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 (.Medicago sativa L) یونجه ایرانی یها ژنوتیپ برخی شیشه  درون باززایی

 بدنی ییزا جنین طریق از
 

 4 شكرپور مجيد و 3 مصدق زاده شيخ پريسا ،3 زکريا اصغری رسول *،3 زارع ناصر ،3 عابدی سهراب
 ايران اردبيل، ،اردبيلي محقق دانشگاه کشاورزی، دانشكده نباتات، اصلاح و زراعت گروه 3

 ايران کرج، ،تهران دانشگاه طبيعي، منابع و کشاورزی پرديسگروه باغباني،  4

 
 چکیده

 در اسات   گياهاان  یها ژنوتيپ و ها واريته ژنتيكي دستكاری نيازهای پيش از يكي شيشه درون باززايي بهينه سيستم وجود

 2-32 )ساينتتيك،،   6-  31 هاای  نام به ونجهي ژنوتيپ چهار دمبرگ و برگ یها ريزنمونه بدني ييزا جنين ،حاضر پژوهش

 باه  بادني  ياي زا جناين  و کاالوس  تشكيل شد  بررسي y-6 (Regen-SY) و مراغه، يونجه )قره 1-40 قزلو،، قره يونجه )قره

 کاالوس  تار  وزن بيشاترين  گرفات   قارار کشات   محاي   × ژنوتياپ  متقابال  اثر و ريزنمونه نوع تأثير تحت یدار معني طور

 کاالوس  هار  در جناين  تعاداد  و بادني  ييزا جنين درصد شد  مشاهده 2-32 ژنوتيپ برگ یها ريزنمونه در گرم، 256/5)

 درصاد  بيشاترين  ،6-31 ژنوتياپ  در بود  ها ريزنمونه و ها ژنوتيپ ساير از بيشتر 2-32 ژنوتيپ دمبرگ هريزنمون از حاصل

 بار  گارم  ميلاي  4 و D-2,4 ليتار  بار  گرم ميلي 0 یحاو القایکشت  محي  روی برگ ريزنمونه از استفاده با بدني ييزا جنين

 باه  جناين  تباديل  فراواناي  نظار  از مختلا   یهاا  ژنوتياپ  و هاا  ريزنمونه از حاصل یها جنين بين آمد  دست به کينتين ليتر

 MSکشات   محاي   روی شاده  کشت یها جنين از درصد 01 ميانگين، طور به و نداشت وجود یدار معني تفاوت گياهچه

کينتاين باه    0 باه  3 بااتتر  هاای  نسابت  در 6-31 ژنوتيپ دمبرگ ريزنمونه بدني ييزا جنين شدند  تبديل يعيطب گياهچه به

2,4-D 2,4کينتاين باه    از 0/4 باه  3 نسابت  در 6-31 ژنوتياپ  ريزنمونه که  حالي در آمد  دست به-D  ياي زا جناين  فرآيناد 

 روش از و بودناد  برخوردار گياهچه به شدن تبديل برای خوبي کارآيي از شده توليد یها جنين بود  نداده نشان را موفقي

 نمود  استفاه گياه اين ژنتيك ندسيمه و مولكولي مطالعات در توان مي تحقيق اين در شده هيارا

 (.Medicago sativa L) يونجه ،شيشه درون باززايي ،،سوماتيك) بدني ييزا جنين ی:کلید های واژه

 
  همقدم

 باقلايياااان تياااره زا علفاااي اسااات گيااااهي يونجاااه

(Fabaceae)  علماي  ناام  باا Medicago sativa L.  کاه 

 نيتاروژن  بهباود  و حفاظات  دام، تغذيه در ای عمده نقش

 و ترکمنسااتان ترکيااه، شاامال آن خاسااتگاه دارد  خااا 

 ؛(Tesfaye et al., 2009 اساات ايااران غاارب شاامال
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(Mohammadzadeh et al., 2011  کشاات امااروزه 

