
  
  توت فرنگيرويشي بر جنين زائي BA و D-2,4 مختلفهاي   غلظتاثر

(Fragaria ananassa Duch.)  
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  چكيده

بـراي  .  انجـام شـد  القاء، توسعه و بلوغ جنينبر  (BA) بنزيل آدنينو  D-2,4)(دي -فور  تو،مختلفهاي     غلظت اثرپژوهش حاضر به منظور مطالعه      
بر روي محـيط  ارقام كردستان، پاروس و كامارسا زايشي جوانه گل و پرچم  هاي    رويشي پهنك برگ، دمبرگ و گره و اندام       هاي    اين منظور ريز نمونه اندام    

 ميلـي   1 و   5/0،  25/0 در سه غلظـت      BAلي گرم در ليتر به تنهائي يا همراه با           مي 2 و   1،  5/0،  25/0 غلظت مختلف    چهار در   D-2,4 حاوي   MSكشت  
 موثر  توسعه و بلوغ جنين    ،رشد، نوع ريزنمونه و رقم قويا بر روي القاء        هاي    نوع و غلظت تنظيم كننده    . ، كشت شدند  BA به همراه شاهد بدون      گرم در ليتر  

هاي   جنين تعدادبيشترين   . توليد نمودند   جنين زا   در همه تيمارهاي هورموني كالوس     دمبرگ و پرچم  ي  ها   ريزنمونه ها به استثناي ريزنمونه     همه .مي باشند 
 در محـيط    لپه اي هاي    به جنين  كرويهاي    جنين توسعه درصد   بالاترين .حاصل شد  BA ميلي گرم    25/0 و   D-2,4 ميلي گرم    1 در محيط حاوي     كروي
بيـشترين درصـد    و   كـروي هـاي     جنـين  تعدادبيشترين  در بين انواع ريزنمونه ها و ارقام،         .ثبت شد  BA ميلي گرم    25/0 و   D-2,4ميلي گرم    5/0حاوي  
  .تعلق داشت وس رقم پاروبرگ پهنك ريزنمونه در  لپه ايهاي  به جنين كرويهاي  جنين توسعه
  

  رشدهاي  تنظيم كننده ريزنمونه، جنين زايي رويشي،، توت فرنگي: كليديهاي  واژه
  

    1  مقدمه
،  كه از طريق كشت اين ويترو بدست مـي آيـد      جنين زايي رويشي  

). 31(نــسبت بــه انــدام زايــي معمــولي، داراي چنــدين مزيــت اســت  
توسعه يافتـه ريـشه و      هاي    آغازينهاي رويشي با توجه به وجود        جنين

شروع به جوانـه زنـي مـي     شاخه، بدون يك مرحله اضافي ريشه زايي،
رويـشي از   هاي    جنين). 16( مي نمايند    كنند و به راحتي گياهچه توليد     

مي تـوان   و  ) 4(زيگوتي مي باشند    هاي    مختلفي، شبيه جنين  هاي    جنبه
گونـاگون مـرتبط بـا فرآينـد جنـين زايـي            هاي    جنبه آنها   با استفاده از  

جنين زايـي رويـشي نقـش       همچنين  . زيگوتي را مورد مطالعه قرار داد     
هـاي    مي كـه بـا برنامـه      مهمي در تكثير رويشي ايفا مي كند، و هنگـا         

تلفيق شود يك ابـزار بـا ارزشـي را      مولكولي واصلاح نبات كلاسيك
 تجـاري فـراهم مـي       يگياههاي    براي بهبود خصوصيات ژنتيكي گونه    

  ). 28(نمايد 
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ي كـه بـه طـور مـستقيم در تنظـيم مراحـل              يدر ميان سيگنال ها   
گيـاهي مهمتـرين    هـاي     مختلف جنين زائي شركت مي كنند، هورمون      

 D-2,4اكسين مصنوعي   از  در جنين زايي رويشي اغلب      . قش را دارند  ن
 نقش كليدي در القـاء جنـين        ،اين تنظيم كننده رشد   . استفاده مي شود  
مربـوط بـه تـنش      هاي     موجب بيان ژن   D-2,4زيرا  . زايي رويشي دارد  
، 9(جنين زايي را نيز تحريـك مـي كنـد           هاي    حركممي شود و ساير     

اند از طريق فعاليت اكسيني قوي اش با نفوذ          مي تو  D-2,4). 26  و 13
و تاثير گذاري در متابوليسم دروني ساير فيتوهورمون ها، جنـين زايـي             

  ). 4(رويشي را به طور مستقيم يا غيرمستقيم تنظيم كند 
القـاء جنـين زايـي رويـشي        در  در بيشتر مواردي كه سيتوكنين ها       

