بذ. جنين سوماتيكي است كه با يك پوشش حفاظتي احاطه شده است

مصنوعي بايستي خطري براي جنين نداشته باشد و جنين را در مراحل كشت، 

حمل و نقل و نگهداري، حفاظت نمايد و همچنين اجازه رشد به جنين بدهد 

بذور مصنوعي ممكن است حاوي مواد . بدون اينكه تغييراتي را پديد آورد

پوسته . باشد غذايي به شكل اندوسپرم مصنوعي و نيز مواد لازم براي رشد و نمو

و  19. (دومي نيز ممكن است براي ممانعت از خشك شدن كپسول بكار رود

  )21و  20

بسياري از گياهان كه از طريق كشت بافت و سلول تكثير مي شوند، اغلب نمي 

بعلت كاهش ثبات ژنتيكي صفات مطلوب در اين . توانند بوسيله بذر تكثير يابند

براي غلبه بر اين مشكل، تكثير از . فاده نمودگياهان نمي توان از بذور آنها است
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اما در اغلب گياهان زراعي استفاده . طريق كشت بافت مي تواند مفيد واقع شود

  .از اين تكنيك پرهزينه است

در ضمن استفاده گلخانه اي، تكثير قلمه و ساقه نيز پرهزينه بوده و بوسيله گياه 

ي از هر گياه بدين روش مي مادري محدود مي شود يا بعبارتي تعداد محدود

توان تهيه نمود در صورتي كه اين محدوديت بوسيله استفاده از سيستم بذر 

  )71و  21و  20و  19. (مصنوعي از بين مي رود

  :كاربرد بيوتكنولوژي

. دهد بيوتكنولوژي كاربردهاي بالقوه زيادي براي بهبود و اصلاح يونجه ارائه مي

مهندسي ژنتيك پيشنهاد شده و روي آن كار  ژنهاي زيادي در يونجه كه براي

ژن مقاومت به علف كش، ژن هضم كننده . صورت گرفته زياد مي باشد

كه توسط مهندسي ژنتيك ... آنزيمهاي هضم پروتئين ژن مقاومت به آلومينيم و 

  )9و  7، 1. (مورد مطالعه قرار گرفته است

ك صفت در سطح كاربرد ديگر بيوتكنولوژي، انتخاب سلولي است، وقتي ي

در يونجه لاين هاي سلولي مقاوم به ايتونين و سموم . يك سلول بروز مي كند

همچنين شناسائي و كاربرد لاين . فوزاريوم شناسائي و از آنها استفاده شده است
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هاي سلولي مقاوم به شوري خشكي كه بطور عمده اي در يونجه مورد بحث 

  )38و  37و  23و  19. (قرار مي گيرد

ي جنين و تكنيك هاي كشت پروتوپلاسم براي هيبريداسيون سوماتيكي جداي

 Medicagoبا اين روش مي توان بين گونه هاي يكساله . يونجه بكار مي رود

و ساير حبوبات مثل اسپرس هيبريدهائي تهيه نمود كه در حالت معمولي امكان 

  )47و  23و  19. (آن نمي رود

  

  

  :پتانسيل بذور مصنوعي

وماتيكي يا بذور مصنوعي متدي را براي ايجاد گياه فراهم مي كنند جنين هاي س

  )71. (كه از طريق كشت بافت ميسر مي شود

  

  :كاربرد بذر مصنوعي

دليل عمده بهبود بذور مصنوعي رسيدن به ايجاد ثبات و عمل كرد مطلوب 

تكنيكهائي مثل تكثير رويشي و توليد بذور هيبريد و قلمه كه بطور قابل . است
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حظه اي يكنواختي را افزايش مي دهند، در بسياري از واريته ها مطلوب نبوده ملا

تكنولوژي بذور مصنوعي مي تواند منابع موجود در سيستم . و يا پرهزينه است

سودمندي عمده بذور . هاي تكثير گياهي مثل ريزازديادي و قلمه را فراهم نمايد

اگرچه سيستم بذور . باشدمصنوعي توليد در مقياس بالا و با هزينه كم مي 

مصنوعي مي تواند بسياري از نواقص متدهاي ديگر جبران كند، اما پذيرش اين 

  )73(تكنولوژي به اهميت گياه و هزينه توليد، بستگي دارد 

كوچك چند  (propagule)از نظر تئوري، توانائي كاربرد يك پروپاگول 

ري، انعطاف پذيري ميليمتري به جاي يك گياه يا نهال بزرگ چند سانتيمت

هرگاه يك پروپاگول به . زيادي را براي تكثير در مقياس يالا فراهم مي كند

اندازه يك بذر قابل توليد باشد، انتخاب گونه ها براي ازدياد كلني هاي گياهي 

. وسعت يافته و محصولات براي عملكرد و شرايط محيطي مي توانند بهبود يابند

بخوبي وقتي تعداد ... داري كشت، حمل و نقل و اندازه پروپاگول ها براي نگه

زيادي از آنها مورد نياز باشد، مهم است در صورتي كه مواد گياهي بزرگتر 

با كشت مستقيم . براي طي مراحل فوق سخت تر و پرهزينه تر خواهد بود
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پروپاگول ها در خاك مراحل قبل از كشت كه معمولاً جهت سازگاري بكار 

  .ف خواهد شدمي رود، خودبخود حذ

بذور مصنوعي براي تكثير هيبريدهائي كه با دست گرده افشاني شده اند، 

پلاسم گياهي و گياهاني كه دست ورزي ژنتيكي شده اند، بخصوص براي  ژرم

تكثير ژنوتيپ هاي تاپايدار و عقيم بكار مي رود، استفاده از بذور مصنوعي، 

يكي را حذف مي كند و ممكن نيازمندي به تشكيل ثبات ميتوزي در تغييرات ژنت

بذور مصنوعي وقتي كه باروري بذر . است براي حفاظت نيز سودمند باشد

كاهش مي يابد، مثل هيبريداسيون بين گونه اي و بين جنسي، در تركيب مواد 

در اين تلاقي ها كه يا بصورت جنسي و يا . ژنتيكي مختلف مناسب خواهد شد

سيتوپلاسمي، توليد سيبريد، انتقال  غيرجنسي صورت مي گيرد، مثل استخراج

  )45و  23و  21و  20. (ژن منفرد، تكنيك بذر مصنوعي مفيد خواهد بود

كشف كردند كه ) 1986و  1984(و همكارانش  Redenbaughآقاي 

هائي مثل آلژينات سديم مي تواند براي توليد بذور مصنوعي بكار  هيدروژل

درصد در شرايط  86ي يونجه فراواني توليد گياه از بذور مصنوع. روند

invitro  آقاي . درصد در شرايط گلخانه اي بود 20وVamdkawd  در سال
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اگر يك جنين كاذب از هر سلول : در يك كنفرانس در ژاپن مي گويد 1984

كشف شده بوجود آيد، مي توان بوسيله بعضي از تيمارها، آنها را نگهداري 

اني مي تواند از آنها استفاده كند و اين نمود و بفروش رساند و كشاورز نيز به آس

بذور مي توانند جانشين بذور حقيقي شوند و با اين تغيير سيستم هاي اصلاح 

او مشاهده نمود كه محدوديت هاي زيادي در اين متد . نباتات نيز تغيير مي يابد

مي گويد ما مي توانيم هميشه جنين هاي  Walgateآقاي . وجود دارد

درصد برسانيم  100را در يك نوع لعاب بپوشانيم و به رويش سوماتيكي يونجه 

نيز مشخص مي  Syluie binachi. ولي جزئيات كار خويش را ارائه ننمودند

كند كه جنين هاي سوماتيكي يونجه انتخابي مي توانند با آلژينات سديم كپسوله 

وله البته جنين هاي سوماتيكي ساير محصولات نيز داراي پتانسيل كپس. گردند

. شدن هستند، اما نتايج حاصله از اين محصولات بخوبي كپسولهاي يونجه نيست

Lutz آنها جنين هاي . و همكارانش روي جنين هاي هويج كار كردند

و اين جنين هاي مصنوعي، . سوماتيكي هويج را با لايه ژلاتين كپسوله كردند

اين بود كه عامل نتيجه تحقيقات آنها . جوانه زده و از كپسول خود خارج شدند
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محدود كننده توليد گياه در اين سيستم، كيفيت پائين جنين هاي سوماتيكي 