 اصااالاح، در بيوتكنولاااوژی ممهااا ابزارهاااای از بافااات

 و هااا ساالول هااا، بافاات تكثياار ای، گونااه بااين هااای تلاقااي

 مهندساي  و مصانوعي  باذور  تولياد  خاا،،  های ژنوتيپ

 بافات  کشت از ،همچنين رود  مي شمار به يونجه ژنتيك

 گياهاان  گازينش  و ساوماکلونال  تنوع ايجاد برای يونجه

 ياا  نياوم آلومي به مقاوم يونجه گياهان توليد مانند مطلوب

 پژمردگاي  باه  مقااوم  گياهاان  و شاوری  به متحمل اسيد،

  (Piccioni et al., 1996) است شده استفاده فوزاريوم

 طريااق از         معمااوت  بافاات کشاات در يونجااه باااززايي

 يااا ريزنمونااه هااای ساالول از مسااتقيم باادني ياايزا جنااين

 گياارد  مااي صااورت کااالوس هااای ساالول از غيرمسااتقيم

 هاای  سالول  آن در کاه  اسات  یفرآيناد  بدني ييزا جنين

 مراحاال طااي از پااس و هااا گاماات اتحاااد باادون باادني

 ,.Perrin et al) شود مي تبديل کامل گياه به ييزا جنين

 تواناايي  بادني  ييزا جنين در مهم موارد از يكي  (2004

 کامال  گيااه  باه  ه،درک رشد که است ييها جنين تشكيل

         عمادتا   پتانسايل  اين  (Leroy et al., 2000) دشو تبديل 

 بافاات، و ساالولژنتيااك  وفيزيولوژيااك  شااراي  بااه

 گيااهي  رشاد  هاای  کنناده  تنظايم  و مناسا  کشت  محي 

 شاراي   تحات  بادني  جناين  ظهاور  توانايي دارد  بستگي

 شاود  ماي ی القا علامت به پاسخ در و فيزيولوژی مناس 

(Feher, 2008)  شده جدا یها سوی ديگر، ريزنمونه از 

 لاذا،  نيساتند   اتوتروف ديگر تکش از پس مادر، گياه از

 هاا  ريزنموناه  رشاد  بارای کشات   محاي   در موجاود  مواد

 مااواد غلظاات و نااوع بنااابراين، دارد  خاصااي اهمياات

 از ها ريزنمونه رفتار و چگونگي بر تواند ميکشت  محي 

 ,.Ivanova et al) باشد داشته اثر بدني ييزا جنين لحاظ

 Rahnama and؛ Burrell et al., 2006؛ 1994

Takavar, 2012)باين  تفااوت  در مؤثر عامل ترين   مهم 

 متفاااوت سااطوح ،زا جنينغياار و زا جنااين هااای کشاات

 ,.Grieb et al) است بافت داخلي رشد یها کننده تنظيم

1997)  

 اکساين  ناوع  باه  بساته  اکساين  به باقلاييان نسبت پاسخ

 ,Turgut-Kara and Sule) اسات  اوتمتفا  شاده  استفاده

 تااارين قاااوی از يكاااي D-2,4 يونجاااه گيااااه در  (2008

 تشاكيل  و زاياي  کاالوس  القاای  در کاه  است هايي اکسين

 ,Lakshmanan and Taji) دارد نقااش باادني جنااين

 جهات  اکساين  باا  همكااری  در نياز  ها سيتوکينين  (2000

 باه  جناين  بلاو   تسريع در و هستند مؤثر بدني جنين القای

در  ايان،  بار  عالاوه  هستند  مؤثر ها لپه نمو و رشد در ويژه

 باه  آن تبديل و جنين رشد برای ها سيتوکينينبعضي مواقع 

  (Jimenez and Thomas, 2005) هساتند  تزم گياهچاه 

 انجاام  بادني  ياي زا جناين  طرياق  از         معماوت   يونجه باززايي

 بااززايي  روش و گيااهي  ژنوتياپ  باه  شدت به و گيرد مي

  Zare et al., 2009)؛ (Shao et al., 2000 است وابسته

Iantcheva پنج  بدني    يي  زا      جنين   ،4553) همكاران و     

       بارگ    ی  ها          ريزنمونه    از    را      ساله    يك       يونجه          ديپلوئيد      گونه

    کشت       محي         کردند        بررسي        تعليقي     کشت    در       دمبرگ   و

    در     گرم      ميلي 4/5   و  D-2,4      ليتر    در     گرم      ميلي   2    يا   3      شامل

                             مناسا  تشاخيد داده شاد       يي  زا      جنين      برای        کينتين      ليتر

Zare رقام  پانج  بااززايي  ارزياابي  با ،4553) رانهمكا و 

 درون شاراي   در بااززايي  قابليتي با يها ژنوتيپ يونجه،

 از برخااي در حااال، اياان بااا کردنااد  گاازينش را شيشااه

 بنااابراين، بااود  پااايين ياايزا جنااين پاسااخ هااا ژنوتيااپ

 فراواناي  به رسيدن برایکشت  محي  ترکي  سازی بهينه

  است ضروری مطلوب باززايي

 گيااهي  ژنتياك  مهندساي  وياژه  باه  و فنااوری  زيست



 23 زايي بدني از طريق جنين (.Medicago sativa L)های ايراني يونجه  رخي ژنوتيپشيشه ب باززايي درون 

 

 

