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 (Ulmus glabra) از جداكشت برگ در نارون ملجاوليه سوماتيكي هاي  القاي جنين

  2محمد رضا سنجابي و 3مقامي سيدعلي قائم ،*2پور ول حسين، بت1سيده مريم ميرعباسي
  بيوتكنولوژي كشاورزيگروه  ،دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات ،تهران 1

  گروه توليدات گياهي و كشاورزي پايدار شكده كشاورزي،پژوه ،هاي علمي و صنعتي ايران وهشژ، سازمان پتهران 2
  پژوهشكده كشاورزي، ايران سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتيتهران،  3

 25/2/93 :تاريخ پذيرش  19/7/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

سيت به بيماري ي دارد اما به دليل حسايگونه اي جنگلي است كه از لحاظ اقتصادي ارزش بالا (Ulmus glabra)نارون ملج 
به همين دليل تكثير درون شيشه اين گياه جهت اصلاح ژنتيكي آن حائز  .نارون در معرض نابودي قرار گرفته است ،مرگ هلندي
هاي سوماتيك كروي شكل بطور مستقيم از جداكشت برگ گياهان درون شيشه  در اين تحقيق براي اولين بار جنين. اهميت است

در شرايط  TDZو يا  Kinيا  BAحاوي  MSمحيط ش اول ريزنمونه هاي دو ژنوتيپ مختلف بر روي در آزماي. اي به دست آمد
ميلي گرم در ليتر كازئين هيدروليزات به همراه غلظت هاي  200حاوي  MSمحيط  شاملآزمايش دوم . نوري كشت شدند

ميلي گرم در ليتر كازئين  200ه با همرا ½ MSدر آزمايش سوم محيط  .در شرايط تاريكي بود Kinو  D-2,4متفاوتي از 
جنين هاي سوماتيك . شددر شرايط نور يا تاريكي آزمون  Kinبه همراه سطوح مختلف   D-2,4 پايينهيدروليزات و سطوح 

درصد جنين زايي در اكثر تيمارهاي . كروي شكل به صورت مستقيم در تيمارهاي آزمايش سوم و در ژنوتيپ شماره دو توليد شد
 D-2,4ميلي گرم در ليتر  2/0وم صددرصد بود اما بالاترين ميانگين تعداد جنين به ازاي هر جداكشت مربوط به تيمار آزمايش س

نتايج نشان داد كه درصد . مي باشد) 76/47( Kinگرم در ليتر  ميلي 2/0همراه با  D-2,4ميلي گرم در ليتر  4/0و تيمار ) 48/60(
  .ازاي هر جداكشت در شرايط تاريكي در مقايسه با شرايط نوري بسيار بالاتر بود جنين زايي و ميانگين تعداد جنين به

  زايي سوماتيكي، ملج برگ، جنين: هاي كليدي واژه

   hosseinpour@irost.ir :، پست الكترونيكي 09127341544: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
از گونه هاي بسيار با ( Ulmus glabra) ملج  گونه نارون

كه به دليل قطع بي رويه و كاهش  استارزش جنگلي 
جمعيت اين گونه و از طرفي حساسيت به بيماري مرگ 

به همين دليل  .باشد در حال انقراض ميهلندي نارون 
وجود يك روش تكثير درون شيشه اي براي اين گياه 

اين گونه و  دره جهت حفظ ذخاير ژنتيكي باقي ماند
جنين  .لكولي آن حائز اهميت استوهمچنين اصلاح م

زايي سوماتيكي يكي از روش هاي تكثير درون شيشه اي 
  لحاظ از   مزيت هايي  ديگر روشهاي  به   است كه نسبت

  .كاهش دوره تكثير و بالا بودن راندمان توليد دارد

 نيفوقا و متوسط در ارتفاعاتنارون ملج در ايران گونه 

 كجور تا طالش و و آستارا ارسباران از شمال هاي جنگل

چوب درختان نارون به . دارد انتشار گرگان و مازندران
خصوص ملج در رديف يكي از بهترين چوب هاي صنعتي 

درصد از ميزان بهره برداري  4تا  5/3است كه حدود 
به . هاي جنگلي ايران را تشكيل مي دهد ساليانه كليه چوب