  .است

  

  :امكانات مورد نياز براي كشت بافت و سلول گياهي

اندازه و وضعيت كشت بافت و وسعتي كه آماده شده، بوسيله طبيعت ناشناخته و 

كشت بافت وسايل  بهرحال يك آزمايشگاه. فراهم بودن سرمايه تعيين مي شود

شستشو و نگهداري وسايل ) الف(و آمادگي هاي زير را فراهم خواهد كرد 

تدارك، استريل ) ب(شيشه اي وسايل پلاستيكي و ديگر لوازم آزمايشگاهي 

حفظ ) ح(استريل ساختن مواد گياهي ) ج(كردن و نگهداري محيطهاي كشت 

نور و در صورت امكان و نگهداري كشت ها در شرايط كنترل شده از نظر دما، 

مشاهده كشت ها حداقل دو آزمايشگاه و يا دو اطاق مجزا بايستي ) هـ(رطوبت 

يكي براي شستشو و نگهداري وسايل آزمايشگاهي و . بدين منظور فراهم كرد

مي  (Media room)تدارك محيطهاي كشت كه به آن اطاق محيط كشت 

ور نگهداري كشت ها گويند و ديگري اطاق يا آزمايشگاهي است كه بمنظ

اطاق كشت . گويند (Culture room)فراهم مي شود كه به آن اطاق كشت 
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بايستي داراي يك ميز مشاهده كشت مجهز به بيونوكولر بوده و به قدر كافي 

داراي نور بسته به شرايط محيطي آزمايشگاه، كابينت انتقال استريل بايستي در 

يا بصورت اطاق انتقال ويژه، تعبيه  اطاق كشت، در گوشه آزمايشگاه معمولي و

  .شود

  :وسايل معمول مورد نياز براي تهيه محيط كشت شامل موارد زير مي باشد

  .جاي ظروف با ارتفاع مناسب براي كارهاي ايستاده -الف

فريزر با برودت بسيار بالا براي نگهداري محلول ذخيره، محلول ها يانزيم،  -ب

  ...شير و نارگيل و 

راي نگهداري مواد مختلف شيميايي، مواد گياهي، نگهداري كوتاه يخچال ب -ج

  ...مدت محلول هاي ذخيره و  

  .تنگ پلاستيكي براي ذخيره آب مقطر -د

  .ترازو -هـ 

  .با همزن مغناطيسي براي حل مواد شيميائي (hot plate)هات پليت  -و

  .متر PH -ز

  .سيونيك هواكش يا پمپ خلاء براي تسهيل در امر استريلا -ح
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  .ديگ بخار  براي گداختن آگار -ط

  .اتوكلاو يا خوراك پز فشاري خانگي براي استريلاسيون محيطهاي كشت -ي

فريزر وسايل فوق را مي توان در سالن يا اطاقي خارج از اطاق محيط . يخچال 

  .ترازو نبايستي در اطاق محيط كشت نگهداري شود. كشت قرار داد

  :اطاق كشت

هداري كشت ها در شرايط درجه حرارت كنترل شده بكار مي اين اطاق براي نگ

Co225براي حفظ درجه حرارت حدود . رود از بخاري و پنكه استفاده مي  ±

براي تيمارهاي حرارتي بالاتر و پايين تر از اين مقدار از لامپ فلورسنت . شود

تي خارج از اطاق كشت انكوباتور مي تواند ح. در انكوباتورها استفاده مي شود

بهرحال وقتي در خارج از . داخل سالن يا در هر جاي آزمايشگاذه نصب گردد

اطاق كشت نصب گردد، بايستي پيش بيني هاي لازم براي اجتناب از خطراتي 

  .كه ممكن است توسط مردم بوجود آيد، نمود

. رشد مي كنند) كيلولوكس 1كمتر از (كشت ها معمولاً در نور پخش شده 

و ) كيلو لوكس 1010تا  5(همچنين براي نگهداري كشت ها در نور بالا 

كنترل روزانه روشنائي لامپ . تاريكي مطلق بايستي بعضي شرايط را فراهم نمود
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كابينت هاي بسته براي . هاي فلورسنت مي تواند بطور اتوماتيك انجام پذيرد

  .ايجاد شرايط تاريكي مناسب است

كاهش يابد، شرايط افزايش رطوبت % 50كشت از اگر رطوبت نسبي در اطاق 

با هر . براي جلوگيري از خشك شدن سريع محيطهاي كشت بايستي فراهم شود

نمودار شده و افزايش  (cotton plugs)افزايش رطوبتي، سرپوش هاي كتاني 

  .افتد آلودگي كشت ها، اتفاق مي

از نوع افقي  اگر كشت تعليقي در آزمايشگاه صورت پذيرد، يك دستگاه همزن

همزن هائي با نور و درجه حرارت كنترل . يا از نوع لرزان بايستي داشته باشد

  .شده مورد نياز خواهد بود

  :مواد و روشها

  :انتخاب ارقام يونجه

جهت مقايسه كالوس زايي، جنين زايي و باززايي گياه و همچنين كشت 

  .ه تبريز استفاده شدسوسپانسيون از ارقام قره يونجه، رنجر و سينتتيك دانشگا

درصد  95الي  70براي استفاده از هود يا كابينت، ابتدا سطح ميز را با الكل 

شامل محيطهاي كشت، چراغ (پاك مي شود و سپس تمام وسايل مورد نياز 

الكلي، وسايل و ظروف، قوطي كبريت، اتومايز، آب مقطر، فلاسكهاي خالي 

به داخل آن ) ه مورد نياز ديگراستريل آب بعد از شستشوي مواد و هر وسيل

 90الي  70بعد از اسپري كردن اطاق، هود يا كابينت با الكل . منتقل مي شود

را  U.Vدرصد به كمك اتومايز، ديواره، درب هود را كاملاً بسته و چراغ 

خاموش شده و لامپ فلورسنت  U.Vبعد از اين مدت لامپ . روشن مي كنيم

  .معمولي روشن مي شود
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راء بنفش موجب افزايش غلظت ازن كه يك گاز سمي است در داخل اشعه ماو

دقيقه  20تا  15بنابراين از نظر حفظ سلامت لازم است حدود . اطاقك مي شود

به اطاقك براي ادامه عمليات مراجعه نمود  U.Vبعد از خاموش كردن لامپ 

بعد از داخل شدن . كه در اين مدت شخص مي تواند دستهاي خويش را بشويد

كفشها خارج از اطاقك بهتر است . به داخل اطاقك در را به آرامي مي بندند

درآورده شود و داخل اطاقك مانتوي آزمايشگاه پوشيده و دستها را با 

لباس را بهتر است در قسمت در معرض قرار . درصد مي شويند 70-95الكل

. مي شودبعد از چمد دقيقه چراغ الكلي روشن . دادن اشعه ماوراء بنفش پوشيد

  .حالا شرايط براي انجام عمليات استريل آماده است

. در بسياري از آزمايشگاهها اطاقك فوق جاي خود را به هود استريل مي دهد

(Laminar air flow cabinet)  دقيق بعد از روشن  10-15با اين هود

  .در اتاقكهاي معمولي اين امكان وجود ندارد. توان كار را شروع كرد نمودن مي

  هوا البته از يك . لامينار فلو داراي موتور كوچكي براي دميدن هواست

  شود و سپس از يك فيلتر نرمتر بنام فيلتر درشت عبور داده مي

HEPA air (High efficiency particulate air)  معروف است عبور
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 2/0مي كند و در خلال عبور از فيلترهاي فوق ذرات گرد و غبار بزرگتر از 