 ايجااد  و اصالاح  در مفيادی  و مهام  بسايار  نقاش  تواند مي

 کيفيت افزايش غيرزيستي، و زيستي های تنش به مقاومت

 غاذايي  ارزش و عملكارد  بهباود  ،پاذيری  هضم و پروتئين

 اتوتتراپلوئياد  علات  بهگياه يونجه   داشته باشد يونجه گياه

 cross)باااودن دگرگشااان ،خودناساااازگاری باااودن،

pollination)، در بااااات ناااااهمگني و هتروزيگوساااايتي 

 باارای باااتيي ای واريتااه بااين و درون تنااوع ،پلاساام ژرم

 طيا   بااززايي  هناوز  که طوری به، دارد بدني ييزا جنين

 وضاعيت،  ايان  اسات   نشاده  ممكن يونجه ارقام از وسيعي

 را فناااوری زيساات هااای روش بااا يونجااه ژنتيكااي اصاالاح

 ديگار،  بياان  به  (Zare et al., 2009) است کرده ودمحد

 گام ننخستي ،شيشه  درون باززايي مؤثر سيستم يك وجود

 بهباود  برای ژنتيكي دستكاری یها روش از گيری بهره در

 اين سازگار و بومي های واريته کيفي       کم ي و  های ويژگي

 پاژوهش  بناابراين،   (Vlahova et al., 2005) اسات  گياه

 ياي زا جناين  بارای کشت  محي  سازی بهينه دفه با حاضر

 دمباارگ و باارگ یهااا ريزنمونااه از غيرمسااتقيم باادني

 است  گرفته انجام يونجه ايراني یها ژنوتيپ

 
  ها روش و مواد

          ژنوتياپ         چهاار     ازپژوهش حاضار      در :گیاهی مواد

 ساينتتيك  رقام  از شاده  )انتخاب  6-  31     های     نام    به       يونجه

 يونجاه  قاره  رقام  از شده )انتخاب 2-32 تبريز،، دانشگاه

 مراغاه،  يونجه قره رقم از شده )انتخاب 1-40 قزلو،، قره

 .شد استفاده ،Regen-SY رقم از شده )انتخاب y-6 و

 آزمايشااگاه درپااژوهش حاضاار   :کشیی  محییی 

 محقااق دانشااگاه کشاااورزی دانشااكده بيوتكنولااوژی

 یهاا  ريزنموناه  ياي زا جنين پاسخ ابتدا  شد انجام اردبيلي

 القایکشت  محي  در ژنوتيپ چهار هر برگدم و برگ

 MS (Murashige کشت محي  شامل بدني، ييزا جنين

and Skoog, 1962) 2,4 ليتر بر گرم ميلي 0 حاوی-D و 

 ايان  باه  توجاه  باا  شد  ارزيابي کينتين ليتر بر گرم ميلي 4

 آزماايش  ايان  در 6-31 ژنوتياپ  دمبارگ  ريزنموناه  که

 D-2,4 مختلا   سطوح يرتأث نداد، نشان بدني ييزا جنين

 4 و 3 ،0/5) کينتاااين و ليتااار، بااار گااارم ميلاااي 35 و 0)

 ايان  ييزا جنين بر القا،کشت  محي  در ليتر، بر گرم ميلي

 شد  بررسي ژنوتيپ

 طرياق  از شاده  اساتفاده  یهاا  ژنوتياپ  :ریزنمونه تهیه

 فاقاد  جاماد  MSکشت  محي  در جانبي های جوانه کشت

 تكثير شيشه درون شراي  در گياهي رشد یها کننده تنظيم

درجه سانتيگراد  40 ±4 دمايي شراي  با رشد اتاقك در و

 نااور ساااعت 36 و تاااريكي ساااعت 1 نااوری تناااوب و

هاا و   دمبارگ  شدند  نگهداری لوکس، 355) فلوروسنت

توس   هفته 6تا  2 از پسهای تازه رشد يافته  ای برگچه سه

 40-45 تقريباي  قطعاات  به سترون شراي  اسكالپل تيز در

 0-2 اناادازه بااا قطعاااتي بااه هااا دمباارگ ومتاار مربااع  ميلااي

 شدند  بريده مقطر آب حاوی ديش پتری درمتر  ميلي

 تهياه  یهاا  ريزنموناه  :شیشه درون باززایی و کش 

 MS )محاي   جنين القایکشت  محي  روی بلافاصله شده

 و D-2,4 رشد یها کننده تنظيم متفاوت های غلظت حاوی

 منتقال متاری   ميلي 45×355ديش  پتری ظروف به کينتين،

 کشات  ريزنموناه  هر از عدد پنجديش  پتری هر در شدند 

 القاای  زماان  مادت  شادن  ساپری  از پاس  ها نمونهريز شد 

 های رشاد  کننده تنظيم فاقد MS  محي  به هفته، )سه جنين

 ساه  از پاس  شاوند   تشكيل بدني های جنين تا شدند منتقل

به مدت دو تا  شده توليد بدني های جنين و ها کالوس هفته

 محااي ] Boi2Y محااي  بااه بيشااتر رشااد باارایسااه هفتااه 

Blaydes 4 و ميواينوزيتول ليتر بر گرم ميلي 355 اضافه به 
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 منتقال  [(Shao et al., 2000) مخمار  عصااره  ليتر بر گرم

