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 Eucalyptus rubida در گونه زايي بدني رويانبر  هورمون  شش نوعتأثير 

  2سعيده قديري سردرودو  *1زارع  باس قمريع
فناوري منابع  گروه مستقل تحقيقات زيست تحقيقات جنگلها و مراتع كشور،مؤسسه  ،سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كشاورزي تهران، 1

  طبيعي
  گروه علوم گياهير مركز تهران، دانشگاه پيام نو ،تهران 2

  30/10/93 :تاريخ پذيرش  21/11/92: تاريخ دريافت

  چكيده

اكاليپتوس مانند الرشد،   درختان سريع با كاري بنابراين جنگل. گردد ايران به لحاظ پوشش جنگلي، كشوري فقير محسوب مي
 پژوهشگران ،ي معمول وجود داردها روش باها  با توجه به مشكلاتي كه در تكثير غيرجنسي اكاليپتوس. استمناسب  اي گزينه

 Eucalyptusدر اين پژوهش نيز براي اولين بار، امكان تكثير . اند اي را بكار گرفته شيشه هاي ريزازديادي درون روش بسياري

rubida  هاي عاري از هر گونه از گياهچه ، ساقه و ريشه حاصل اي لپهبرگ  هاي نهريزنمو. شدبررسي  زايي بدني روياناز طريق 
صورت سوسپانسيون و   به MSمحيط كشت تيمار هورموني در  3جامد و  تيمار هورموني نيمه 36 با MSمحيط كشت در ،  آلودگي

 mg/l 2/0 BA، mg/l 1 2,4-D بهترين نتايج، در محيط كشت سوسپانسيون با تيمار هورموني. گرديدتيمار كشت  39در مجموع 
-2,4و  TDZريشه در محيط كشت اوليه با تيمار هورموني  هاي  حاصل از ريزنمونههاي  با استفاده از كالوس ppm20 ABA و 

D تا سه مرحله كروي، قلبي و اژدري پيش رفتند  زا رويانهاي  هاي حاصل از كالوس سلولكه  طوري به. حاصل شد. 

  ، كالوس و كشت بافت زايي بدني رويان، Eucalyptus rubida: كليديهاي  واژه

 ghamari-zare@rifr-ac.ir: پست الكترونيكي  ، 09121859738: تلفنول، نويسنده مسئ* 

  مقدمه
به معناي خوب و  Euاكاليپتوس از دو واژه يوناني 

Calyotus جنس ). 2( به معناي پنهان مشتق شده است
 زيرتيره، Myrtaceae تيرهاكاليپتوس متعلق به 

Leptospermoideae ،تبار Leptospermeae  زيرتبارو 
Eucalyptinae 3و  1(باشد  مي.(  

درختان اكاليپتوس بيش از يكصد سال پيش به ايران وارد 
  بود آنهاو در جنوب كشور كه محيط مناسبي براي شد 

هاي  الرشد بودن گونه با توجه به سريع. كشت شدند
هاي  چوب مختلف اكاليپتوس، نياز كشور به واردات

ي اجرايي از نظر انتخاب ها ناصنعتي، مشكل سازم
هاي  ضرورت اجراي برنامه ،هاي سازگار و مناسب گونه

سردابي و (هاي مخروبه  و احياي جنگل كاري جنگل

و همچنين خواص دارويي، توليد چوب ) 1377 ،همكاران
كه در  E. rubidaبودن گونه كاري  جنگلبالا، مناسب 

 است ان كه داراي پوشش كم جنگليبخشي از كشور اير
اما با . گردد ، اهميت اين بررسي بيش از پيش روشن مي)2(

طور طبيعي از طريق  ها به اينكه باززايي اكاليپتوس توجه به
گردد و نيز مشكلات  بذر موجب تفرق در نتاج مي

زايي در  ناسازگاري عمل پايه و پيوندك و عدم ريشه
افت در جنس اكاليپتوس ها، تكثير به روش كشت ب قلمه
  .رسد نظر مي بهمفيد 

كشت بافت و سلول گياهي ابزار مهمي براي مهندسي 
. )3و  1(ژنتيك و مطالعات فيزيولوژيكي و مولكولي است 