سرعت . را گرفته و آلودگيهاي باكتريايي و قارچي را از بين مي برد ميلي متر

متر در ثانيه است كه براي  27±2خروج هواي استريل از فيلتر نهايي حدود 

جلوگيري از آلودگيهايي كه در فضاي كار كه توسط شخص بوجود مي آيد، 

ار فلو به هيچ وجه مانع كار چراغ جريان هوا در داخل لامين. رسد كافي بنظر مي

  .شود الكلي نمي

  

  :تهيه محيط كشت

به همراه مواد تكميل كننده  MSجهت كشت بافت ارقام انتخابي از محيط پاية 

  :و هورمونها استفاده گرديد

در ابتدا محلولهاي ذخيره مواد كم مصرف تهيه گرديد و سپس براي هر بار تهية 

ذخيره، مواد پرمصرف، ساكاروز آگار توزين  محيط كشت، علاوه بر محلولهاي

  .و به محيط افزوده گرديد
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  :MSروش تهيه محيط كشت 

  :محلولهاي ذخيره -1

ميلي  100مقدار لازم به شرح زير از هركدام از مواد در  – محلول الف

ليتر  ميلي 10ليتر آب مقطر حل گرديد سپس براي هر ليتر از محيط كشت، 

  )10× ت غلظ(از ان استفاده گرديد 

33
BoH    62 ميلي گرم  

OHMnSo
24

  ميلي گرم 223     ,4

OHZnSo
24

  ميلي گرم 86    ,7

ميلي ليتر  60روش تهيه محلول ذخيره الف بدين صورت است كه حدود 

ميلي ليتر ريخته و در حين بهم زدن ابتدا اسيد  200آب مقطر درون بشر 

به آن اضافه كرده بعد از حل شدن كامل به ترتيب بوريك را 
4

MnSo  و

سپس 
4

ZnSo  ميلي ليتر مي  100را در آن مي ريزيم و سپس به حجم

  .رسانيم

ميلي ليتر آب  500مقدار ذكر شده از هركدام از مواد زير در  -محلول ب

  )X100غلظت (د مقطر حل شده و در يخچال نگهداري مي شو
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KI      5/41 ميلي گرم  

KI      5/12 ميلي گرم  

ميلي ليتر آب  200مقدار ذكر شده از هركدام از مواد زير در  -محلول ج

مقطر حل شده و در يخچال نگهداري مي شود سپس براي هر ليتر از محيط 

  ).X10000غلظت (ي شود ليتر از آن برداشته م 1/0كشت مقدار 

OHCuSo
24

  ميلي گرم 50    ,5

OHCoCl
32

  ميلي گرم 50    ,6

ميلي ليتر آب  100مقدار ذكر شده از هر يك از مواد زير را در  -محلول د

ميلي ليتر از آن برداشته مي  10مقطر حل كرده و براي هر ليتر محيط كشت 

  ).X100غلظت (شود 

OHEDTANa
22

  ميلي گرم 5/372    .2

OHFeSo
24

  ميلي گرم 5/278      ,7

ميلي ليتر  40را در  EDTA2Naروش تهية اين محلول بدين صورت كه ابتدا 

ميلي  50سولفات آهن را نيز جداگانه در . آب مقطر نيمه گرم حل مي كنيم

زدن و به آرامي  ليتر آب حل كرده و بعد از حل شدن كامل هر دو، در حين بهم
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را روي سولفات آهن مي ريزيم و آنرا در تاريكي و در  EDTA2Naمحلول 

  .يخچال نگهداري مي كنيم

ميلي ليتر از  100مقدار ذكر شده از هركدام از مواد زير را در  - محلول هـ

ميلي ليتر از آن برمي داريم  10آب حل كرده و براي هر ليتر از محيط كشت 

  ).X100غلظت (

  ميلي گرم 6B (    5ويتامين (يدوكسين پير

  ميلي گرم 1B (      10ويتامين  (تيامين 

  ميلي گرم 20          گلايسين

  ميلي گرم 5      اسيد نيكوتينيك 

را ابتدا در چند ميلي  D-4-2ميلي گرم از هورمون  20مقدار  – محلول و

حل كرده و روي همزن قرار مي دهيم و سپس به آرامي % 70ليتر الكل اتيليك 

سپس براي . ميلي ليتر برشد 100كنيم تا به حجم  آب مقطر را به آن اضافه مي

ميلي ليتر و براي محيط  10محيط كشت كالوس زايي جنين نارس مقدار 

  ).1(ميلي ليتر از آن استفاده مي گردد  5باززايي ميزان 
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  برحسب ميلي گرم در ليتر MSتركيبات معدني محيط كشت پاية  -1جدول 

يلي گرم م تركيبات

 در ليتر

ميلي گرم در  تركيبات

 ليتر

3NO4NH 1650 O2H7 ،4ZnSO 60/8 

3KNO 1900  KI  83/0  

O2H2،2CaCl 440  O2H2،4MoO2Na 25/0  

4PO2KH  170  O2H405CuSO 025/0  

3BO3H 20/6  O2H206CoCl 025/0  

O2H40MnSO 90/16  O2H407MgSO 370  

O2H2EDTA2Na 25/37  O2H407FeSO 85/27  

  

مواد آلي تكميل كننده و هورمون در محيط هاي كشت بر حسب  -2دول ج

  ميلي گرم در ليتر

 ميلي گرم در ليتر تركيبات
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1پيروكسيدين
 5/0 

  1  2تيامين

  2  3گليسين

  5/0  4اسيد نيكونيتيك

  :محيط كشت

ميلي ليتر آب مقطر را در يك ليوان  400براي تهية محيط كشت اين آزمايش، 

  .ريخته و روي همزن مي گذاريم ليتري 2ارلن 

 1/0و مقدار ) هـ(، )د(، )ب(، )الف(ميلي ليتر از محلول هاي ذخيرة  10مقدار 

به آن مي ) و(و مقدار لازم از محلول ذخيرة ) ج(ميلي ليتر از محلول ذخيرة 

و  3NO4NH ،3KNO ،2CaCl ،4PO2KHمقدار لازم از . افزاييم

3MgSO  ميلي گرم از  100نموده و به آن اضافه  6را طبق جدول

گرم ساكارز به آن اضافه مي كنيم و حجم محلول را به  30ميولينوزيتول و 

محلول را در  HCl ،pHيا  NaOHبا استفاده از . ميلي ليتر مي رسانيم 900

                                                 
1
 - Pridoxine HCI 

2
 - Thiamine HCI 

3
 - Glycine 

4
 - Nicotinic acid 
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گرم آگار به آن اضافه كرده و  7سپس ميزان . تنظيم مي كنيم 8/5تا  7/5حد 

دهانة ارلن را با دو لاية آلومينيم بسته و . انيمحجم محلول را به يك ليتر مي رس

دقيقه و فشار يك  20گراد به مدت  درجه سانتي 121دماي (اتوكلاو مي نماييم 

  ).بار

گراد رسيد، در  درجه سانتي 50-60بعد از اتوكلاو، زماني كه دماي محلول به 

متري  سانتي 10شرايط سترون و در زير لامينارفلو، آنرا در ظروف پتري ديش 

  .توزيع مي كنيم

ميلي ليتر محلول ريخته و بعد از سرد شدن و ژله اي شدن  25-30در هر پتري 

محيط، ريز نمونه ها را بلافاصله كشا كرده و سپس پتري ها را با پارافيلم بسته و 

  .دهيم در اتاقك رشد قرار مي

  