 MS محاي   باه  ديگار  هفته دوبه مدت  پس از آن، شدند 

 باال   یهاا  جناين  شادند   منتقال  رشد یها کننده تنظيم فاقد

 باه  شادن  تباديل  منظاور  به و جدا کالوس از شكل، ای )لپه

 فاقااد MS محااي  بااه ساااقه، و ريشااه )توليااد گياهچااه

 باه  آزماايش  شادند   منتقال  گيااهي  رشد یها کننده تنظيم

 ساه  در تصاادفي         کااملا   طارح  پاياه  بار  فاکتوريل صورت

 وزن زاياي،  کاالوس  درصد ي نظير:صفات شد  انجام تكرار

 هار  در جنين تعداد بدني، ييزا جنين درصد ،ها وسکال تر

 تمااامي در گياهچااه بااه جنااين تبااديل درصااد و ريزنمونااه

 شد  يادداشت تيمارها

 33نساخه   SPSS افازار  نارم  باها  داه :ها داده تحلیل

 است  تكرار سه ميانگينها  تمامي داده  تحليل شد

 
  نتایج

 و شاكل  تغييار  باا  کاالوس  تشاكيل  :کیاوو   تشکیل

 کشاات از پااس روز 1 تااا 6 هااا ريزنمونااه شاادن رممتااو

 43 تاا  32 از پاس  و آغااز  دمبارگ  و برگ یها ريزنمونه

 شاكل  جنيناي  پايش  سالولي  هاای  تاوده  و شد تكميل روز

رنگ  زرد مايل به سبز کم شده توليد یها کالوس گرفتند 

 ها داده واريانس تجزيه ، Cو  A ،B-3)شكل  بودند نرمو 

 نظار  از هاا  ريزنمونه و ها ژنوتيپ بين در یدار معني تفاوت

 در بررساي شاده   یهاا  ژنوتياپ  ناداد   نشاان  زاياي  کالوس

 و D-2,4 ليتاار باار گاارم ميلااي 0 حاااویکشاات  محااي 

  داشاتند  خاوبي  زاياي  کاالوس  کينتاين  ليتار  بر گرم ميلي 4

 تفااااوت 6-31 ژنوتياااپ درهاااا  تجزياااه وارياااانس داده

اساتفاده   یها ريزنمونه و ها کشت محي  بين در یدار معني

 در کاالوس  تشاكيل  ناداد   نشاان  زايي کالوس نظر از شده

 شد  مشاهده ها ريزنمونه همه از و ها کشت محي  تمامي

 یهاا  ريزنموناه  در ها کالوس تر وزن :کاوو  تر وزن

 دمبارگ  یهاا  ريزنموناه  از بيشاتر  یدار معني طور به برگ

 هاا  ريزنموناه  و ها ژنوتيپ بين کالوس تر وزن لحاظ از  بود

 ، 3 جاادولو  4شااكل ) شااد مشاااهده یدار معنااي فاااوتت

 ساااير بااه نساابت 32-2 ژنوتيااپ از حاصاال یهااا کااالوس

 بودنااد  برخااوردار بيشااتری تاار، )وزن رشااد از هااا ژنوتيااپ

 ژنوتيپ بين متقابل اثر تأثير تحت کالوس تر وزن همچنين،

 در کاالوس  تار  وزن بيشاترين  گرفات   قارار  نيز ريزنمونه و

 گرم، 101/5) دمبرگ و گرم، 256/5) برگ یها ريزنمونه

 باارگ یهااا ريزنمونااه در آن کمتاارين و 2-32 ژنوتيااپ

 y-6 ژنوتياااپ گااارم، 513/5) دمبااارگ و گااارم، 333/5)

 ترکياا  ،6-31 ژنوتيااپ در ، 3 )جاادول شااد مشاااهده

 اثاارآنهااا  بااين متقاباال اثاار و نمونااهزير نااوع ،کشاات محااي 

 تار  وزن بيشاترين  داشات   کاالوس  تار  وزن بار  یدار معني

 0 حااوی  MSکشات   محاي   در برگ ريزنمونه به کالوس

 کينتاين  ليتار  بار  گارم  ميلاي  0/5 و D-2,4 ليتار  بر گرم ميلي

 بار  گارم  ميلي 35 حاوی MSکشت  محي  و گرم، 603/5)

 تعلاق  ،655/5) کينتاين  ليتار  بار  گارم  ميلاي  4 و D-2,4 ليتر

 ريزنموناه  از گارم،  3/5) کاالوس  وزن کمترين اما داشت 

 ليتار  بار  گارم  ميلاي  0 حاوی MSکشت   محي در دمبرگ

2,4-D وزن بيشااترين و کينتااين ليتاار باار گاارم ميلااي 0/5 و 

کشات   محاي   دمبارگ  ريزنموناه  از گرم،413/5) کالوس

MS 2,4 ليتر بر گرم ميلي 35 حاوی-D ليتر بر گرم ميلي 4 و 

 در کاالوس  رشاد  ميازان  کمتارين  آماد   دسات  باه  کينتين

 MSکشات   محاي   به طمربو ،140/5) برگ یها ريزنمونه

 ليتار  بار  گارم  ميلاي  3 و D-2,4 ليتار  بر گرم ميلي 35 حاوی

 MSکشات   محاي   باا  یدار معناي  تفااوت  کاه  باود  کينتين

 ليتار  بار  گارم  ميلاي  4 و D-2,4 ليتار  بار  گارم  ميلي 0 حاوی

 ، 4 )جدول نداشت دمبرگ ريزنمونه در کينتين،
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 شاده؛  تهياه  تاازه  بارگ  و دمبرگ ريزنمونه ترتي  به B) و A  شيشه درون شري  در يونجه باززايي و بدني ييزا جنين کالوس، تشكيل -3 شكل

(C القا؛ محي  روی شده ايجاد یزا جنين یها کالوس (D ؛شكل قلبي و کروی مراحل در بدني یها جنين (E رشادی  مرحلاه  در بدني یها جنين 