ها امكان توليد گياه كامل را از يك سلول يا بافت  اين روش
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جدا شده از هر اندام گياهي و همچنين امكان توليد هزاران 
گياه مادري را در مدت زمان بسيار كوتاه و  ابه گياهچه، مش

اي  در فضاي فيزيكي بسيار محدود، در شرايط درون شيشه
)in vitro ( هاي  با پيشرفت علم روش. استكرده فراهم

هاي قديمي مشتق  متنوع و كارآمدتري نيز از روش
 زايي بدني رويانهاي جديد،  گرديدند، كه يكي از فناوري

 Somatic( زايي بدني رويان). 14و  13(باشد  مي

embryogenesis  (  هاي  وسيله آن سلول يندي است كه بهافر
) Bipolar(، يك ساختار دوقطبي  غيرجنسي تحت تمايز

اولين  . دهند شامل هر دو محور ريشه و ساقه را تشكيل مي
اي  در شرايط درون شيشه زايي بدني روياننتايج در مطالعه 

و  13(است  Daucus carotaدر مربوط به كشت تعليقي 
14 .(Assareh )1998 (منظور بهبود كشت بافت،  نيز به

و ريزازديادي به روش  زايي بدني رويانزايي،  باززايي، اندام
. )4(كردرا در چند گونه اكاليپتوس ارائه  فتوتروفيك

و باززايي مستقيم با بكارگيري  زايي بدني رويان
و ) E. globulus )10 بر روي D-2,4و  IBAهاي  هورمون

 NAAميكرومول  74/10با استفاده از  E. tereticornisدر 
نيز انجام ) BAP )11ميكرومول  22/2توليد كالوس و براي 
 كمك تيمار به E. nitensگونه  رويان بدنيتوليد . استشده 

mg/l 1NAA + mg/l 5/0 BAP ها به تيمار و انتقال كالوس 

mg/l 5/0 BAP  در محيطMS هايي گزارش). 5(شد جام ان 
 E. citriodoraهاي  در گونه توليد رويان بدني موردنيز در 

)9( ،E. dunnii )15  18و ( وE. grandis )17  ارائه ) 18و
 .است شده

ي شمالي ها نااستراليا بوده و در است  بوميE. rubida گونه 
كاشت موجود است،  صورت دست و جنوبي ايران نيز به

ها شامل مصارف  مزاياي اكاليپتوس  اميكه تم طوري به
عدم وجود بذر كافي . باشد را دارا مي...  تجاري، دارويي و

در زراعت چوب و  كاري جنگلتوليد نهال براي براي 
علت  استخراج مواد دارويي و نيز مشكلات توليد كلن به

دليل  ها به زايي در قلمه ناسازگاري عمل پيوند و عدم ريشه
هاي بالغ، بررسي  زايي در بافت ارنده ريشهوجود مواد بازد

هدف  زايي بدني رويانامكان تكثير انبوه اين گونه از طريق 
  .گرفتاين پژوهش قرار 

  مواد و روشها
، از درختان سازگاريافته در استان  E. rubidaگونه  بذر

هاي  مجاور جنگل و  ، نهالستان شاندرمن شهر ، رضوان گيلان
هاي عاري از  براي توليد گياهچه. شدآوري  شفارود جمع

شامل   سازي بذرها، سترون هر گونه آلودگي مراحل پيش
،  دقيقه 5 مدت بهشستشو با محلول حاوي مايع ظرفشويي 

وري  ساعت و غوطه 2 مدت بهقرارگيري در زير آب جاري 
سپس . ثانيه انجام شد 20مدت  به ) v/v% (70در الكل 

شامل  بافتكشت سازي زير هود مخصوص  سترون
)  v/v% (2سديم  در هيپوكلريتبذرها ور كردن  غوطه

سه بار با آب بذرها آنگاه . گرديددقيقه انجام  20 مدت به
سترون شده در بذرهاي  .مقطر سترون شستشو شدند

با يك دوم ميزان  MSت محيط كشدر  شرايط سترون
تكرار و در هر  3در قالب طرح كاملا تصادفي، در  نيترات
روز در  30 مدت به بذرها .شد عدد بذر كشت 80تكرار 

 ،kLux 9 -7با شدت نور  ساعت روشنايي 16دوره نوري 
 c◦25-23دماي  همان درساعت تاريكي  8و   c◦25±23دماي