 هاي جنگل تجارتي حجم درصد چهار حدودكه  طوري

  (U. minor) اوجا و ملج هاي گونه از درختاني شمال را
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مرگ " بيماري گسترش دليل به اما امروزه .دادند مي تشكيل
 اين از درصد از يك كمتر حدود زوال، و "نارونهلندي 

   .)23( دارد اوجا تعلق و ملج هاي گونه به تجاري حجم

هاي پوستخوار  سوسك وسيله به بيماري عامل امكان انتشار
 هاي از بيماري خيلي از را بيماري اين ،Scolytidaeخانواده 

منتقل شده توسط اين  ژنپاتو. )2(كند  مي متمايز مشابه
كه  Ophiostoma novo-ulmi سوسكها قارچي است به نام

باعث انسداد  و به صورت سيستميك در گياه پراكنده شده
وندهاي چوبي و سرانجام علائم آ و ايجاد حفره در

   .)23( ژمردگي مي شودپ

 درخت ميليون يك طي چهل سال گذشته حدود در ايران

با شيوع  .اند رفته از بين بيماري اين اثر ملج بر و نارون اوجا
بيماري، اروپا و آمريكاي شمالي اقدام به كنترل بيماري با 

به  .)10(كردند استفاده از روشهاي شيميايي و بيولوژيكي 
طور كلي اين روش ها پر زحمت و پر هزينه بوده و 

برنامه اصلاحي و انتخاب نيز . مثبت كمي داشته اندتأثيرات 
در كشورهاي خارجي ازجمله باعث معرفي درختان 
متحمل به اين بيماري با درجات متفاوت شده است اما 
مقاومتي كه طي برنامه اصلاحي بوجود مي آيد احتمالا 

و از طرفي تكثير سوماكلونال درختان باعث كمي بوده 
در . شود پذيري آنها مي نتيكي و افزايش آسيبژكاهش تنوع 

محيطي مثل آفات و بيماري مسائل نتيجه حساسيت آنها به 
هاي  روشاينكه به علاوه . هاي جديد افزايش مي يابد

  . اصلاح درختان نياز به زمان بسيار طولاني دارد

هاي مختلف خانواده نارون گزارش ريزازديادي در گونه 
 با استفاده ازريزازديادي در نارون ملج . )11( شده است

مطالعه بيروسيكوا و همكاران جوانه هاي جانبي توسط 
زايي و  كالوس )2008( همكارانذبيحي و . )4( ه استشد

باززايي از گره هاي درخت نارون ملج و همچنين شاخه 
اما . )1(كردند ارش زايي از جوانه هاي جانبي را گز

 به دليل دارا جنين سوماتيكيالقاي ريزازديادي از طريق 
ساختار دوقطبي ساقه و ريشه نيازي به تغيير  همزمان بودن

و محرك هاي هورموني متفاوت جهت اندام  كشت محيط
جهت تكثير  مورد نياززايي ندارد و به لحاظ كاهش زمان 

جنين زايي . )15( باشد مورد توجه اصلاحگران مي بيشتر
و  )كالوس به واسطه( مستقيمصورت غيردو به سوماتيكي 
 كه مي تواند تشكيل شود) بدون ايجاد كالوس(يا مستقيم 

پايداري و  ضمن صرف زمان كمتر در حالت مستقيم
و  اندك ).16،17،18،19( برتر مي باشدبسيار  ،ژنتيكي

ثير حاصل از تكبا استفاده از برگ گياهان  )2004( همكاران
نارون اوجا توانستند جنين غيرمستقيم  درون شيشه گونه

با استفاده نيز ) 2002( كوريدورا و همكاران .)6( توليد كنند
نارس نارون اوجا و ملج جنين هاي ناقص به بذرهاي از 

چندان مورد  جنين زايي از طريق بذراما . )8( دست آوردند
 تيپهايژنومتفاوت بذرهاي  زيرا ،ستتوجه اصلاحگران ني

از بين رفتن بذر مورد ضمن اينكه  ،متفاوتي خواهند داشت
و  26( ژنوتيپ خاص مي باشدنظر معادل از بين رفتن يك 

گونه هاي  درم مستقيغير سوماتيكيجنين فقط تاكنون  .)27
براي  در اين تحقيق. )6( شده است گزارشنارون خانواده 