 باال   بدني یها جنين رشد از حاصل های گياهچه I) گياهچه؛ به بال  بدني جنين لتبدي H) شكل؛ ای لپه بال  بدني یها جنين G) و F شكل؛ ای نيزه

 درون شيشه شراي  در

 

 
دار باا اساتفاده از    حروف متفااوت نشاان دهناده اخاتلاف معناي       يونجهشده های مطالعه  ميانگين وزن تر کالوس توليد شده در ژنوتيپ -4شكل 

 درصد است  0آزمون دانكن در سطح احتمال 
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 صافت  هار  در متفااوت  حاروف           يونجاه        شاده          مطالعه   ی  ها        ژنوتيپ   و    ها          ريزنمونه    در      بدني    يي  زا      جنين      درصد   و       کالوس    تر     وزن         ميانگين  - 3      جدول

 است  درصد 0 احتمال سطح در دانكن آزمون از استفاده با دار معني اختلاف دهنده نشان

 ژنوتيپ
 هر کالوستعداد جنين در   زايي بدني درصد جنين  وزن تر کالوس 

 دمبرگ برگ  دمبرگ برگ  دمبرگ برگ 

y-6  333/5 e 513/5 f  66/16 ab 15ab  00/2 b 530/0 b
 

4-14  256/5 a 101/5 c  15ab 355a  501/0 b 2/0 a 

6-18  121/5 b 443/5 de  31ab 5c  40/2 b 5c 

3-27  403/5 d 421/5 d  66/66 ab 01ab  211/1 b 340/1 b 

a  ميانگين  153/5  b  4451/5  
 a  66/13  b  11/61   a  112/2  a  516/2  

 

 ياا زرد  و نارم  زا جنين یها کالوس :بدنی ییزا جنین

 متمايال  و فشرده زا جنين غير یها کالوس و رنگ کم سبز

 زماان  نظر از هم ها کالوس بين در بودند  رنگ ای قهوه به

 یهاا  جنين تعداد نظر از هم و ها جنين تكامل و ييزا جنين

-3)شاكل   داشت وجود تفاوت لوسکا هر در شده ظاهر

D ،E  وF،  کاه  داد نشاان  واريانس تجزيه از حاصل نتايج 

 دار معناي  يونجه بدني ييزا جنين بر ژنوتيپ و ريزنمونه اثر

 ايان  بارای  نياز  ژنوتيپ و ريزنمونه بين متقابل اثر البته بود 

 درصااد ،کلااي طااور بااه آمااد  دساات بااه دار معنااي صاافت

 طااور بااه y-6 و 2-32 یهااا ژنوتيااپ باادني ياايزا جنااين

 ، 1 )شااكل بااود هااا ژنوتيااپ ساااير از بيشااتر یدار معنااي

 ريزنموناه  یهاا  کالوس از بدني ييزا جنين درصد بيشترين

 یهاا  کاالوس اماا   آماد   دسات  باه  2-32 ژنوتيپ دمبرگ

 جناين        اصالا   6-31 ژنوتياپ  دمبارگ  ريزنمونه از حاصل

 گبار  ريزنموناه  بادني  ييزا جنين بين نكردند  توليد بدني

 و باارگ یهااا ريزنمونااه و 2-32 و 6-31 یهااا ژنوتيااپ

 چنااداني اخااتلاف y-6 و 1-40 یهااا ژنوتيااپ دمباارگ

 در بادني  ياي زا جناين  کمتارين  که طوری به نشد  مشاهده

 66/66) 1-40 ژنوتيااپ باارگ ريزنمونااه یهااا کااالوس

 دمبارگ  ريزنموناه  یها کالوس در آن بيشترين و ،درصد

 در ، 3 )جادول  دآما  دست به ،درصد 31) 6-31 ژنوتيپ

 تحات  یدار معناي  طور به بدني ييزا جنين ،6-31 ژنوتيپ

 هورماوني  ترکيا   باا  آن متقابال  اثر و ريزنمونه نوع تأثير

 بدني ييزا جنين درصد بيشترين گرفت  قرارکشت  محي 

کشات   محاي   در ،درصاد  11/31) برگ یها ريزنمونه در

MS 2,4 ليتر بر گرم ميلي 0 حاوی-D ليتر رب گرم ميلي 4 و 

 هيچکشت  محي  اين در که حالي در شد  مشاهده کينتين

 نشاد   مشااهده  دمبارگ  ريزنمونه از بدني ييزا جنين گونه

 باااين یدار معناااي تفااااوت هاااا کشااات محاااي  سااااير در

 ياي زا جناين  درصاد  نظار  از دمبرگ و برگ یها ريزنمونه

 ، 4 )جدول نداشت وجود بدني

 بیه  جنیین  تبیدیل  و کیاوو   در جنیین  تعداد 

 و کالوس در جنين تعداد نظر از ها ژنوتيپ بين :گیاهچه

 اخااتلاف گياهچااه بااه جنااين تبااديل درصااد همچنااين

 مياانگين  بيشاترين  ، 1 )شاكل  داشات  وجاود  یدار معني

 عادد،  2/0) کاالوس  هر در شده توليد بدني جنين تعداد

 کاه  آماد  دست به 32-32 ژنوتيپ دمبرگ ريزنمونه در

 هاا  ژنوتيپ و ها ريزنمونه ايرس از بيشتر یدار معني طور به

 بادني  ياي زا جناين  فرآيناد  نهاايي  مرحله ، 3 )جدول  بود

 و است کامل گياهچه به شدن تبديل وآنها  رشد قابليت

 حد تا بدني ييزا جنين طريق از گياه باززايي در موفقيت

 یهاا  جناين  منظاور  ايان  برای دارد  آن به بستگي زيادی

 یهاا  کنناده  تنظايم  فاقاد  MS محي  به، G-3)شكل  بال 

 هاای  مريساتم  ،محاي   ايان  در شدند  منتقل گياهي رشد
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 دارای کامال  ای گياهچاه  و باه  فعاال  چاه  ساقه و چه ريشه