 ، ساقه و ريشه حاصلاي لپهبرگ  هاي نهريزنمو .قرار گرفتند
محيط جدا شده و در ،  هاي عاري از آلودگي از گياهچه

توليد  منظور به متفاوت هورموني هايرتيما با MSكشت 
در مجموع در اين پژوهش .  مصنوعي كشت شدند رويان

 جدول(جامد  نيمه MS كشت تيمار هورموني در محيط 36
 MSمحيط كشت تيمار هورموني متفاوت در  3و  1 هاي
منظور تبديل صفات كيفي  به. استفاده شد) 2جدول ( مايع

داگانه براي هر صفت طور ج ها به صفات كمي، به كالوس
 ودر نظر گرفته شد  3مورد بررسي، كدهايي مطابق جدول 

  .ندتجزيه و تحليل گرديد SASافزار  توسط نرمها  داده
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  )mg/lها بر حسب  مقادير هورمون( زايي رويانبراي  MSجامد  هاي كشت نيمه تيمارهاي هورموني محيط -1جدول 
  كمپلكس ويتامين  فعال  زغال TDZ 2,4-D Kinetin BA NAA ABA تيماركد

1 05/0 5/0 - - - - -  -  
2 05/0 1 - - - - -  -  
3 05/0 5/1 - - - - -  -  
4 1/0 5/1 - - - - -  -  
5 1/0 5/0 - - - - -  -  
6 5/0 5/0 - - - - -  -  
7 5/0 1 - - - - -  -  
8 5/0 5/1 - - - - -  -  
9 1/0 1 - - - - -  -  
10 -  2 - - - - -  -  
11 -  3 - - - - -  -  
12 -  4 - - - - -  -  
13 -  4 - - - - 3gr/1000 cc  -  
14 -  1 - 2/0 - - -  -  
15* -  1 - 2/0 - - -  -  
16**  -  1 - 2/0 - - -  -  

  به جز تيامين  - - - 2/0 - 1  - 17
18* -  1 - 2/0 - - -    

19 -  1 - 2/0 - - -    
20 -  1 - 2/0 - - 3gr/1000 cc  -  

21***  -  1 - 2/0 - - -  -  
22 -  2 1 - - - -  -  
23 -  2 2 - - - -  -  
24 -  2 2 - - 20 -  -  
25 -  2 2 - - - - ASA 

26 -  - - - - 20 - ASA  
27 -  - - - - 10 - ASA  
28 -  - - - - 20 -  -  
29 -  - - 2/0 1 - -  -  
30 -  - - 1 1 - -  -  
31 -  - - 1 2 - -  -  
32 -  - - 2 2 - -  -  
33 -  - - 1 3 - -  -  
34 -  - - - 1 - -  -  
35 -  - - - 2 - -  ASA  
36 -  - 5/0 - 1 - -  ASA  

   آسكوربيك اسيد :ASA و برابر ميزان معمول 4فسفات  ***:دو برابر نيترات معمول،  **:نصف ميزان نيترات معمول،   *:
 1بيوتين (كمپلكس كامل ويتامين mg/l 0.5، كلسيم mg/l،  0.5ريبوفلاوين mg/l0.5 ، اسيدفوليك mg/l ،100 اسيد آسكوربيك mg/l تيامين ،

10 mg/l( 

 پيريدوكسين+ نيكوتينيك اسيد + كمپلكس ويتامين  
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  )mg/lها بر حسب  مقادير هورمون( زايي رويانبراي  MSهاي كشت سوسپانسيون  تيمارهاي هورموني محيط -2جدول 
  كمپلكس ويتامين D BA ABA-2,4 تيمار
1 1 2/0 20 -  

2** 1 2/0 - -  
3 1 2/0 20 ASA  

  يك اسيدآسكورب: ASA ونيترات دو برابر ميزان معمول  **:
  هاي كشت شده نوع و اندازه كالوس در ريزنمونه ،كالوس توليد -3جدول 