  :سترون كردن محيط كشت، ظروف پتري و ساير لوازم -

درجه سانتي گراد و فاشر يك  121وي محيط كشت در دماي ارلن در بسته حا

ظورف پتري، ارلن حاوي آب مقطر، . بار به مدت بيست دقيقه سترون گرديد

ليوانهاي پيركس جهت قرار دادن پنش و اسكالپل نيز در همين شرايط اتوكلاو 
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وسايل ضروري مانند پنس، قيچي و اسكالپل در شرايطي كه در فويل . گرديد

 2درجه سانتي گراد و به مدت  130يمي پيچانده مي شد، در دماي آلومين

  .ساعت، در آون بصورت خشك استريل مي گردد

  :SHروش تهيه محيط كشت 

  :محلولهاي ذخيره

  :استوك ماكرو -الف

ميلي ليتر آب مقطر حل  250مقدار لازم به شرح زير از هركدام از مواد در 

ميلي ليتر از آن استفاده گرديد  25 سپس براي هر ليتر از محيط كشت. گرديد

  )X100غلظت (

(NH4)H2PO4    3 گرم  

KNO3     25 گرم  

Mgno4.5H2O  4 گرم  

  

  :استوك كلسيم -ب
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ميلي ليتر آب مقطر حل  250مقدار ذكر شده از هركدام از مواد زير را در 

: ميلي ليتر از آن استفاده گرديد 25كرده سپس براي هر ليتر از محيط كشت 

  ) X100غلظت (

CaCl2.2H2O  4 گرم 

  

  :استوك آهن -ج

ميلي ليتر آب مقطر حل  250مقدار ذكر شده از هركدام از مواد زير را در 

: ميلي ليتر از آن استفاده گرديد 25كرده سپس براي هر ليتر از محيط كشت 

  )X100غلظت (

Feso4.7H2O  15/0 گرم  

Na2.EDTA   2/0 گرم  

  

  :استوك ميكرو -د

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com



 

 

�72 

ميلي ليتر آب مقطر حل كرده و  250ه از هر يك از مواد زير در مقدار ذكر شد

غلظت (ميلي ليتر از آن برداشته مي شود  5/2براي هر ليتر محيط كشت 

X100(  

MnSo4.H2O    1 گرم  

ZnSo4.7H2O      1/0 گرم  

H3BO3     5/0 گرم  

Na2MOO4   01/0 گرم  

CuSO4.5H2O  02/0 گرم  

CaCl2.OH2O    01/0 گرم  

  

  :يد استوك -هـ 

ميلي ليتر آب مقطر آب حل كرده و براي هر ليتر محيط  250مادة زير را در 

  )X1000غلظت (ميلي ليتر از آن برداشته مي شود  5/2كشت 

KI   1/0 گرم  
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  :استوك ويتامين -و

ميلي ليتر آب مقطر حل كرده و براي هر ليتر محيط كشت  250مواد زير را در 

  )X1000غلظت (شود  ميلي ليتر از آن برداشته مي 5/2

Nicotinic acid  5/0 گرم  

Thiamine HCl  5/0 گرم  

Pyridoxine      5/0 گرم  

  

  :سترون كردن محيط كشت، ظروف پتري و ساير لوازم

درجه سانتيگراد و فشار يك  121ارلن در بسته حاوي محيط كشت در دماي 

، ظروف پتري، ارلن حاوي آب مقطر. دقيقه سترون گرديد 30بار به مدت 

ليوانهاي پيرمس جهت قراردادن پنس و اسكالپل نيز در همين شرايط اتوكلاو 

وسايل ضروري مانند پنس، قيچي و اسكالپل در شرايطي كه در فويل . گرديد

ساعت،  2درجه سانتيگراد و به مدت  130آلومينيمي پيچانده مي شد، در دماي 

  .در آون بصورت خشك استريل مي گرديد

  :بافت گياهي
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نتخاب مناسبترين بافت از ژنوتيپهاي مورد مطالعه از بذر كامل، برگ و جهت ا

  .هيپوكوتيل استفاده شد

  :بذر

شستشو داده سپس بمدت % 70بذور ارقام مورد نظر بمدت چند ثانيه با اتانول 

يك ( 80هيپوكلريد سديم كه يك قطره تون % 5/2دقيقه با محلول  25-20

. ده است، ضد عفوني سطحي مي گرددبه آن اضافه ش) قطره مايع ظرفشويي

لازم است تا در اتين مدت شيشه هاي حاوي هيپوكلريد سديم و بذور بوسيلة 

پس از اتمام اين مدت بذور را در . دست يا با استفاده از شيكر تكان داده شود

كه قبلاً تمام سطح آن با محلول رقيق مايع ظرفشويي و الكل (داخل محفظة هود 

پنج دفعه با آب مقطر استريل شستشو مي دهيم و پس از ) ضدعفوتي شده است

سانتي  10در ظروف پتري ) 19جدول ( MSاين بذور برروي محيط جامد 

  )2شكل . (عدد به بذر كشت گرديد 10در هر پتري . متري كشت شدند

  بمدت دو هفته در دماي. در اين مرحله هورمون به محيط كشت اضافه نشد

لوكس قرار  2500-3000ساعت نور با شدت نور  16سانتي گراد و  1±25
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روز گياهچه هاي بذري كه به اندازة كافي رشد كرده  5-6بعد از . داده شد

  .بودند براي تهيه ريز نمونه مورد استفاده قرار داده شد

تعدادي از بذور ضدعفوني شده نيز مستقيماً به محيطهاي هورمون دار القاء 

و مواد آلي تكميل كننده به همراه  SHشامل محيط پايه . رده شدندكالوس ب

  .چهار سطح هورموني زير برده شدند

گرم در  ميلي kin+5گرم در ليتر ميليD  +2-4-2گرم در ليتر ميلي2): 1(محيط 

 NAAليتر 

 Kinميلي گرم در ليتر  D+2-4-2ميلي گرم در ليتر  5): 2(محيط 

 Kinميلي گرم در ليتر  NAA+2ر ميلي گرم در ليت 5): 3(محيط 

  Kinميلي گرم در ليتر  D+25/0-4-2ميلي گرم در ليتر  2): 4(محيط 

  

  .گرم در ليتر شكر كشت گرديد 30گرم در ليتر آگاز  8به همراه 

  .هفته به همان محيط و تحت همان شرايط واكشت شدند 4ريز نمونه ها بعد از 

  

  :برگ جوان وهيپوكوتيل
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برگهاي جوان و هيپوكوتيل دانه هاي سالم و بدون آن براي بدست آوردن 

سانتي متري  10انتخاب و طبق شرايط كشت بذر، سترون شدند و در هر پتري 

عدد بذر سترون شده برروي محيط كشت جامد تحت شرايط  سترون  10

  .كشت گرديد

  .و مواد آلي تكميل كننده و بدون هورمون بود MSمحيط كشت محيط پايه 

 16درجه سانتي گراد و  25±1پتري كشت گرديد و در دماي  3 از هر رقم

  .لوكس قرار داده شدند 3500-4000ساعت نور با شدن 

سانتي متر طول داشتند تحت شرايط  2روز زماني كه گياهچه ها حدود  4بعد از 

سط سترون پتري هاي غيرآلوده باز شدند و برگها و هيپوكوتيلهاي آنها تو

ميلي متري تقسيم شد و در پتري ريشهاي حاوي محيط  2اسكالپل به قطعات 

و مواد آلي تكميل كننده به همراه چهار سطح هورموني كه در بالا  SHپايه 

قطعه هيپوكوتيل  10قطعه برگ و يا  10در هر پتري حدود . ذكر شد برده شدند

  .نتيگراد و تاريكي قرار داده شدنددرجه سا 25±1كشت شد و در دماي 

هفته كه كالوسها رشد كرده بودند به همان محيط و تحت  4ريز نمونه ها بعد از 

  .همان شرايط واكشت شدند
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  :صفات اندازه گيري شده در دوره كال زايي