 به ، Iو  H -3)شكل  شود تبديل مي برگ و شاخه ريشه،

 اساتفاده  یهاا  ژنوتياپ  بين بررسي حاضر، در ،کلي طور

 گياهچاه  باه  جناين  تباديل  درصاد  و قابليات  نظر ازشده 

 01 مياانگين،  طاور  باه  نشد  مشاهده یدار معني تلافاخ

 روی شااده منتقاال بااال  باادني یهااا جنااين از درصااد

 های معمولي گياهچه به و ندکرد رشد MSکشت  محي 

 خاوب          نسابتا   کيفيات  دهناده  نشان امر اين شدند  تبديل

 در اسات   تحقياق  ايان  در شاده  تولياد  بادني  یهاا  جنين

 از ريزنموناه  نوع و کشت های محي  بين ،6-31 ژنوتيپ

 وجاود  یدار معناي  تفااوت  کاالوس  در جناين  تعداد نظر

 درصاد  0 احتماال  ساطح  درآنهاا   متقابال  اثراما  نداشت

، بادني  جناين  چنادين  هاا  ريزنموناه  اغلا   بود  دار معني

نياز   برخاي توليد کردند و  بدني جنين يكآنها  از برخي

 در جنااين تعااداد بيشااتريننااد  نكرد توليااد جنااين       اصاالا 

 کشات  محاي   در عدد، 40/2) برگ ريزنمونه به وسکال

MS 2,4 ليتر بر گرم ميلي 0 حاوی-D بار  گارم  ميلاي  4 و 

 تباديل  کاارآيي  اماا  ، 4 )جدول داشت تعلق کينتين ليتر

 عواماال از کاادام هاايچ تااأثير تحاات گياهچااه بااه جنااين

  نگرفت  قرار متقابل اثر وکشت  محي  ريزنمونه،
 

 
 متفااوت  حاروف  يونجاه   یهاا  ژنوتياپ  در کاالوس  هار  در جناين  تعاداد  و گياهچاه  باه  جنين تبديل و بدني ييزا جنين درصد ميانگين -1 شكل

 است  درصد 0 احتمال سطح در دانكن آزمون از استفاده با دار معني اختلاف دهنده نشان
 

        حااوی        هاای        کشات       محي     در       يونجه   6-  31     تيپ   ژنو       دمبرگ   و     برگ   ی  ها          ريزنمونه    در  بدني      جنين       توليد   و      القا    به       مربوط      صفات         ميانگين  - 4      جدول

 ساطح  در دانكان  آزماون  از اساتفاده  با دار معني اختلاف دهنده نشان صفت هر در متفاوت حروف       گياهي؛     رشد     های       کننده       تنظيم        متفاوت      سطوح

 است  درصد 0 احتمال

  وزن تر کالوس  درصد جنين زايي بدني  تعداد جنين در کالوس
 کشت محي 

  دمبرگ برگ ميانگين  دمبرگ برگ ميانگين  برگدم برگ ميانگين

 a0/4 11/4  abc 660/4  ab   a11/41 660/4  b 45 b   b410/5 140/5  bc 321/5  de  MS + 10 mg/L 

2,4-D + 1 mg/L Kin 

a 311/3 33/3  bc 360/3  bc  a 60/46 111/11  b 45 b  a 225/5 6/5  a 413/5  bc  MS + 10 mg/L 

2,4-D + 2 mg/L Kin 

a 11/3 3 bc 360/3  bc  a 60/46 660/46  b 60/46  b  a 115/5 603/5  a 3/5  e  MS + 5 mg/L 

2,4-D + 0.5 mg/L Kin 

a 340/4 40/2  a 5 c  b 60/26 111/31  a 5 c  b 411/5 121/5  b 443/5  cd  MS + 5 mg/L 

2,4-D + 2 mg/L Kin 

 a 301/4 b 100/3   a 55/20  b66/36   a 212/5 b 311/5  ميانگين 
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   بحث