 زاييرويانتوانايي كد توليد كالوس كد

 عدم توليد كالوس  0 عدم توليد كالوس 0

 كالوس فاقد كيفيت گلوبولار  1 محدود  كالوس بسيار 1

 كالوس بسيار محدود گلوبولار  2 كالوس محدود يكنواخت 2

 كالوس گلوبولار  3 نسبتا بزرگ يكنواخت كالوس 3

 كالوس گلوبولار با كيفيت مناسب  4 كالوس بزرگ يكنواخت 4

 كالوس درشت، بسيار گلوبولار و با كيفيت مناسب 5 و يكنواخت كالوس بسيار بزرگ 5
  

  نتايج 
هاي  ها در محيط نمونه ريز كشتروز پس از  10در حدود 
، )  1جدول (ورموني متفاوت تيمار ه 36جامد، با  كشت نيمه

هاي برگ  نمونه از محل بريدگي ريز )4شكل ( زايي كالوس
كه  هايي كالوساز  برخي .، ساقه و ريشه شروع شداي لپه

) 2جدول ( يعامهاي  كيفيت مطلوبي داشتند به محيط كشت
تا  زا رويانهاي  هاي حاصل از كالوس سلول .منتقل شدند

  .)3شكل ( مرحله اژدري پيش رفتند

 هاي بر توليد كالوس D-2,4و  TDZ هاي هورمونتأثير 
 D-2,4و  TDZنه تيمار هورموني مختلف : زا رويان

هاي ريشه، ساقه و برگ اثر كاملا  بر ريزنمونه) 1جدول (
داشتند  زا رويانزايي و توليد كالوس  متفاوتي بر كالوس

 mg/l 5/0حاوي  8در مجموع تيمار هورموني ). 4جدول (
:TDZ ،mg/l 5/1 :2,4-D 6زايي و تيمار  از نظر كالوس 

از نظر توليد  mg/l5/0 :TDZ، mg/l 5/0 :2,4-D حاوي 
) هاي كروي شكل و متراكم كالوس( زا رويانهاي  كالوس

 .بهترين تيمارها بودند
  

  )1جدول ( D-2,4و  TDZتيمار هورموني  9از  با استفاده E. rubidaدر گونه  زا رويانزايي و توليد كالوس  تجزيه واريانس ميزان كالوس -4جدول 
  F value Pr>F  ميانگين مربعات  آزادي درجه  منابع تغييرات

  0001/0  34/19 88/21 8 زايي كالوس
  0001/0  23/25  34/24  8  زا رويانتوليد كالوس 

  

پس : زا رويان هاي بر توليد كالوس D-2,4  هورمونتأثير 
و  TDZورموني مختلف تيمار ه 9از گذشت سه ماه از اثر 

2,4-D ) ريشه و اي لپههاي برگ  بر ريزنمونه) 1جدول ،
بنابراين  .كالوس توليد شدساقه، مقادير كاملا متفاوتي 

 صورت هب ايو  ييبه تنها D-2,4نقش  يبررس منظور هب
و  ييزا در كالوس ها نينيتوكيو س ها نياكس ريبا سا بيترك
مختلف  يهورمون ارميت چهار زا رويان يها كالوس ديتول

2,4-D نشان  اين تيمارها ).1جدول ( شد گرفته نظر در
ها و  به تنهايي و در غياب اكسين D-2,4د كه افزايش دندا

خاصي بر توليد كالوس و تأثير هاي ديگر،  سيتوكينين
به  D-2,4افزايش نداشته و  زايي رويانپيشبرد آن به سمت 
س را افزايش داد هاي رشد توليد كالو همراه ساير هورمون

  ).5جدول (
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  D-2,4تيمار هورموني  4با استفاده از  E. rubidaدر گونه  زا رويانزايي و توليد كالوس  تجزيه واريانس ميزان كالوس -5جدول 
  F value Pr>F  ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغييرات

  076/0  38/2 8/0 3  زايي كالوس
  5/0  79/0 2/0 3 زارويانتوليد كالوس 

 

 هاي بر توليد كالوس D-2,4و  BA هاي هورمونتأثير 
و يا  TDZهمراه با  D-2,4تيمار هورموني  8نتايج : زا رويان

پس از گذشت سه ماه بر ) 1جدول ( TDZبدون 
زاد گونه  هاي دانه و ساقه گياهچه اي لپههاي برگ  ريزنمونه