از آنجا كه صددرصد كالوس زايي داشتيم مطالعات آماري در مرحلة كالوس 

الوسها اندازه شد و بعد از واكشت دوم ميزان رشد زايي فقط برروي اندازه ك

) 1شكل (، با استفاده از استاندارد هوكروني برز )حجم كالوس(كالوس 

  .گيري گرديد اندازه
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  :محيط جنين زايي

زايي  وقتي كالوسها به مقدار كافي از سه رقم يونجه توليد شد به محيطهاي جنين

  :ا مواد زير برده شدتكميل شده ب MSو  B5شامل محيطهاي پايه 

 Kinميلي گرم در ليتر  D  +2/0-4-2ميلي گرم در ليتر  1): 1(محيط 

  Kinميلي گرم در ليتر  D  +2/0-4-2ميلي گرم در ليتر  3): 2(محيط 

  Kinميلي گرم در ليتر  D  +2/0-4-2ميلي گرم در ليتر  6): 3(محيط 

  Kinدر ليتر ميلي گرم  D  +2/0-4-2ميلي گرم در ليتر  9): 4(محيط 

 Kinميلي گرم در ليتر  D  +2/1-4-2ميلي گرم در ليتر  1): 5(محيط 

 Kinميلي گرم در ليتر  D  +2/1-4-2ميلي گرم در ليتر  3): 6(محيط 

 Kinميلي گرم در ليتر  D  +2/1-4-2ميلي گرم در ليتر  6): 7(محيط 

 Kinميلي گرم در ليتر  D  +2/1-4-2ميلي گرم در ليتر  9): 8(محيط 

 Kinميلي گرم در ليتر  D  +2-4-2ميلي گرم در ليتر  1): 9(محيط 

  Kinميلي گرم در ليتر  D  +2-4-2ميلي گرم در ليتر  3): 10(محيط 

  Kinميلي گرم در ليتر  D  +2-4-2ميلي گرم در ليتر  6): 11(محيط 

 Kinميلي گرم در ليتر  D  +2-4-2ميلي گرم در ليتر  6): 11(محيط 
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  Kinميلي گرم در ليتر  D  +2-4-2ميلي گرم در ليتر  9: )12(محيط 

0Cبمدت دو هفته كالوس ها در اين محيطها در شرايط 
در دورة  2±25

ساعت تاريكي برده شدند و بر حسب ميزان جنين  8ساعت نور و  16روشنايي 

  .زايي بررسي شدند

  

  :B5روش تهيه محيط كشت 

  :محلولهاي ذخيره

  :استوك ميكرو –الف 

ميلي ليتر آب مقطر حل  250مقدار لازم به شرح زير از هركدام از موارد را در 

C.Cسپس براي هر ليتر از محيط . گرديد
  :از محلول برداشته مي شود 25/0

MnSo4.H2O      1 گرم  

H3BO4        3/0  

ZnSo4.7H2O   2/0  

Na2MOO4.2H2O    25/0  

CuSo4.5H2O   025/0  
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  :استوك ماكرو -ب

ميلي ليتر آب مقطر حل  250مقدار لازم به شرح زير از هركدام از مواد را در 

ccگرديد سپس براي هر ليتر از محيط كشت 
  .از محلول برداشته مي شود 25

  

 

Na2HPO4.H2O   15/0 گرم  

KNO3        5/2 گرم  

(NH4)2SO4      134/0 گرم  

MgSo4.7H2O    25/0 گرم  

  :استوك كلسيم -ج

سپس براي . ميلي ليتر آب مقطر حل گرديد 250زير را در مقدار لازم از مادة 

C.Cهر ليتر 
  :از محلول برداشته مي شود 5/2

CaCl2.2H2O      15 گرم 

  :استوك يد -د

ميلي ليتر آب مقطر حل گرديد سپس براي  250مقدار لازم از مادة زير را در 

CCهر ليتر 
  :از محلول برداشته مي شود 25/0
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KI      075/0گرم 

  :آهن استوك -و

ميلي ليتر آب مقطر حل گرديد سپس براي  250مقدار لازم از موارد زير را در 

  :از محلول برداشته مي شود CC25هر ليتر 

Na2EDTA      0215/0 گرم 

FeSo4        0215 /0 گرم  

  :استوك ويتامين -هـ 

CCمقدار لازم از مواد زير را در 
براي  25/0آب مقطر حل كرده و مقدار  250

  :ول برداشته مي شودهر ليتر محل

  گرم 1/0      نيكوتينيك اسيد 

  گرم HCl        1تيامين 

  گرم Hcl      1/0پيردوكسين 

  گرم 1        ميواينوزيتول

گرم در ليتر ميواينوزيتول براي هر ليتر محلول  1/0گرم ساكاروز و  30به همراه 

  .تنظيم مي گردد 5/5±3/0محلول حدود  PHو 
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  :اييمحيط بازز

برده شد و  Bio2yجنينهاي گلبولي شكل براي بلوغ بمدت سه هفته به محيط 

در اين محيط جنينهاي كروي به جنينهاي قلبي شكل تمايز يافتند و رنگ جنينها 

 2است به همراه  B5همان محيط  Bio2yمحيط . از كرمي به سبز تبديل شد

  .رموني استفاده نشدگرم در ليتر عصارة مخمر و در اين محيط از تركيبات هو

  

  

  

  

  :محيط تبديل به گياه

به  SHدر اين مرحله جنينهاي قلبي شكل به محيط جوانه زني حاوي محيط پايه 

ميلي گرم در ليتر  2/0و  D-4-2ميلي گرم در ليتر  6همراه تركيبات هورموني 

Kin برده شدند.  

  :محيط كشت سوسپانسيون
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ميلي ليتر حاوي  100اخل ارلنهاي ميلي گرم از كالوسهاي جنين زا به د 500

و  D-4-2ميلي گرم در ليتر  1به اضافه  B5ميلي ليتر از محيط كشت مايع  20

 150ارلنها برروي تكان دهنده افقي با . منتقل شدند Kinميلي گرم در ليتر  2/0

درجه  27تكرار و در دماي  5ساعت روشنايي در  8/16دور در دقيقه در 

روز  10روز يكبار در هفته اول و هر  5واكشتها هر  .سانتيگراد قرار گرفت

  .يكبار در طي واكشتهاي بعدي انجام شد

ميلي ليتر از هر  1پس از مشاهدة تشكيل جنين در تعليق سلولي شش هفته اي 

ميلي ليتري برداشته و روي فيلتر قرار داده شد و تعداد  1محيط توسط سمپلر 

  .اندازه گيري شد جنينها روي فيلتر در واحد ميلي ليتر

  :محاسبات آماري

اندازه گيريهاي لازم در آزمايشگاه انجام شد و داده ها در طرح فاكتوريل با 

و  SPSSي كاملاً تصادفي با استفاده از برنامه هاي نرم افزار  طرح پايه

MSTATC ضريب همبستگي بين داده هاي . تجزيه و تحليل آماري شد

ندازه گيري گرديد و اثرات متقابل بين صفات حاصل از جنين زايي و باززايي ا
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رسم  EXCELمختلف نيز بررسي شد و نمودارها با استفاده از نرم افزار 

  .گرديد

در تمامي تجزيه و تحليل زماني كه واريانسهاي درون تيماري همگن نبودند از 

  .تبديل لگاريتمي استفاده شد
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  فصل چهارم
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  گيري بحث و نتيجه
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  فصل چهارم