ستقيم به طور م جنين هاي سوماتيك كروي شكلاولين بار 
نشان داده شد  و درخت ملج بدست آمدبر روي برگ هاي 

كه القاي جنين سوماتيك به طور مستقيم در اين گونه 
  .پذير مي باشد امكان

  مواد و روشها
پايه قوي و چند ساله نارون در دو  ،به منظور ريز ازديادي

شاخه هاي  جوانه هاي جانبي از .شدانتخاب فصل بهار 
سانتي  7/0تا  4/0سانتيمتر و قطر  20 تا 10به طول يكساله 

ها ابتدا با مايع  جوانه .شدند جدادرخت از قسمت تاج متر 
داده ساعت شستشو  به مدت نيمظرفشويي و آب جاري 

يك  ))peraceticacid(پراستيك اسيد(پرسيدين با و  هشد
 10 – 15درصد حاوي دو تا سه قطره تويين به مدت  دهم

آب مقطر استريل حاوي پس با س. ضد عفوني شدنددقيقه 
 15ليتر پودر اسيد سيتريك و به مدت  درميلي گرم  500

 15دار به مدت  فلسهاي جوانه  .شستشو داده شدنددقيقه 
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هاي جوانتر كه فاقد فلس بودند و يا جوانه  جوانه ودقيقه 
اين روش ضدعفوني  ادقيقه ب 10هاي انتهايي به مدت 

برداري شده و به ريزنمونه  دار فلس هاي فلس جوانه. شدند
 دوحداكثر  دارايسانتيمتري كه هر يك  سهتا  دوهاي 

ريزنمونه در مرحله استقرار  .ندتقسيم شد ،جوانه بودند
دار به شيشه هاي مك كارتي حاوي محيط  هاي جوانه

WPM )Woody Plant Medium (ميلي گرم در ليتر  4/0 و 

BAP )Banzil Amino Purin (ر مرحله د. منتقل شدند
هفته توليد  چهارجوانه هايي كه پس از حدود پرآوري 

شيشه  درونكردند  سانتي متر سه شاخساره به طول حدود
ميلي گرم در  2/0 به همراه MSحاوي محيط مربايي هاي 
، آهن سكوسترينميلي گرم در ليتر  100و  Topolin ليتر
 Duchefa آگار در ليتر گرم 7/5 ،سوكروزدر ليتر گرم  30

)7/5pH ( هاي برگي جهت  ريزنمونه. ندشد واكشت
 و از سه برگ انتهايي نزديك به مريستم آزمايش جنين زايي

اسكالپل بر روي  باو  جدا شدهميلي متر مربع  پنجبه ابعاد 
 القاي جنين زايي سهبراي . وارد شدزخم قطعات برگي 

 MS محيطاز  آزمايش اولدر . شدآزمايش انجام 
)Murashige and Skoog ( يكي از هورمون هاي حاويBA 
)6-benzyl Adenine ( ياKinetin  و ياTDZ )Thidiazuron (

در ( ليتر درميلي گرم  1و 5/0، 2/0، 1/0 هريك با مقادير
نوتيپ ژقطعات برگ هر دو . استفاده گرديد )تيمار 12كل 

كشت شده و در روشنايي قرار داده بر روي هر تيمار 
تكرار بوده و هر تكرار نيز  چهار هر تيمار شامل. شدند

محيط پايه  بر روي دومآزمايش  .بودقطعه برگ  پنجحاوي 
MS  گرم  30،  هيدروليزاتميلي گرم كازئين  200حاوي

 D-2,4و سطوح بالاي )  7/5pH( گرم آگار 7/5و سوكروز 
)2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid()0،5/0 ،1 ،5/1، 2 

ميلي  0 ،1/0 ،2/0( Kinيب با در ترك) ميلي گرم در ليتر
تيمار به ازاي هر  15مجموعا . انجام شد )در ليتر گرم

تكرار و  چهارژنوتيپ اختصاص يافت كه هر تيمار شامل 
 25دماي در  تيمارها .قطعه برگ بود پنجهر تكرار شامل 