E. rubida از رويانهاي  زايي و توليد كالوس بر كالوس 
 mg/l( 14تيمار شماره  ).6جدول (بسيار متفاوت بودند 

2/0 :BA، mg/l 1 :2,4-D ( تيمار هورموني  8در بين
هاي برگ  نمونه بر ريز) 1جدول ( BAو  D-2,4مختلف 

بيشترين ميزان كالوس  E. rubida كوتيلدوني و ساقه گونه
گرچه ميزان كالوس توليد شده در ). 1شكل (را توليد كرد 

نمونه  توسط اين تيمار بيشتر از ريز اي لپهونه برگ نم ريز
. دار نبود ساقه بود ولي اختلاف آنها از نظر آماري معني

و اي  لپههاي برگ  نمونه ميزان كالوس توليد شده در ريز

در حالي كه . برابر بود 17ساقه توسط تيمار شماره 
باعث توليد كالوس بيشتر  21و  16، 15تيمارهاي شماره 

موجب  18تيمار شماره  شدند؛اي  لپههاي برگ  نمونه زدر ري
  ).1شكل (هاي ساقه شد  نمونه توليد كالوس بيشتر در ريز

و نيترات  mg/l 2/0 :BA،mg/l  1 :2,4-D( 16 تيمار شماره
) 1جدول (تيمار هورموني مذكور  8نيز در بين ) دو برابر

هاي  نمونه را در ميان ريز زا رويانبيشترين ميزان كالوس 
 زا رويانميزان كالوس ). 2شكل (و ساقه داشت اي  لپهبرگ 

و ساقه در تيمارهاي اي  لپههاي برگ  نمونه توليد شده از ريز
در صورتي كه در . با هم برابر بود 17و  16، 15، 14شماره 

 20و در تيمار اي  لپهنمونه برگ  ريز 21و  19، 18تيمارهاي 
را توليد  زا رويانوس نمونه ساقه بيشترين ميزان كال ريز

  ).2شكل (كردند 
  

  BAو  D-2,4 تيمار هورموني 8با استفاده از  E. rubidaدر گونه  زا رويانزايي و توليد كالوس  تجزيه واريانس ميزان كالوس -6جدول 
  F value Pr>F  ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغييرات

  0001/0 97/139 72/42 7  زايي كالوس
  0001/0 93/109 88/13 7 زارويانوس توليد كال

  
 

  
  E. rubida هاي برگ و ساقه گونه بر كيفيت كالوس از ريزنمونه) 1جدول ( D-2,4و  BAتيمارهاي هورموني  ميانگين  مقايسه -1 شكل
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  در گونه و ساقه هاي برگ نمونهكالوس از ريز زايي روياناز نظر ) 1جدول ( D-2,4و  BAتيمارهاي هورموني  ميانگين  نمودار مقايسه -2 شكل

E. rubida  
در كشت سوسپانسيون  D-2,4و  BA هاي هورمونتأثير 

 BA حاوي در بين سه تيمار: زا رويان هاي بر توليد كالوس
و  mg/l 2/0 :BA ، mg/l1 :2,4-D( 1شامل تيمار  D-2,4و 

ABA( 2، تيمار )mg/l 2/0 :BA ، mg/l1 :2,4-D  و نيترات
و  mg/l 2/0 :BA، mg/l 1 :2,4-D( 3يمار و ت) دو برابر

ABA پس از )2جدول ( ،)به همراه آسكوربيك اسيد ،

هاي ريشه در  هاي ريزنمونه گذشت سه ماه، تنها كالوس
 رويانموفق به توليد  )سوسپانسيون(كشت مايع  در 1تيمار 

منظور  شايان ذكر است كه به). 3شكل (مصنوعي گرديدند 
ها  غذايي و دسترسي مداوم كالوس جلوگيري از كمبود مواد

هاي موجود در محيط كشت، در طول سه ماه  به هورمون
  .شد تعويض  )سوسپانسيون(كشت مايع هر هفته محيط 

    

       
جدول ( 1هاي ريشه در تيمار  هاي ريزنمونه حاصل از كالوس E. rubidaدر گونه  )سوسپانسيون(كشت مايع در  رويان بدنيمراحل تشكيل  -3شكل 