  :حث و نتيجه گيريب

  :انتخاب ارقام يونجه

جهت مقايسه كال زايي، جنين زايي و باززايي گياه از بذور جمعيتهاي قره 

  .يونجه، رنجر و واريته سنتتيك دانشكده كشاورزي تبريز استفاده شد

  :محيط القاء كال

روز بعد از قرار دادن  4در مورد ريز نمونه هاي برگ و هيپوكوتيل حدوداً 

نه ها در محيط القاء كال، اولين علايم آغازيدن كال روي ريز نمونه ها ريزنمو

به اين صورت كه ابتدا هيپوكوتيل متورم و سپس اپيدرم لايه لايه . مشاهده شد

. شده و سلولهاي زيرلايه اپيدرمي شروع به تقسيم كرده و كال زايي آغاز شد

) 5و4و3شكل . (ه بودپس از ده روز براحتي كال در زير نمونه ها قابل مشاهد

روز از قرار دادن ريزنمونه ها در محيط القاء  7در مورد ريزنمونه بذر پس از 

كال اولين علائم آغازيدن كال روي ريزنمونه ها مشاهده شد به اين ترتيب كه 

روز براحتي كال در  14بذرها متورم شده و سپس كال زايي آغاز شد پس از 

روز، كال رشد كرده از ريزنمونه هاي  20بعد از . ريزنمونه ها قابل مشاهده بود

برگ و هيپوكويتل آمادة بازگشت شد و كالهاي حاصل از ريزنمونه بذر پس از 

شكل (كالوسهاي بدست آمده كرمي و ترد بودند . روز آماده بازگشت شد 30

درصد  SH ،100قبل از بازگشت از آنجا كه همة نمونه ها در محيط ). 7و  6
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شتند، فقط قطر كالها به عنوان فاكتور مورد اندازه گيري بررسي زايي دا جنين

  .شد
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  كاشت بذر هاي استريل در محيط كشت هورمون دار:  2شكل 

 

 
  نمونه از كالوس آبدار و غير جنين زا:  3شكل 
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نمونه از كالوس غير جنين زا: 4شكل   
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نمونه اي از كالوسهاي جنين زا: 5شكل   
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شروع تشكيل كال در ريز نمونه بذر      :  6شكل   

 

 

  نمونه اي از كالوسهاي حاصل از كاشت بذر: 7شكل 

  :مقايسه اثر ريزنمونه در رشد كالوسها –الف 

ضميمه مشاهده مي شود در القاء كالوس سطوح هورموني  3طبق جدول 

مختلف بكار رفته تفاوت معني دار نداشتند كه اين نتيجه با آنچه توسط 

منطبق بود آنها بيان داشتند كه  1984كوي و واكر انجام دادند در سال  مك

در القاء كال و  D-4-2و مدت زمان القاء در محيط حاوي  D-4-2ميزان بالاي 

اندامزايي نقش عمده اي داشته اند و ما چون از سطوح هنورموني با مقدار بالاي 

2-4-D اري در رشد كالها استفاده كرديم سطوح هورموني اختلاف معني د
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اما اثر متقابل بين ريز نمونه و رقم و همچنين ريزنمونه و هورمون اثر . نداشتند

 3و  2از مقايسات ميانگين طبق جدول . معني داري روي رشد كالوسها داشتند

  .بهترين ريزنمونه و رقم و همچنين اثرات متقابل آنها تعيين گرديد

مشاهده مي شود، ريزنمونه بذري بهتر ضميمه  4همانگونه كه در جدول شماره 

از ريزنمونه هاي هيپوكوتيل و برگ عمل كرده است و ريزنمونه هيا هيپوكوتيل 

. ندارند% 5و برگ در رشد كالوس تفاوت معني داري با يكديگر در سطح 

. ديگر دارد دار با دو ريزنمونه اختلاف معني% 5بذر درسطح  وليكن ريزنمونه

  )Bنمودار(

بيان كردند كه از بين ريزنمونه هاي برگ و ) 2001(و همكاران ايانتچوا 

البته آنها از ريزنمونه بذر استفاده . دمبرگ، برگها بهترين كالزايي را داشتند

  .نكرده بودند بنابراين نتايج آنها با نتايج ما متفاوت بود
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  :بررسي اثر ارقام در رشد كالوسها

د كه رقم قره يونجه در سطح احتمال شو ضميمه مشاهده مي 5با توجه به جدول 

اختلاف معني داري با دو رقم ديگر داشته و اين رقم بيشترين رشد را در % 5

قرار گرفت و ارقام سنتتيك و رنجر  aداشت و در گروه  SHمحيط كشت 

قرار  bنسبت به قره يونجه داشتند و در گروه  SHكالوس كمتري در محيط 

دست آمده با آنچه كه توسط وليزاده و توشياكي كه نتيجه ب) Aنمودار (گرفتند 

مبني بر اينكه مقدار كال در واريته هاي مختلف متفاوت بود ) 1372(كاميل 

نيز نتيجه اي مبني بر ) 1379(همچنين مطلبي آذر و همكاران . منطبق بود

نيز ) 1985(اختلاف رشد كالها در ارقام مختلف را بيان داشتند و نايگان و مكنز 

  .ف ژنوتيپهاي يونجه در كالزايي را بيان كردنداختلا

بررسي اثر متقابل سطوح هورموني مختلف با ريزنمونه در رشد 

  :كالوسها

مشاهده مي شود در رشد كالوس اثر متقابل سطح  6با توجه به جدول ضميمه 

ميلي گرم در ليتر با  D 5-4-2ميلي گرم در ليتر و  Kin 2هورموني دوم شامل 

قرار مي گيرد و بقيه  aمهمتر از بقيه عمل كرده است و در گروه  ريزنمونه بذر
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اثرات متقابل سطوح هورموني و ريزنمونه ها در گروههاي پايين تر قرار مي 

ضميمه مشاهده مي شود اثر متقابل بذر با رقم  7گيرند و همچنين طبق جدول 

مي گرد و  قرار aفرد يونجه بيشترين رشد كالوس را نشان مي دهند و در گروه 

بعد آن اثر متقابل به زربارقم سنتتيك بيشترين رشد كالوس را نشان داده و در 

قرار مي گيرد و بقيه اثرات متقابل كمتر از موارد فوق در رشد كالوس  bگروه 

  )Eو  Dو  Cنمودار . (نشان دادند

  :محيط القاء جنين

جنين زايي جامد در اين مرحله تعدادي از كالهاي رشد يافته، به محيط القاء 

و  8/16روز در شرايط تاريكي و روشنايي  3-4بازگشت شد و به مدت 

در اين مرحله تعدادي از سلولهاي كال دستخوش . درجه نگهداري شد 2±26

تغييرات مي شود كه اين تغييرات بصورت تشكيل جنين هاي كروي در مرحله 

  ).8شكل (بعدي قابل مشاهده بود 

درصد جنين زايي به اين صورت تعيين شد كه تعداد كالوسهاي جنين زا در 

كالوسهاي جنين زا داراي ساختار متراكم و . ظرف پتري شمارش مي شد

  .سازمان يافته بودند
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ضميمه مي بينيم كه محيط كشت، هورمون و رقم تأثير  8طبق جدول شماره 

قابل بين اين فاكتورها اثر معني داري در جنين زايي گذاشته اند ولي اثرات مت

بدين معني كه فاكتورهاي فوق . معني داري روي جنين زايي نداشته است

مستلزم از هم عمل كرده اند يا واكنش سه رقم يونجه در محيطهاي كشت و 

  ونزل و براون. سطوخ هورموني مختلف يكسان وبده است

جنين زايي بعد  روز و تحريك 10نشان دادند كه تقسيم سلولي بعد از ) 1991(

و ) 1987(ميجر و براون . روز در محيط القاء كال اتفاق مي افتد 28از 

مشاهده كردند كه تحريك جنين زايي بعد از ) 1982(آرسيوني و همكاران 

  .دهد انتقال كالها به محيط القاء جنين بهتر رخ مي
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  تشكيل جنين كروي شكل   :8شكل
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تشكيل جنين لپه اي شكل: 9شكل   
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  تشكيل جنين نيزه اي شكل: 10شكل 
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  :بررسي تأثير نوع محيطهاي كشت در جنين زايي