 نظر از مختل  یها ژنوتيپ بين شده مشاهده تفاوت

 جناين  تعاداد  و بادني  ييزا جنين درصد کالوس، تر وزن

 هتروزيگوسايتي بار   وهعالا  اسات  ممكان  کالوس هر در

 يونجاه گيااه   باودن  افشاان  دگرگارده  و ناهمگني شديد،

(Petolescu and Nedelea, 2009)،   باودن  متفااوت باه 

 متفااوت  داخلاي،  رشاد  هاای  کنناده  تنظايم  تأثير و ميزان

 آللاي  تناوع  و باززايي به پاسخ کننده تنظيم های ژن بودن

 Bhaskaran؛ (Luica et al., 1997 شود داده نسبت نيز

and Smith, 2002)اسات   داده نشاان  متعادد  طالعات  م

تنظايم   ژنتيكاي  به صورت يونجه در بدني ييزا جنين که

 غالبيات  اثار  پژوهشاگران  لا  اغ کاه  طاوری  به  شود مي

 تشاكيل  باا  رابطاه  در اپيساتازی  اثر و ژني ناقد يا کامل

 Jimenez and) اناد  دانسته مؤثررا  ييزا جنين و کالوس

Bangerth, 2001)  رشاد  هاای  کننده تنظيم نوع و ميزان 

 تمايزيابي هایفرآيند تنظيم در مهمي بسيار نقش دروني

 باور هساتند  اين بر نامحقق از برخي ،علت اين به  دارند

 بادني  ياي زا جنين نظر از ها ژنوتيپ بين اصلي تفاوت که

 نظار  ازآنهاا   قابليات  متفااوت  درجاات  از ثرأمت تواند مي

 Newman et) باشد دروني رشد های کننده تنظيم توليد

al., 1996 ؛(Grieb et al., 1997  روی آزمايشاي  در 

 ييتوانااا کااه ييهااا ژنوتيااپ کااه شااد داده نشااان هااويج،

 داخلااي IAA سااطوح از دارنااد، بيشااتری ياايزا جنااين

 داده نشاان  ديگار،  ساوی  از ند بود برخوردار نيز باتتری

 IAA ميازان  يونجاه  هاای  پروتوپلاست در کهاست  شده

 پاسخ در ترکيبي شكل به هم و آزاد شكل به هم دروني

  (Pasternak et al., 2000) ياباد  ماي  افزايش D-2,4 به

 مبناي  ،Taji (4555 و Lakshmanan های بر اساس يافته

 رشاد  و تشاكيل  در هاا  سايتوکينين  و هاا  اکساين  نقاش  بر

 القاای  در D-2,4 نقش ويژه به و بافت کشت در کالوس

 پاژوهش  در آماده  دسات  باه  نتاايج  و بادني  ياي زا جنين

 درگياهاان  گرفتاه  صاورت  هاای  پاژوهش  ساير وحاضر 

 از وهگر دو اين يونجه گياه در که رسد مي نظر به ديگر،

 پيشاابرد و کااالوس تشااكيل در رشااد هااای کننااده تنظاايم

 دارند  مهمي نقش بدني ييزا جنين سمت به ها سلول

-31 ژنوتياپ  بر کينتين و D-2,4 مختل  سطوح تأثير

 تباديل  قابليات  ازباه غيار    شاده  بررساي  صفات تمام در 6

 رشد های کننده تنظيم غلظت متقابل اثر و گياهچه به جنين

 کااه دهااد مااي نشااان اماار اياان بااود  دار يمعناا ريزنمونااه و

 دو مختلاا  هااای غلظاات ترکياا  بااه نساابت هااا ريزنمونااه

 نشاان  متفااوتي  واکنش کينتين و D-2,4 رشد کننده تنظيم

 کينتاين،  مسااوی  هاای  غلظات  در ،نموناه  بارای  دهناد   مي

 کاهش و کالوس رشد افزايش سب  D-2,4 باتی غلظت

 در کااه یطااور بااه شااد  باارگ ريزنمونااه در ياايزا جنااين

 35 و کينتاين  ليتار  بر گرم ميلي 4 حاوی MSکشت  محي 

 توسا   شاده  توليد کالوس مقدار D-2,4 ليتر بر گرم ميلي

 4 حاااوی MSکشاات  محااي  بااه نساابت ريزنمونااه هاار

 تربيشا  D-2,4 ليتر بر گرم ميلي 0 و کينتين ليتر بر گرم ميلي

 دوم محاي   در بارگ  ريزنموناه  ييزا جنين درصداما  بود 

 در ، 4 )جادول  بود اول محي  از بيشتر یدار معني رطو به

 ،3310) همكااران  و Stuartهاای   بررساي  نتايج که حالي

 D (33-2,4 بااتی  غلظات  باا  يونجاه  تعليقاي  کشت روی

 توليد به D-2,4 باتی ميزان که داد نشان ليتر، بر گرم ميلي

 گرديد منجر  بدني یها جنين

 توانااايي مااورد در پااژوهش حاضاار نتااايج باار اساااس

 یهااا ريزنموناه  در باادني ياي زا جنااين و کاالوس  تشاكيل 

 غلظاات کااه گرفاات نتيجااه تااوان مااي دمباارگ، و باارگ

 ياي زا جناين  و کاالوس  تشاكيل  در رشد های کننده تنظيم



 20 زايي بدني از طريق جنين (.Medicago sativa L)های ايراني يونجه  رخي ژنوتيپشيشه ب باززايي درون 

 

 