، مرحله )e(، مرحله قلبي )d(، شروع مرحله قلبي )cو  b(، اتمام مرحله كروي و ورود به مرحله قلبي )a(مرحله كروي . (پس از گذشت سه ماه) 2
  ))f(اژدري 

a b c

d e f
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بر توليد  D-2,4و  Kinetin هاي هورمونتأثير 
ريشه  و لپههاي  در بررسي ريزنمونه: زا  جنين هاي كالوس
تركيب مختلف  4با  MSها در محيط كشت  گياهچه

پس از گذشت ) 1جدول ( D-2,4و  Kinetinهورموني از 

 زا رويانسه ماه مقادير كاملا متفاوتي كالوس و كالوس 
  و  TDZهاي تيمارهاي  اما كالوس). 7جدول (توليد كردند 

2,4-D  2,4و همچنين-D  وBA تر  از نظر كيفيت مطلوب
 ).4شكل (ار گلوبولار بودند درشت، بسي

با  E. rubida هاي عاري از آلودگي گونه و ريشه گياهچه لپههاي  از ريزنمونه زا رويانزايي و توليد كالوس  تجزيه واريانس ميزان كالوس -7 جدول
  D, Kinetin-2,4 تيمار هورموني 4استفاده از 

  F value Pr>F  ميانگين مربعات درجه آزادي  منابع تغييرات
  0001/0  45/13 96/13 3  زايي كالوس

  0001/0  12/8 1/8 3 زا رويانتوليد كالوس 
  

  
 D-2,4و  BAحاوي   MSدر محيط كشت E. rubida گونه عاري از آلودگي هاي گياهچهتشكيل شده از  )گلوبولار( زا رويان هاي كالوس -4شكل

  (b)و ساقه  (a) هيپوكوتيلاز ريزنمونه 

و  Kinetin ،2- NAA ،BA -1 رمونيهو تيمارهايتأثير 
NAA 3 و- NAA دو :  زا رويانهاي  بر توليد كالوس

به همراه  NAA تنهايي و به  NAAتيمار هورموني حاوي 
ABA بنابراين  ،مورد استفادهNAA  با يك يا چند نوع

و مورد آزمايش ) 1جدول (طور مجزا تركيب  سيتوكينين به
يمار بدون اينكه ت در اين دو). 1جدول ( قرار گرفت

به سمت بطور مستقيم ها  نمونه ريز، شود كالوسي توليد
  ). 5شكل (زايي ميل كردند  ريشه

 آنهادر همين راستا ابتدا تيمارهايي در نظر گرفته شد كه در 
NAA  وBA هاي متفاوت تركيب شدند و  با نسبت

اما پاسخ قابل  .كشت شد آنهادر  لپههاي ريشه و  ريزنمونه
، به اين معنا كه نشداز تيمارها مشاهده يك هيچ  قبولي در

به بطور مستقيم ها  نه كالوسي توليد شد و نه اينكه ريزنمونه
بنابراين اين تيمارها حذف  .ميل كردند زايي اندامسمت 
تركيب شد و  Kinetinبا  NAAبعدي  هايدر تيمار. شدند

هاي ريشه و  پس از گذشت چند هفته از كشت ريزنمونه
هاي حاصل از آنها  از كالوس برخي. كردندلوس توليد كا لپه

منتقل  mg/l 1 :NAAو  mg/l 5/0 :Kinetinبه تيمار حاوي 
ها حاصل نشد و تيمارهاي  شدند كه هيچ تغييري در كالوس

  . مذكور نيز حذف گرديدند

  بحث
هاي بدني را القا  تشكيل رويان D-2,4خصوص  به   ها اكسين

اين . شوند اعث ميكرده و تقسيم سلولي را ب
هاي رشد در تشكيل كالوس نيز نقش داشته و از  كننده تنظيم

. كنند هاي جانبي و ريشه جلوگيري مي رشد جوانه
هاي بالا تشكيل جوانه را موجب  نيز در غلظت ها  سيتوكينين

نتايج ). 6(كنند  شده و از تشكيل ريشه جلوگيري مي
در  D-2,4و  TDZتيمار هورموني مركب از  9حاصل از 