نيم كه در مقايسه ميانگين بين محيطهاي مي بي 9با توجه به جدول ضميمه شماره 

عمل كرده  MSدر جنين زايي بهتر از محيط  B5، محيط MSو  B5كشت 

. جا مي گيرد bدر گروه  MSقرار مي گيرد و محيط  aاست و در گروه 

  )Fنمودار (

در بررسي جنين زايي و باززايي در يونجه هاي ديپلوئيد ) 1989(بينگهام و ري 

در بررسيها نيز بين . ر از ساير محيط ها گزارش كردندرا موفق ت B5محيط 

در جنين زايي از لحاظ  B5نتيجه گرفته شد كه محيط  MSو  B5محيط 

  .عمل كرده است MSآماري بهتر از محيط 

  :بررسي تأثير سطوح هورموني در جنين زايي

   D-4-2مي بينيم سطوح هورموني ششم  10با توجه به جدول ضميمه شماره 

ميلي گرم در ليتر در جنين زايي بيشترين  Kin2/0رم در ليتر به همراه ميلي گ1

قرار مي گيرد و سطوح هورموني ديگر  aدرصد جنين را ايجاد كرده و در گروه 

ميلي گرم در ليتر به همراه  D 9-4-2شامل  13البته بجز سطوح هورموني  –
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Kin 2 نمودار (ي گيرد ميلي گرم در ليتر در گروههاي پايين تر از آن قرار م

G(  

كه اثرات اكسين و ) 2002(كه اين نتايج با يافته هاي پاسترناك و همكاران 

PH  را در فعاليت تقسيم سلولهاي جنين زا در پروتوپلاست حاصل از برگهاي

با كالوسهاي جنين  D-4-2يونجه بررسي كردند و بيان كردند در ميزان بالاي 

 D-4-2دند درحاليكه سلولهاي در معرض را با سيتوپلاسم متراكم مواجه گردي

پايين طويل شدند و از بين رفتند يا كلني تمايز نيافته اند تا حدودي مطابق بود، 

بدان معنا كه ميزان بالاي اكين نسبت به سيتوكسين باعث ايجاد جنين زايي شد 

ولي اين افزايش مقدار اكسين نسبت به سيتوكسين به نسبت خاصي منجر به 

ن مي شد و ساير نسبتهاي هورموني در گروههاي پايين تر از نظر تولدي جني

  .جنين زايي قرار گرفتند

  :بررسي اثر رقم در جنين زايي

رقم سنتتيك بيشترين درصد جنين را نسبت  11با توجه به جدول ضميمه شماره 

قرار مي گيرد و رقم يونجه در  aبه ارقام ديگر يعني قره يونجه دارد كه در گروه 

  .به ترتيب بعد از سنتتيك ايجاد كرده بودند  cو رقم رنجر در گروه  b گروه
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  :محيط باززايي

در اين محيط روي كال ) جنينهاي كروي(روز اولين علائم گره زايي  10بعد از 

روز جنينهاي كروي سفيد سبز شدند و پس از  20و بعد از ) 8شكل (ظاهر شد 

  .ل تمايز يافتندچند روز جنينهاي كروي به جنينهاي قلبي شك

مي بينيم كه سه رقم مورد مقايسه از نظر  12با توجه به جدول ضميمه شماره 

باززايي تفاوت معني داري با هم دارند و مقايسه ميانگينها طبق جدول ضميمه 

نشان مي دهد كه از نظر باززايي رقم سنتتيك با حداكثر ميانگين در  13شماره 

قرار مي گيرد و  Cو رقم رنجر در گروه  bرقم قره يونجه در گروه  aگروه 

مي بينيم بين ريزنمونه ها از نظر باززايي تفاوت  14همچنين طبق جدول ضميمه 

و  aمعني دار است و ريزنمونه برگ در اين مرحله با حداكثر ميانگين در گروه 

  .قرار مي گيرند bريزنمونه هاي بذر و هيپوكوتيل در گروه 

م سنتتيك و ريزنمونه برگ بيشترين باززايي را دارد ، رقBio2yبنابراين محيط 

  )Hنمودار (

  :محيط تبديل به گياه
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در اين مرحله جنينها ابتدا به صورت نيزه اي شده سپس مرحله لپه اي مشاهده 

سپس جنينهاي لپه اي جوانه زني كرده و شاخساره و ) 11و  10شكل . (مي شود

  )15و  14و  13و  12شكل . (ريشه توليد كردند

مي بينيم كه سه رقم مورد مقايسه از نظر تبديل  13با توجه به جدول ضميمه ي 

به گياهچه تفاوت معني داري با هم دارند و مقايسه ميانگينهاي سه رقم رنجبر، 

نشان مي دهد كه از نظر باززايي رقم ) 14جدول ضمميه (قره يونجه و سنتتيك 

اي قره يونجه و رنجر هر دو در و رقمه aسنتتيك با حداكثر ميانگين در گروه 

 D 6-4-2و مقدار هورموني  MSبنابراين در محيط . قرار مي گيرند bگروه 

ميلي گرم در ليتر رقم سنتيك بيشترين گياهچه را  Kin 2/0ميلي گرم در ليتر و 

  )Iنمودار . (داده بود

رين در اين محيط بيشت) 1379(ما در اين مرحله از نتايج مطلبي آذر و همكاران 

تبديل به گياهچه را داشتند استفاده كرديم و فقط اثر ژنوتيپ را در تبديل به 

  .گياهچه بررسي كرديم
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        هريشه زايي  در محيط تبديل به گياهچ:  11شكل 

 
 

  رشد ريشه در محيط تبديل به گياه      : 12شكل 
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 شاخه زايي در محيط تبديل گياهچه: 13شكل 

 

 

 

  نمونه از توليد شاخه و ريشه: 14شكل

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com



 

 

�106 

 

  :كشت سوسپانسيون

ميلي گرم از كالهاي رشد يافته، به محيط  500ن در اين مرحله براي هر ارل

  .كشت سوسپانسيون به منظور جنين زايي برده شدند

 100ميلي گرم از كالوسهاي جنين زا را كه به ارلنهاي  500در اين مرحله براي 

 D 1-4-2حاوي  B5ميلي ليتر از محيط كشت مايع  20ميلي ليتري حاوي 

رم در ليتر منتقل شدن بودند مطالعه ميلي گ Kin 2/0ميلي گرم در ليتر و 

به اين ترتيب كه . روز تغييراتي در كالوسهاي مشاهده شد 10پس از . كرديم

سلولهايي كه از هم در اثر نيروي شيكر جدا شده بودند متورم شده و حالت 

به همين ترتيب از مراحل مختلف كه در ) 16شكل . (كروي بخود گرفته بودند

هفته از اولين  6مي شد شكلهايي تهيه شد و پس از هر بار واكشت مشاهده 

كشت جنينهاي در تعليق سلولي را براي شمارش زير ميكروسكوپ برديم بدين 

  صورت كه

ميلي ليتر برداشته و روي فيلتر قرار داده  1ليتر از هر محيط توسط سمپلر  ميلي 1

د، سپس در شد و تعداد جنينهاي روي فيلتر در واحد ميلي ليتر اندازه گيري ش

  .طرح كاملاً تصادفي داده ها مورد تجزيه آماري قرار گرفت
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بحالت  B5نتيجه مي گيريم در محيط كشت  17با توجه به جدول ضميمه 

از . سوسپانسيون از نظر جنين زايي بين ارقام تفاوت معني داري وجود دارد

مي دهد نشان  18مقايسه ميانگين بين ارقام با آزمون دانكن طبق جدول ضميمه 

ميلي گرم  D 1-4-2كه رقم سنتتيك درصد جنين بالايي را در سطح هورموني 

نسبت به ارقام رنجر و قره  B5ميلي گرم در ليتر و محيط  Kin2/0در ليتر و 

قرار گرفته و ارقام يعني  aيونجه تحت شرايط يكسان داده است و در گروه 

قرار مي گيرند سپس اگر  cو  bرنجر و قره يونجه به ترتيب در گروههاي پايين 

هدف نگهداري خصوصيات برتر رقم سنتتيك از طريق توليد بذر مصنوعي 

  )Kو  Jنمودار (و مقادير هورموني بالا توصيه مي شود  B5محيط . باشد

  