). 5(شده انـد    زوده  ، همراه با اكسين به محيط كشت اف       نقش داشته اند  
سيتوكنين، بـه شـدت مـانع جنـين زايـي           هاي    ، بازدارنده در اين مرحله  
سـيتوكنين هـا در      ).29( هويج مي شود  در  اپيدرمي  هاي    رويشي سلول 

مراحل بسيار اوليه جنين زايي رويشي، نظير تشكيل توده سلول جنيني           
ز يـابي    بيـشتر از تمـاي     يدر تقسيم سلول  آنها  نقش  بنابراين  نقش دارند،   

  ). 2 (استجنين 
تا كنون مطالعات   است و   بسيار مشكل   در توت فرنگي جنين زائي      

جنين زايي رويشي توت فرنگي صورت گرفته اسـت         خصوص  كمي در   
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  و )18(هنوز مرتفع نشده اسـت      آن  و بعضي از مشكلات تكنيكي       )3( 
در پژوهش ها در خصوص جنـين زائـي رويـشي تـوت فرنگـي هنـوز                 

آوري  بيشتري به منظور توسعه اين فن     هاي     و تلاش  استمرحله اوليه   
اين مطالعه مي تواند زمينه توليد گياهان       ). 8  و 1(مورد نياز خواهد بود     

 مـصنوعي و    هايتوليـد بـذر    ،در شرايط اين ويتـرو    گزينش  تراريخت،  
بنابراين اين تحقيق بـه منظـور تعيـين        . را فراهم كند  حفظ ژرم پلاسم    

هـاي    رشد و ريزنمونه اندام   هاي    ظيم كننده غلظت، نوع تن  مناسب ترين   
  .  اجرا شدتوت فرنگيرويشي  جنين زائي جهت بهبود كارائيمختلف 

  
  مواد و روش ها

 تـوت فرنگـي در      جنين زايي رويشي  بررسي  به منظور   اين تحقيق   
 در آزمايشگاه كشت بافت دانشگاه كردستان اجرا        1389 تا   1388سال  
هنك بـرگ، گـره، دمبـرگ، پـرچم و          پهاي    ريزنمونهبراين اساس   . شد

 بـر   كـالوس جهت توليـد    ،   ارقام كردستان، پاروس و كامارسا     جوانه گل 
نفتـالين اسـتيك     ميلي گرم در ليتر      4همراه با    MSمحيط كشت   روي  
 روز كـالوس حاصـل از ايـن         28پـس از    .  كشت شـدند   (NAA) اسيد

 pH ،3 = 8/5 آگـار و % 8/0 حـاوي  MS محيط كشت ريزنمونه ها به
 در چهـار غلظـت مختلـف    D-2,4صد ساكارز و تركيبات هورمـوني      در
 در سـه غلظـت      BA ميلي گـرم در ليتـر همـراه بـا            2و  1،  5/0،  25/0
  منتقـل  ،BA به همراه شاهد بـدون        ميلي گرم در ليتر    1 و   5/0،  25/0

 در هود لامينـار و در شـرايط اسـتريل محـيط    براي اين منظور . شدند
 سـانتي  10 در هر پتري ديش با قطـر          ميلي ليتر  25به مقدار   ها  كشت  

كـشت درون  هـاي   اي شدن محيط پس از سرد و ژله . متر توزيع شدند  
 ـ  هاي    انداماوليه  پتري ديش، كالوس      ميلـي  50 وزن حـدود     امختلـف ب

 6 تـا    5در هر پتري ديـش      . گرم بر روي محيط كشت منتقل گرديدند      
  .كالوس كشت گرديد

 25±1ك رشد و در دمـاي   كشت ها در اتاق، به منظور جنين زايي   
 در شـرايط تـاريكي       درصـد  75درجه سـانتي گـراد و رطوبـت نـسبي           

با تركيـب   هاي    كشت هفته كالوس ها در محيط       4هر  . نگهداري شدند 
در طـي ايـن مرحلـه از جنـين زايـي،            . هورموني قبلي واكـشت شـدند     

كه توليـد جنـين     هاي    تغييرات مورفولوژيكي كالوس ها، درصد كالوس     
. مرحله كروي يادداشت برداري و ثبت گرديد      هاي    داد جنين نموده و تع  

با تركيـب   هاي    كشت در محيط    داراي جنين كروي  هاي    سپس كالوس 
هورموني قبلي واكشت شدند و تعداد جنين ها در مرحله قلبي، نيزه اي             

در طـي مرحلـه   .  شـمارش و ثبـت شـد      كالوسو مرحله لپه اي در هر       
 توليـد شـده در مراحـل كـروي،          هاي رويـشي   جنين زايي، تعداد جنين   

ــدون   ــكل و كوتيلـ ــي، اژدري شـ ــتگاه   يقلبـ ــتفاده از دسـ ــا اسـ ، بـ
  .برداري شدند سكوپ، شمارش و عكسميكرواسترئو
  