و  TDZاز  mg/l 1/0اين پژوهش در حضور حداقل 
، بهبود mg/l 5/1به  mg/l 5/0از  D-2,4افزايش ميزان 

ab
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همراه  را به E. rubida هاي گلوبولار گونه كيفيت كالوس
در گونه ) Assareh  )1998كه تقريبا همسو با نتايج  داشت،

E. sargenti هش با توجه به اينكه محيط پايه در پژو. بود
در   ايشان.  بود اين امر نيازمند مطالعه بيشتري است B5وي 

 .نيز نتايج كاملا مشابهي ارائه كرد E. viminalisگونه 

زايي در گونه  براي كال mg/l 2به ميزان  D-2,4استفاده از 
E. camaldulensis توسط نيز Warrag  1989(و همكاران(  

نشان يز ن) 1983(و همكاران  Gupta.  )16(گزارش شد
هاي مختلف اكاليپتوس، نيازهاي متفاوتي به  دادند كه گونه

  . )7( دارندها  اكسين

  
  E. rubidaدر گونه  NAAدر محيط حاوي  )بدون توليد كالوس( ريشه مستقيم توليد و لپههاي  كشت ريزنمونه -5 شكل

ها  كه بيان داشت اكسين  )Yeung)1995 اين پژوهش، نتايج 
هاي رشد گياهي هستند  كننده ا مهمترين تنظيمه و سيتوكينين

يد قرار أي، مورد ت كنند مي و تمايز و تقسيم سلولي را تنظيم 
را بر  D-2,4ويژه  او نيز استعمال اكسين خارجي به. دهد مي
  .)19( كردخوبي مشاهده  به زايي بدني رويانالقا 

تيمار  4در (به تنهايي  D-2,4اين پژوهش افزايش در 
موجب افزايش ) 1جدول ( MSدر محيط كشت ) هورموني

، ريشه و ساقه اي لپههاي برگ  در ريزنمونه زايي بدني رويان
به  D-2,4بالا رفتن ميزان  E. rubida بنابراين در گونه. نشد

ها و  تنهايي و در غياب هر نوع هورمون ديگر مانند اكسين
ه خاصي در توليد كالوس و پيشبرد آن بتأثير ها  سيتوكينين

ها  در كنار ساير اكسين D-2,4اما . نداشت زايي رويانسمت 
و Warrag . استمؤثر  زايي بدني رويانها در  و سيتوكينين

به تنهايي، توليد  D-2,4نيز با استفاده از ) 1989(همكاران 
گزارش كردند كه  E. camaldulensisكالوس را در گونه 

ضر در پژوهش حا. با نتايج حاصل شده مغايرت داشت
 mg/l 2/0 :BA و mg/l1 :2,4-D هاي  تركيب توام هورمون
زايي و توليد  آن بر كالوستأثير و  MSدر محيط كشت پايه 

بهترين نتايج را  E. rubidaدر گونه  زا رويانهاي  كالوس
نيز، علاوه  زا رويانهاي  در مورد توليد كالوس. دربر داشت

كشت پايه آن  بر تيمار فوق، تيماري كه ميزان نيترات محيط
عنوان  به دو برابر ميزان معمول مصرف افزايش يافته بود به

 Assarehج ياين يافته با نتا. تيمار برتر شناسايي گرديد
مربوط به  هايوي در آزمايش. تقريبا همسو بود )1998(

با استفاده  E. camaldulensisدر  زايي رويانبررسي امكان 
 mg/l1/0و  mg/l1 :2,4-Dپايه، حاوي  MSاز محيط كشت 

:BA نوع ريزنمونه را بر تشكيل كالوس موثر يافت كه تا ،
او بيان كرد . ردحد زيادي با نتايج اين پژوهش مشابهت دا

هاي برگي تشكيل كالوس زودتر انجام شد، و  كه در ديسك
ها  ميزان تشكيل كالوس در آنها بيشتر بود و با انتقال كالوس

گرم در ليتر  ميلي 1تا  5/0به محيط كشت ثانويه حاوي 
2,4-D انجام شد زايي بدني رويان .Assareh )1998 (

و  E. microtheca اي در مورد همچنين مطالعات گسترده
زايي و توليد  بر كالوس D-2,4و  BAهاي  هورمونتأثير 
همراه  BAكه  دريافتدر گونه مزبور  زا رويانهاي  كالوس