  :بحث و نتيجه گيري و پيشنهادات

در خصوص كالزايي ريزنمونه بذري و رقم قره يونجه بيشترين رشد كالوسها را 

  با سطح هورموني حاوي MSدر مورد جنين زايي محيط كشت . دنددارا بو

و رقم سنتتيك  kinميلي گرم در ليتر  1/1و  D-4-2ميلي گرم در ليتر  3

  .بيشترين درصد جنين زايي را دارا بود
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براي توليد بذر مصنوعي نيز از كالوسهاي جنين زا در محيط كشت سوسپانسيون 

به  D-4-2ميلي گرم در ليتر  1رموني و مقدار هو B5رقم سنتتيك و محيط 

  .توصيه مي شود Kinميلي گرم در ليتر  2/0همراه 
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  نمونه اي از  كشت سوسپانسيون    : 15شكل 
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  جوانه زني جنين در محيط سوسپانسيون: 17شكل

ه اي از كالوس جنين زا در كشت سوسپانسيوننمون: 16شكل   
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  ايجاد شاخه در محيط كشت سوسپانسيون: 18شكل 
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 نمونه اي از مراحل تكاملي جنين در محيط سوسپانسيون      :18شكل 
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به رشد كالوس در  تجزيه واريانس داده هاي مربوط - 3جدول 

  محيط ها، ارقام يونجه و ريزنمو نه هاي مختلف

 F ميانگين مربعات درجه آزادي منابع  تغيير

 797/0 2 هورمون
n.s

0249/1  

  9265/10**  499/8  2  ريزنمونه

  9298/3**  057/3  6  هورمون ×ريزنمونه

  5311/14**  304/11  2  رقم

n.s  980/0  6  رقم×هورمون
2601/1  

  48/2*  707/2  4  رقم×ريزنمونه

n.s  192/1  12  رقم×ريزنمونه×هورمون
5324/1  

   778/0  36  خطا

  

  درصد 1و  5به ترتيب معني دار در سطوح احتمال  **

ns اختلاف غيرمعني دار  
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مقايسه ميانگين بين ريزنمونه ازلحاظ رشدكال درسطح - 4جدول 

  %5احتمال 

  ميانگين ريزنمونه

 a 1/18 بذر

 b  39/15  هيپوكوتيل

 b  01/15  برگ

18/0=SX 

5164/0  =LSD 

 

مقايسه بين ارقام يونجه از لحاظ رشد كالوس در سطح  -5جدول 

  %5احتمال 

  ميانگين ريزنمونه

 a 27/16 رقم يونجه

 b  37/15  سنتتيك

 b  93/14  يونجه

18/0=SX 
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5164/0  =LSD 
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اري سطوح هورموني و مقايسه ميانگين تركيبات تيم -6جدول 

  از طريق آزمون دانكن) >P%5(ريزنمونه از لحاظ رشد كالوس 

  

  ميانگين

 a 39/17 بذر×  2سطوح هورموني 

 ab 44/16 بذر×  4سطوح هورموني 

 bc 16 بذر×  3سطوح هورموني 

 bcd 77/15 بذر×  1سطوح هورموني 

 cd 22/15 هيپوكوتيل×  1سطوح هورموني 

 cd 22/15 بذر×  4سطوح هورموني 

 cd 22/15 هيپوكوتيل×  4سطوح هورموني 

 cd 11/15 بذر×  3سطوح هورموني 

 cd 1/15 بذر×  4سطوح هورموني 

 cd 05/15 برگ×  1سطوح هورموني 

 cd 15 برگ×  3سطوح هورموني 
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 d 77/14 برگ×  3سطوح هورموني 

  

  

  

  :تجزيه واريانس جنين زايي- 8جدول 

 F ميانگين مربعات آزاديدرجه  منابع تغيير

 9371/13** 204/3 1 محيط

 2190/4** 970/0 11 هورمون

 227/0 11  هورمون× محيط 
n.s

0304/1  

 n.s  305/0 2 رقم

**4307/27 

 121/0 2 رقم×محيط
n.s

5259/0  

 198/0 22 رقم×هورمون
n.s

8594/0  

 14/0 22 رقم×هورمون×محيط
n.s

6104/0  

  23/0 72 خطا

  درصد 5و  1ب معني دارد در سطح احتمال به ترتي **
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n.s اختلاف غيرمعني دار  

در جنين  MSو  B5مقايسه ميانگين بين محيطهاي كشت -9جدول 

  زايي

  ميانگين محيط

B5 46.43 a 

Ms  46.04  b 

05652/0=SX 

5193/0  =LSD 

مقايسه سطوح هورموني در جنين زايي در سطح -10جدول 

  %5احتمال 

  رصد جنين زاييميانگين د محيط

 a 39/17 1محيط هورموني 

 ab  44/16  2محيط هورموني 

 bc  16  3محيط هورموني 

 bcd  77/15  4محيط هورموني 

 cd  22/15  5محيط هورموني 
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 cd  22/15  6محيط هورموني 

 cd  22/15  7محيط هورموني 

 cd  11/15  8محيط هورموني 

 cd  1/15  9محيط هورموني 

 cd  05/15  10محيط هورموني 

 cd  15  11محيط هورموني 

 d  77/14  12محيط هورموني 
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  در ارقام  يونجه  زايي  جنين ميانگين   مقايسه-11جدول

  زايي جنين درصد ميانگين رقم

 a 5/46 سنتتيك

 b  26/46  قره يونجه

 c  79/45  رنجر

06922/0=SX 

1951/0  =LSD  

  قام يونجهجدول تجزيه واريانس باززايي در ار -12جدول 

 F ميانگين باززايي درجه آزادي منابع تغيير

  6429/33* 635/1 2 رقم

  5000/28*  385/1  2  ريزنمونه

n.s  036/0  4  ريزنمونه×رقم
7500/0  

   049/0  9  خطا

  درصد 1و  5به ترتيب معني دار در سطح احتمال ** 

n.s اختلاف غيرمعني دار  
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لحاظ باززايي در سطح مقايسه ميانگين بين ارقام از  -13جدول 

  %5احتمال 

  

  زايي جنين درصد ميانگين رقم

 a 042/3 سنتتيك

 b  454/2  قره يونجه

 c  2  رنجر

09037/0=SX 

2891/0  =LSD  

  

مقايسه ميانگين ريزنمونه از لحاظ باززايي در سطح  -14جدول 

  %5احتمال 

  

  ميانگين ريزنمونه

 a 042/3 برگ
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 b  333/2  بذر

 b  125/2  هيپوكوتيل

09037/0=SX 

2891/0  =LSD  
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درمحيط كشت بافت  توليدگياهچه تجزيه واريانس جدول-15جدول

  درارقام يونجه

  

 F ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغيير

  4403/11* 422/2059 2 رقم

n.s  088/397  2  ريزنمونه
2059/2  

n.s  118/431  4  ريزنمونه×رقم
3949/2  

  

  

  ه ميانگين ارقام از لحاظ توليد گياهچهجدول مقايس -16جدول 

  

  ميانگين ارقام

 a 26/94 سنتتيك

 b  04/66  قره يونجه

 c  35/59  رنجر
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477/5=SX 

56/17  =LSD  
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جدول تحزيه واريانس جنين زايي در سه رقم يونجه  -17جدول 

  در محيط كشت سوسپانسيون

  

 df MS F منابع تغيير

 852/37 677/851 2 ارقام

  5/22 12 خطا

  

  

جدول مقايسه ميانگين ارقام از لحاظ جنين زايي در  -18جدول 

  محيط كشت سوسپانسيون

  

  ميانگين ارقام

 a 49 سنتتيك

 b  34  رنجر

 c  23  قره يونجه

121/2=SX 
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536/6  =LSD  
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