محيط  سومآزمايش  در .و در تاريكي قرار داده شدند درجه

كازئين در ليتر ميلي گرم  200ي حاو MS½پايه
در ليتر گرم  7/5 سوكروز ودر ليتر گرم  15، هيدروليزات

مورد استفاده  Kin و D-2,4سطوح پايين  و)  7/5pH( آگار
  :موارد زير بودند ي مورد آزمايش شاملتيمارها. قرار گرفت

ميلي  Kin  )0 ،05/0 ،1/0و  D-2,4ميلي گرم در ليتر 1/0
  ؛)در ليتر گرم

 Kin  )0 ،05/0، 1/0 ،2/0و  D-2,4يترميلي گرم در ل 2/0
  ؛)در ليتر ميلي گرم

، Kin  )0 ،05/0 ،1/0 ،2/0 ،3/0و  D-2,4ميلي گرم 3/0
  ؛)در ليتر ميلي گرم

، Kin  )0 ،05/0 ،1/0 ،2/0و  D-2,4ميلي گرم در ليتر 4/0
  .)در ليتر ميلي گرم 4/0، 3/0

قطعه  هفتو هر تكرار شامل  تكرار سههر تيمار شامل 
 روشنايي و ،تاريكيتأثير در آزمايش سوم  .بود برگ

 .بررسي شد بر روي هر تيمار نيزروشنايي -تاريكي
روشنايي پس از سه روز قرارگرفتن در - تيمارهاي تاريكي

   .تاريكي در معرض نور قرار گرفتند

فاكتورهاي . انجام شدماه پس از كشت  برداري يك داده
به  جنين عدادتشامل درصد جنين زايي و مورد ارزيابي 

 ،در تمام مراحل استقرار .بوده استازاي هر جداكشت 
كه  و بخشي از آزمايش سوم آزمايش اول ،ريزازديادي

 16تناوب نوري نمونه ها در معرض روشنايي قرار گرفتند 
دما نيز در گرديد، اعمال لوكس  2000شدت نور ي و ساعت

 اتجزيه و تحليل داده ه. بود C2±24°تمام آزمايش ها 
 روش و با استفاده از SASتوسط نرم افزار كامپيوتري 

ANOVA 2,4ترتيب تجزيه واريانس اثر  بدين. انجام شد-

D  وKin و اثر نور  در قالب طرح كاملا تصادفي انجام شد
و تركيبات مختلف هورموني به عنوان دو فاكتور در قالب 

جدول ( طرح كاملا تصادفي فاكتوريل تجزيه گرديدند
آزمون مقايسه ميانگين ها از براي  .)، آزمايش سوم1شماره 

  .استفاده شددرصد  يكدانكن در سطح 
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  نتايج
در هر سه آزمايش و ژنوتيپ  يكژنوتيپ  نمونه هاي برگ

زا  نيز در آزمايش اول و دوم توليد كالوس غير جنين دو
كالوس زايي و باززايي  هاياز ذكر نتايج آزمايشكه كردند 

  .مي شوددر اينجا صرف نظر 

در آزمايش سوم توليد  دوتنها نمونه هاي برگ ژنوتيپ 
در  گيري جنين ها روند شكل. جنين كروي شكل كردند

پس از  اين صورت بود كه جداكشتهاي برگ به دوژنوتيپ 
 دوو پس از حدود  متورم شدهروز  چهارتا  سهحدود 
. آغاز شد كروي شكلهاي سوماتيك  تشكيل جنين هفته
ها  بدون تشكيل فاز كالوس بر روي برگ ايممستق ها جنين

در جنين قلبي شكل نيز با فراواني بسيار كم . شدندتشكيل 
ميلي گرم در   1/0و   D-2,4 ميلي گرم در ليتر 1/0 تيمار
   .)1شكل ( مشاهده شد Kinليتر 

  
  زايي القاي جنين برايسه آزمايش طراحي شده هاي جوان دو ژنوتيپ ملج در  تغييرات مشاهده شده در برگ -1جدول 

  نتيجه  شرايط نوري )گرم در ليترميلي(سطوح هورموني محيط كشت  آزمايش
 

  اول
 

MS 
 

BA)0,1,0,2,0,5,1(  
  روشنايي

  