  

  رويشيهاي   جنينجوانه زني
رويشي مرحله لپه   هاي    ، جنين رويشيهاي     جنين جوانه زني براي   

در  ميلي گرم    1ساكارز و    درصد3 حاوي   MSپايه  كشت  اي به محيط    
سـاعت  16 انتقال داده شدند و در اتاقك رشد در شرايط نور            3GAليتر  

 درجـه سـانتي گـراد       25 ± 1  دمـاي   سـاعت تـاريكي در     8روشنائي و   
   .نگهداري شدند

  
    ها گياهچهگار كردنساز

س و كامارسـا را     وريشه دار شده ارقام كردستان، پار     هاي     گياهچه
يـك بـار    تدريج بـا آب     به دقت از محيط كشت جدا سازي نموده و به           

ملايم جهت حذف بقاياي محيط كشت چسبيده بـه ريـشه هـا             تقطير  
 دقيقـه   10-15 درصد قارچ كش به مـدت        1شسته شدند و در محلول      

كشت با تركيب پرلايت    هاي    قبل از انتقال، ضدعفوني شده و به سيني       
 هفته  2 انتقال داده شدند و اين گياهان به مدت          1به2و پيت به نسبت     

 2000 درجه سانتي گراد، با شدت نور        20 ± 1تاقك رشد در دماي     در ا 
 درصـد  90  نـسبي  ساعت روشنايي، بـا رطوبـت  16 لوكس و فتوپريود
پلي اتـيلن سـياه رنـگ     هاي    سپس آنها را به گلدان    . نگهداري گرديدند 

 منتقل نموده   1:1:1، پيت و ماسه استريل به نسبت        زراعيحاوي خاك   
 بـراي  . درصد نگهـداري شـدند     80 تا   75بي  و در گلخانه با رطوبت نس     

 گياهان كشت شـده در گلـدان        ،جلوگيري از دست دادن سريع رطوبت     
 هفتـه گوشـه   2 بعـد از  .پلي اتيلن شفاف پوشـانده شـدند  هاي  با كيسه 

 درصد  60بالايي كيسه پلي اتيلن بريده شد و رطوبت نسبي گلخانه تا            
 محيطـي بيـرون   كاهش يافت تا گياهان به تدريج در معـرض شـرايط          

  . قرار بگيرند
هاي حاصل از يادداشت برداري صفات مختلف        در اين تحقيق داده   

با چهـار   بر اساس روش آماري فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي           
هـا بـه روش آزمـون چنـد           ميـانگين داده   همقايـس . تجزيه گرديد تكرار  
هـاي   بـراي تجزيـه   .انجام شـد % 5اي دانكن در سطح احتمــال      دامنه

  . استفاده گرديد SASآماري از نرم افزارهاي
  

  نتايج و بحث
ريزنمونه پهنك برگ، گـره، دمبـرگ،       هاي    كالوسپس از واكشت    
 ميلي گـرم در     4حاوي   MSمحيط كشت   حاصل از   پرچم و جوانه گل     

مورد اسـتفاده  هاي     محيط كشت  ، به (NAA)نفتالين استيك اسيد    ليتر  
تشكيل .  شد مشاهده هفته   8زا بعد از    القاء كالوس جنين    ) 4و2جداول  (

در بـين   . جنين زا با توجه به نـوع ريزنمونـه متفـاوت بـود            هاي    كالوس
 ، بـرگ، گـره و جوانـه گـل         پهنكريزنمونه  مختلف، كالوس   هاي    اندام

جنين زا  هاي    در مقابل كالوس  . نمودندتوليد   ي بيشتري زا كالوس جنين 
هـاي   تلف تنظـيم كننـده    مخهاي    در ريزنمونه پرچم و دمبرگ در تيمار      
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شد بنابراين از تجزيه آماري آنها صرف نظر        نرشد مورد مطالعه تشكيل     
  .گرديد

زا  جنـين هاي   پس از انتقال كالوس روز21 تا 14كروي هاي   جنين
هـاي    به محيط كشت بر روي آنهـا تـشكيل شـد ولـي تمـام قـسمت                

لپه ي  ها  جنين. جنين زا قابليت توليد جنين كروي نداشتند      هاي    كالوس
داراي جنـين كـروي،     هـاي      پس از واكشت كـالوس     روز 28 تا   21 ،اي

ثانويه تـشكيل   هاي    اوليه جنين هاي    بر روي برخي جنين   . توسعه يافتند 
شد و مراحل مختلف جنين زايي رويشي به طور همزمان بر روي يـك        

 اين امر نشان مي دهد كه جنين زايي رويشي در           نشد مشاهده   كالوس
 گزارش شده   ). پ -1شكل( همزمان است غير  يده  توت فرنگي يك پد   