. گردد بب ميزايي قابل قبولي را س كالوس D-2,4با 
ميزان توليد كالوس در كه همچنين وي گزارش داد 

به  5/0از  BAهاي هيپوكوتيل با كاهش غلظت  ريزنمونه
-2,4گرم در ليتر  ميلي 2تا  1گرم در ليتر همراه با  ميلي 1/0

D 2,4ها با افزايش  افزايش يافت و فشردگي كالوس-D  و
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با نتايج اين نتايج نيز كم و بيش . ، كاهش يافتBAكاهش 
اختلاف در ميزان . حاصل در اين پژوهش مطابقت داشت

هاي مورد استفاده احتمالا به دليل تفاوت نوع گونه  هورمون
  .هاي مورد آزمايش است و ريزنمونه

-2,4هاي زيادي از اثر تيمارهاي حاوي  از آنجائيكه پژوهش

D  وKinetin دست  به تاكنون زايي اكاليپتوس بر كالوس
با  Kinetinيت مطالعات بيشتر در مورد تركيب نيامد، اهم

در  زايي بدني رويانها را براي  ها و سيتوكينين ساير اكسين
نتايج بسيار قابل قبول . سازد ها آشكار مي اكاليپتوس

 5/6-  5/5با استفاده از  E. dunniiگونه زايي بدني  رويان
ميكرومول  5/4به تنهايي و يا به همراه  NAAميكرومول 

2,4-D )Termignoni et al. 1996 ( كه باعث القا
شد با نتايج  ي بدنيها نارويو تكامل  زا رويانهاي  كالوس

اين پژوهش مغايرت داشت كه نيازمند مطالعات بيشتري 
نيز در ) 2008(و همكاران  Pinto ،در همين راستا. است

عنوان  E. globulesگونه زايي بدني  رويانمطالعاتي بر روي 
در محيط كشت ثانويه بر  NAAسطوح كاهشي كه  ندكرد

 MSمحيط كشت هاي حاصل از كشت در  روي كالوس

گلوبولار را افزايش  ي بدنيها نارويفاقد هورمون تكثير 
همچنين همانند نتايج حاصل شده در اين آنان . دهد مي

به محيط  Kinetinكه اضافه كردن كردند پژوهش گزارش 
 .)12( ثيري نداردأر تهاي گلوبولا كشت در تكثير جنين

هاي قبلي و  ي بر اساس نتايج پژوهشكل يريگ جهينتدر يك 
در  ويژه و افزايش آن به D-2,4اين پژوهش، نقش 

حداقل ميزان . بسيار مشهود است زايي رويانزايي و  كالوس
2,4-D  در گونه  زايي رويانزايي و  كالوسبراي لازمE. 

rubida  0.5به مقدار mg/l همچنين .  گردد پيشنهاد مي
كشت مايع در محيط  BAبا  D-2,4تركيب كردن 

نتايج بسيار مطلوبي در جهت پيشبرد  )سوسپانسيون(
  .داشت زايي رويانها به سمت  كالوس

  سپاسگزاري
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The effect of six plant growth regulators on somatic 

embryogenesis in Eucalyptus rubida 
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Abstract 

Since Iran in comparison with other countries is a country with low cover forest, using 
fast-growing species of Eucalyptus could play a key role to extend such coverage. 
However, micropropagation methods applied for colon production of best-qualified 
verity and/or species of Eucalyptus by many researchers, because of difficulties in 
Eucalyptus propagation through usual methods. The possibility of micro propagation of 
Eucalyptus rubida (Candlebark Gum) through somatic embryogenesis was investigated 
for the first time. Leaf cotyledon, stem and root explants of un-contaminated E. rubida 
plantlets were cultured on semi-solid MS media with 36 hormone treatments and 3 MS 
liquid media, all together 39 MS media. The best results obtained in liquid MS media 
supplemented with 0.2 mg/l BA, 1 mg/l 2,4-D and ABA by root explants' calli on the 
first medium with 2,4-D and TDZ. Embryogenic calli proceeded three global, heart-
shaped and torpedo stages. 

Key words: Eucalyptus rubida, Somatic embryogenesis, Callus, Tissue culture. 