توليد كالوس در 
 )TDZ )0,1, 0,2, 0,5, 1 هر دو ژنوتيپ

Kin)0,1,0,2,0,5,1(
توليد كالوس در   تاريكي  )MS  2,4-D )0،5/0 ،1 ،5/1، 2(     Kin )0 ،1/0 ،2/0  دوم

 هر دو ژنوتيپ

 
 

 سوم 

 
  

 
1/2MS  

2,4-D)0.1     (Kin)0,05/0,0.1( تاريكي، 
روشنايي و 

-تاريكي
  روشنايي

توليد جنين كروي 
 )D)0,2     (Kin)0,05/0,1/0,0.2-2,4 2شكل در ژنوتيپ 

2,4-D)0,3     (Kin)0,05/0,1/0,2/0,0.3( 

2,4-D)0.4     (Kin)0,05/0,1/0,2/0,3/0,0.4( 

 

  

  

  

  

  

  

پس از ظهور جنين ها و در مراحل پاياني دوره كشت 
در و كالوس ها ظاهر شده و جنين ها را دربر گرفتند 

شكل (ريشه نابجا از كالوس خارج شد نيز تعدادي نمونه 
2.(  

 D-2,4ورمون تركيب مختلف بين دو ه 18طبق جدول دو، 
همچنين اثر شرايط . تفاوت معني داري نشان دادند Kinو 

نوري بر روي درصد جنين زايي و ميانگين تعداد جنين 
  .هاي كروي شكل در هر جداكشت معني دار بود

 
هاي كروي شكل به طور مستقيم در  تيمارهاي آزمايش سوم جنينبيشتر در . هاي كروي شكل مسقيم از برگ توليد جنين -1شكل 

دهد كه  ن قلبي شكل را نشان ميشكل سمت چپ جني .هاي ژنوتيپ دو تشكيل شده است محل رگبرگها و نواحي زخم شده برگ
 )متر يك ميلي: خط نشانه( البته فراواني بسيار كمي داشت
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دهد كه تقريبا در اواخر هفته  هاي كروي شكل به صورت مستقيم را نشان مي ابتداي ظهور جنين aشكل . هاي سوماتيكي مراحل ظهور جنين -2شكل 
در پايان هفته چهارم بوده و ظهور ريشه با منشأ كالوس را  cشكل . باشد در پايان هفته سوم و همزمان با ظهور كالوسهاي برفي مي bشكل . دوم است

  .دهد نشان مي
زايي و ميانگين  شرايط نوري مختلف بر درصد جنيندر  Kinو  D-2,4تجزيه واريانس مربوط به آزمايش اثر تركيبات مختلف سطوح پايين  -2دول ج

  )ژنوتيپ دوم در آزمايش سوم(ها در هر برگ  تعداد جنين

  ميانگين مربعات سطح احتمال

  زايي درصد جنين  ها ميانگين تعداد جنين  زايي درصد جنين  ها ميانگين تعداد جنين
درجه
 آزادي

  منابع تغييرات

  اثر نور 2 1486,2 791,5  **0.0001  **0.0001

 اثر هورمون 17 1587,6 122,7  **0.0001  **0.0001

 اثر متقابل نور و هورمون 34 433,63 64,6  **0.0001  **0.0001

  خطاي آزمايش 108 127,9 18,8 - -
  دار شدن در سطح يك درصد احتمال معني**: 

تيمارهاي نوري بر روي جنين زايي تأثير نتايج آزمايش 
اي بر روي  ش ما نور اثر بازدارندهنشان داد كه در آزماي

كه ميانگين درصد جنين  طوري به ،فرايند جنين زايي داشت
و در دو تيمار روشنايي و  25/74زايي در تاريكي 

دو البته . بود 18/53و  98/50ترتيب تاريكي به -روشنايي
تاريكي از لحاظ آماري تفاوت - تيمار روشنايي و روشنايي

  ).3شكل (معني داري نداشتند 

همچنين مقايسه اثر تيمارهاي مختلف نوري بر روي 
ميانگين تعداد جنين سوماتيك به ازاي هر جداكشت نشان 
داد كه از لحاظ آماري تاريكي تأثير مثبت و نور تأثير منفي 

ميانگين تعداد جنين سوماتيك به ازاي هر . داشت
و در دو تيمار  12/27جداكشت در تيمارهاي تاريكي 