 در چناداني  تاأثير  کاالوس  حجماست و  بوده مؤثر بدني

 ،4556) همكاران و Radhika ندارد  ييزا جنين پتانسيل

 ياي زا جناين  در را نقاش  تارين  ممها  D-2,4 کاه  معتقدند

 هااای واکاانش آن مختلاا  هااای غلظاات و دارد باادني

 ساطوح  تغيير در مهمي نقش و شود مي باعث را متفاوت

 در .دارد ريزنموناااه در دروناااي هاااای کنناااده تنظااايم

 متفااوت  هاای  غلظات  باين  ای رابطه برگ، یها ريزنمونه

2,4-D در جنااين تعااداد و کااالوس وزن بااا کينتااين، و 

 در کاالوس  وزن کاه  طاوری  باه  داشات   جودو کالوس

 و کينتاين  افازايش  باا  D-2,4 ليتر بر گرم ميلي 35 غلظت

 افازايش  کينتاين،  کاهش با ليتر بر گرم ميلي 0 غلظت در

 35 غلظات  در کاالوس  در جناين  تعداد برعكس، يافت 

 0 غلظت در و کينتين، کاهش با D-2,4 ليتر بر گرم ميلي

 يافات  افزايش کينتين، فزايشا با D-2,4 ليتر بر گرم ميلي

 رونااد چنااين دمباارگ ريزنمونااه درامااا  ، 4 )جاادول

 باه  تاوان  ماي  را تغييارات  ايان  نداشات   وجاود  مشخصي

 هاای  اندام در دروني های کننده تنظيم اثر و غلظت ميزان

  (Radhika et al., 2006) داد نساابت گياااه مختلاا 

Mitten بارای  کاه  کردناد  گازارش  ،3312) همكاران و 

 حااوی کشات   محاي   در کاالوس  ابتادا  ساتي باي اييبازز

2,4-D محاي   در ساپس  ودش تشكيل کم کينتين و زياد 

 و Zhao شاود   زيرکشات  رشاد  هاای  کنناده  تنظايم  فاقد

 در سايتوکينين  اناد   مقادير معتقدند ،4553) همكاران

 تشاكيل  بار  مطلاوبي  تاأثير  اکساين  حااوی  کشات  محي 

 هااای ونااهگ از بسااياری در کااه طااوری بااه دارد  کااالوس

 شاده  توصايه  سايتوکينين  اناد   مقادير از استفاده ديگر

 ،4553) همكااران  و Gurelمطالعاه   البته بر اساس است 

 هاای  کشات  محي  به کينتين افزايش با قند، چغندر روی

 افازايش  هاا  کالوس خشك وزن و تر وزن D-2,4 دارای

 کردناد  گازارش  ،3300) همكااران  و Bingham يافت 

 زاياي  کاالوس  محاي   در سايتوکينين  و اکسين نسبت که

 هاای  کنناده  تنظايم   دارد ييزا جنين در زيادی بسيار تأثير

 گيااه،  داخلاي  رشاد  هاای  کننده تنظيم نظير خارجي رشد

 اسات  ممكان  کاه  کند مي طي را متابوليسمي مسير همان

 از متفااوتي  نتاايج  بنابراين، باشد  مضر يا مفيد گياه برای

 انتظااار تااوان مااي تفاااوتم هااای غلظاات درآنهااا  کاااربرد

 باه  توجاه  باا  بناابراين،   (Rashid et al., 2004) داشات 

 و ژنوتيااپ نااوع بافاات، کشاات در نظاار مااورد هاادف

 هاای  کنناده  تنظايم   ترکيا   از باياد  نظار،  مورد ريزنمونه

 گردد  استفاده مناس  رشدی
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Abstract 

An effective in vitro regeneration system is one of the prerequisites for genetic manipulation of alfalfa 

(Medicago sativa L.) varieties and genotypes. In this research, somatic embryogenesis of four alfalfa genotypes, 

6-18 (synthetic), 4-14 (Kara Yonje- Karakozlu), 3-27 (Kara Yonje Maraghe) and y-6 (Regen-SY), were 

investigated using leaf and petiole explants. Formation of callus and somatic embryogenesis was significantly 

influenced by the explant type and interaction of genotype and culture medium. Petiole explants of genotype 4-

14 produced the highest yield of callus (0.406 gr fresh weight of callus). Percentage of somatic embryogenesis 

and the number of embryos per callus in petiole explants of genotype 4-14 was higher than those of other 

genotypes and explants. In genotype 6-18, the highest percentage of somatic embryogenesis was achieved on MS 

medium containing 5 mg/L 2,4-D and 2 mg/L kinetin. There was no significant differences between genotypes 

and explants in terms of embryo conversion to plantlet, and on average, 58% of somatic embryos converted to 

plantlet on MS medium. The petiole explants of genotype 6-18 did not exhibit somatic embryogenesis response 

in medium containing low ratio of 2,4-D:Kinetin (5 mg/L 2,4-D and 2 mg/L kinetin). While, these explants 

showed somatic embryogenesis in higher ratio of 2,4-D:Kinetin (5:1). The plantlet conversion efficiency of 

somatic embryos produced through this study was relatively higher and therefore, the method presented in this 

study could be used in alfalfa genetic manipulation and molecular studies. 

Key words: Somatic embryogenesis, In vitro regeneration, Alfalfa, Medicago sativa L. 
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