  بود  02/9و  79/13ايي و روشنايي به ترتيب روشن-تاريكي

  ).4شكل (

در  ،با توجه به اثر مثبت تاريكي بر روي جنين زايي
مقايسه اثر تيمارهاي مختلف هورموني بر روي درصد 
، جنين زايي و ميانگين تعداد جنين ها به ازاي هر جداكشت

در بررسي اثر  .تيمارها در شرايط تاريكي نگهداري شدند
ي مختلف هورموني بر روي ميانگين درصد تركيب ها

جنين زايي مشخص شد كه تمامي تيمارهايي كه سطوح 
2,4-D نظر  بود صرف ليتر ميلي گرم در 3/0و  2/0، 1/0 آنها

در اين آزمايش به جنين زايي  Kinاز تركيبات مختلف 
-2,4ميلي گرم در ليتر  4/0اما در سطح . پاسخ مثبت دادند

D ،تيمارهاي هورموني C41، C43  وC45   پاسخ به جنين
 ،C11ميانگين فراواني جنين زايي تيمارهاي . زايي منفي بود

C13، C21، C22، C23،C31،  C33، C44 و C46 صددرصد بود  
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  ).5شكل (

 
 تيمارهاي مختلف نوريهاي سوماتيك كروي شكل مستقيم در  درصد جنين مقايسه ميانگين -3شكل

 
  هاي سوماتيك كروي شكل مستقيم به ازاي هر جداكشت برگ در تيمارهاي مختلف نوري اد جنينمقايسه ميانگين تعد -4شكل

  

بررسي اثر تيمارهاي هورموني مختلف بر روي ميانگين 
تعداد جنين هاي كروي به ازاي هر جداكشت نشان داد كه 

بيشترين تعداد جنين  C42و  C44و بعد  C21به ترتيب تيمار 
داشتند كه اين ميزان به ترتيب به ازاي هر جداكشت را 

البته بايد ). 6شكل (بوده است   52/46و  76/47 ،48/60
درصد جنين زايي در  5در نظر گرفت كه طبق شكل 

بوده  100، 90، 100به ترتيب  C44و  C21 ، C42تيمارهاي 
بنابراين بهترين تيمارها از نظر بالاترين فراواني جنين  ،است

 C21زايي و بالاترين ميانگين تعداد جنين در هر جداكشت 
  . بودند C44و 

  بحث
گونه هاي متعلق به خانواده نارون ازجمله نارون اوجا و 

زيست و همچنين  ملج ارزش اقتصادي مهمي از نظر محيط
تكثير و بهبود  ،كه حفظ صنعت چوب دارند، به طوري

نژادگران  خواص تجاري آنها جز اهداف اصلاحي به
  . باشد مي
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   تيمارهاي مختلف هورمونيزايي سوماتيكي در  مقايسه ميانگين درصد جنين – 5شكل 

C11= ½ MS + 0.1 mg/l 2,4-D+ 0.0 mg/l Kin  C12= ½ MS + 0.1 mg/l 2,4-D+ 0.05 mg/l Kin 

C13= ½ MS + 0.1 mg/l 2,4-D+ 0.1 mg/l Kin  C21= ½ MS + 0.2 mg/l 2,4-D+ 0.0 mg/l Kin 

C22= ½ MS + 0.2 mg/l 2,4-D+ 0.05 mg/l Kin  C23= ½ MS + 0.2 mg/l 2,4-D+ 0.1 mg/l Kin 

C24= ½ MS + 0.2 mg/l 2,4-D+ 0.2 mg/l Kin  C31= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.0 mg/l Kin 

C32= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.05 mg/l Kin  C33= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.1 mg/l Kin 

C34= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.2 mg/l Kin  C35= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.3 mg/l Kin 

C41= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.0 mg/l Kin  C42= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.05 mg/l Kin 

C43= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.1 mg/l Kin  C44= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.2 mg/l Kin 

C45= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.3 mg/l Kin  C46= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.4 mg/l Kin 

 
 هاي سوماتيك به ازاي هر جداكشت در تيمارهاي هورموني مختلف مقايسه ميانگين تعداد جنين - 6شكل 

C11= ½ MS + 0.1 mg/l 2,4-D+ 0.0 mg/l Kin   C12= ½ MS + 0.1 mg/l 2,4-D+ 0.05 mg/lKin 

C13= ½ MS + 0.1 mg/l 2,4-D+ 0.1 mg/l Kin  C21= ½ MS + 0.2 mg/l 2,4-D+ 0.0 mg/l Kin 

C22= ½ MS + 0.2 mg/l 2,4-D+ 0.05 mg/l Kin  C23= ½ MS + 0.2 mg/l 2,4-D+ 0.1 mg/l Kin 

C24= ½ MS + 0.2 mg/l 2,4-D+ 0.2 mg/l Kin  C31= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.0 mg/l Kin 

C32= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.05 mg/l Kin  C33= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.1 mg/l Kin 

C34= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.2 mg/l Kin  C35= ½ MS + 0.3 mg/l 2,4-D+ 0.3 mg/l Kin 

 C41= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.0 mg/l Kin   C42= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.05mg/l Kin 

C43= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.1 mg/l Kin  C44= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.2 mg/l Kin 

C45= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.3 mg/l Kin  C46= ½ MS + 0.4 mg/l 2,4-D+ 0.4 mg/l Kin 
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اولين گام در اصلاح ژنتيكي اين درختان بهينه سازي يك 
وش مناسب جهت تكثير آنها در شرايط درون شيشه ر

اگرچه ريزازديادي اين دو گونه مهم با استفاده از . است
هاي جانبي مطالعه شده است اما به دليل فراواني كم  جوانه

پرآوري و همچنين توليد شاخه هاي نابجا مطلوب نبوده 
البته يكي ديگر از دلايل مهم در اين مورد . )7و  4(است 
بودن شديد پايه هاي اين درختان براي تهيه جوانه  آلوده

در ايران نيز به دليل . هاي جانبي و ريزازديادي است
بسيار بالاي گونه نارون مطالعه بر روي اين درختان آلودگي 

بنابراين بهينه سازي يك ). 1(با مشكل مواجه بوده است 
روش مناسب ديگر براي تكثير درون شيشه اين درختان امر 

كاند و همكاران با استفاده از . ي محسوب مي گرددمهم
برگ نارون اوجا توانستند كالوس هاي جنين زا توليد كرده 
و در نهايت از كالوس جنين هاي سوماتيكي بدست آوردند 

)6 .(  

تحقيق حاضر اولين گزارش مبني بر امكان توليد جنين 
. زايي است سوماتيك در خانواده نارون بدون فاز كالوس

فاز كالوس طي جنين زايي علاوه بر كوتاه نمودن  حذف
طول دوره تكثير باعث مي شود تا احتمال وقوع تنوع 

 D-2,4القاي جنين از براي . بسيار كاهش يابدسوماكلوني 
به عنوان  Kinبه عنوان اكسين معمول جنين زايي و 

) 2002( و همكاران كوريدورا. شدسيتوكنين استفاده 
در القاي جنين زايي سوماتيكي  برايكه  گزارش كردند

ت كاملا ضروريس D-2,4وجود نارس نارون ملج  جنين
جهت القاي جنين زايي داد كه نشان  نتايجهمچنين . )8(

اين  و نياز است D-2,4 سوماتيكي در نارون مقادير پايين
و ) 2004( و همكاران اندك موضوع كاملا مطابق با گزارش

برخلاف  اما. )8و  6( بود )2002( كوريدورا و همكاران
ونه اوجا نتايج اين گدر ) 2004(ند و همكاران اك نتايج

اي تمايز جنين هاي بر Kinوجود نشان داد كه تحقيق 
 .)4و  3شكل ( نيستضروري در نارون ملج سوماتيكي 

در گياهان علت آن مي تواند به دليل محتواي سايتوكنيني 
طرفي در بين از  .)6( باشد استفاده شده در اين آزمايش

بالاترين  C21بودند تيمار  Kinتيمارهايي كه فاقد هورمون 
اين امر . تعداد جنين در هر جداكشت را توليد كرد

دهنده اثر متقابل بسيار حساس جداكشت و اكسين در  نشان
طبق گزارش گوئرا و  .جنين زايي سوماتيكي مستقيم است

يكي در القاي جنين زايي مستقيم سومات)  1988(همكاران 
وابسته به مرحله رشدي جداكشت و   Euterpe edulisگياه 

در محيط كشت  D-2,4اثر متقابل بسيار دقيق آن با هورمون 
ند و همكاران اهمچنين مطابق با نتايج ك. )12(مي باشد

باعث كاهش توليد جنين و  D-2,4افزايش سطح ) 2004(
  . )6(شد  Ulmus minorافزايش توليد كالوس در برگ هاي 

در جنين زايي  يزاتاستفاده از كازئين هيدرولثير أتهمچنين 
در  )2004( و همكاران نداسوماتيكي مطابق با مشاهدات ك

برخلاف مشاهدات دم و  ).6( رسيداثبات به گونه اوجا 
نور  Limonium sinensisبر روي گياه ) 2010( همكاران

ج ك در ملكاهنده اي بر فرايند جنين زايي سوماتيتأثير 
حاوي هر يك از  MSمحيط كشت ، ضمن اينكه داشت

در  و به صورت مجزا NAA و TDZ ،BAهورمون هاي 
ن زايي سوماتيك مستقيم بر روي جنيتأثيري  حضور نور

 .)9(كردند توليد نداشتند و تنها كالوس هاي غير جنين زا 
غلظت . در اين آزمايش نصف بود MSمحيط پايه غلظت 

كشت در رشد جنين هاي در محيط عناصر پرمصرف 
گزارش هاي زيادي مبني بر  بوده و كروي شكل موثر

 طي جنين زايي وجود دارد 1/2MSاستفاده از محيط كشت 
از كازئين هيدروليزات همچنين در اين آزمايش  .)25و  13(

اسيد امينه هاي آلي . شدنوان منبع نيتروژن آلي استفاده عبه 
 مناسب ينند جايگزيناكازئين هيدروليزات مي تو موجود در

+ براي
NH4 و مكمل  معدنيNO3

البته  .)21و  20( دنباش -
گزارش شده است كه وجود آمونيوم براي جنين نيز  قبلا

جذب همچنين  .)24و  14( زايي سوماتيكي لازم مي باشد
نيتروژن از طريق يك منبع آلي مثل كازئين هيدروليزات 

   .)28(لي مي باشد بسيار آسانتر و سريع تر از منابع غير آ
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در تحقيق اخير اگرچه جنين هاي كروي شكل با فراواني 
در ريزنمونه برگ توليد شدند اما جنين ها بسيار خوبي 

تكامل  براي. قادر به تكامل و تبديل به جنين كامل نبودند
يي در مراحل بعدي مي توان تيمار هاجنين هاي سوماتيكي 

ويتامين  تغيير ،وتكشت هاي متفااستفاده از محيط مانند 
 ،استفاده از منبع كربني فروكتوز به جاي سوكروز، ها

اعمال  انواع ديگري از سيتوكنين ها و اكسين هااستفاده از 
  .كرد
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Abstract 

Ulmus glabra is an economical important tree species found in forests. However it is 
endangered due to high susceptibility to Dutch Elm Disease. Therefore, an efficient 
micropropagation method is important for breeding and genetic improvement of elm. 
This is the first report on induction of direct somatic embryogenesis from in vitro leaf 
explants in elm. The first experiment conducted with MS medium supplemented with 
different concentrations of BA or Kin or TDZ under light condition. Second 
experiment, carried out with MS basal media supplemented with 200 mg l–1 casein 
hydrolysate and different levels of 2,4-D and Kinetin in darkness. In third experiment 
1/2 MS media supplemented with 200 mg l–1 casein hydrolysed and low levels of 2,4-D 
in combination with Kin were used, and the effects of light were investigated. Globular 
somatic embryos were achieved directly just on small leaves of genotype 2 in 
experiment 3. Non-embryogenic calli were induced in other experiments. The frequency 
of embryogenesis in most of the treatments of experiment 3 was 100%. However, high 
number of embryos per explants was achieved in presence of 0.2 mgl-1 2,4-D without 
Kin (60.48) and 0.4 mgl-1 2,4-D combined with 0.2 mgl-1 Kin (47.76). Additionally, the 
percentage of embryogenesis and the average number of embryos per explants were 
higher in dark compared to the light condition. 
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