 دارنـد ولـي     جنين زائي اگر چه همه سلول ها بطور مساوي قابليت         كه  
تـوده  هـاي     تشكيل شده در مقايـسه بـا تعـداد سـلول          هاي    تعداد جنين 

سلولي، بسيار ناچيز اسـت و بخـش محـدودي از سـلول هـا، تـشكيل        
لول و قابليـت    يك همبستگي بين نوع س    . رويشي مي دهند  هاي    جنين

مناطق خاصي از توده سـلولي، قابليـت جنـين           جنين زايي وجود دارد و    
  ).30 و 26، 14( دارندرا زايي رويشي 

  
  بر جنين زائيرشد هاي  تنظيم كنندهنقش 

دهـد كـه بـين         نشان مي ) 1جدول  (ها    نتايج تجزيه واريانس داده   
ن  از نظر درصد تشكيل كالوس جني      D-2,4هاي    سطوح مختلف غلظت  

درصـد تـشكيل     و   مرحله كروي در هـر ريزنمونـه      هاي     تعداد جنين  ،زا
% 1معنـي داري در سـطح احتمـال         بـسيار     لپه اي اخـتلاف   هاي    جنين

 تنظيم كننـده رشـد در   ينتايج نشان داد كه همه تيمارها . شتوجود دا 
هـاي     كـالوس  ،انواع ريزنمونه ها به استثناي ريزنمونه پرچم و دمبـرگ         

  .نمودندشكل توليد مرحله كروي اي ه جنين زا و جنين
دهـد كـه بـين         نشان مي ) 2جدول  (ها    نتايج مقايسه ميانگين داده   

از ) >05/0P( معنـي داري       اختلاف D-2,4هاي    سطوح مختلف غلظت  
مرحله كروي در   هاي    نظر درصد تشكيل كالوس جنين زا و تعداد جنين        

 در  D-2,4 ،بر اساس نتايج بـه دسـت آمـده        . هر ريزنمونه وجود داشت   
كروي ريزنمونه هـا مناسـب   هاي  القاء كالوس جنين زا و تشكيل جنين  

مـي توانـد بـا نفـوذ و تـاثير      خـود  فعاليت اكسيني قوي با   D-2,4. بود
گذاري در متابوليسم دروني ساير فيتوهورمون ها، جنين زايي رويـشي           

با افزايش غلظت اين     ).4( را به طور مستقيم يا غيرمستقيم تنظيم كند       
 درصد تشكيل كالوس جنـين  ، ميلي گرم در ليتر    1تا  نظيم كننده رشد    ت

مرحله كروي در هر ريزنمونه نيز افزايش يافت به         هاي    زا و تعداد جنين   
هـاي   نحوي كه حداكثر درصد تشكيل كالوس جنين زا و تعـداد جنـين       

 ميلـي گـرم در ليتـر ايـن          1مرحله كروي در هر ريزنمونـه در غلظـت          
 شـده در رابطه با همين موضوع مشاهده  . اصل شد حتنظيم كننده رشد    

 فقط در محدوده مشخصي     انرويشي گياه هاي     و تكامل جنين   ءكه القا 
  ).1 ( رديگ  انجام ميD-2,4از غلظت

مرحلـه  هاي     كالوس جنين زا و جنين     القاي قادر به    D-2,4اگر چه   
بـا افـزيش   . غلظت بالاي آن بازدارنده اين صفات بـود    اما استكروي  
 ميلـي گـرم موجـب كـاهش         1 اين تنظيم كننده رشد بـيش از         غلظت

مرحله كروي در هـر   هاي    درصد تشكيل كالوس جنين زا و تعداد جنين       
به نظر مي رسد ايجاد يك شيب اكسين بـراي  ). 2جدول( شد   ريزنمونه

  ). 27(ايجاد تقارن دو طرفه طي مراحل اوليه جنين زايي لازم باشد 
  

  
   مختلف ارقام توت فرنگيهاي  ريزنمونهبر جنين زائي رويشي  D-2,4 مختلفهاي  ر غلظتاث تجزيه واريانس -1جدول 

  ) پاروس و كامارسا،كردستان(
  )MS(ميانگين مربعات 

  درصد تشكيل  درجه آزادي  غييراتتمنبع 
  جنين زاهاي  كالوس

كروي در هاي  جنين تعداد
  هر ريزنمونه

  درصد تشكيل 
  لپه ايهاي   جنين

 41/50* 56/3** 81/308**  2  رقم
 58/913** 49/11** 94/1706**  2  ريزنمونه
 2,4-D  3  **95/5607 **00/42 **76/1750 
  39/20**  65/0** 87/41**  4  رقم× ريزنمونه
2,4-D × 17/28**  67/0**  80/149**  6 رقم  
2,4-D × 59/94**  52/3**  53/357**  6 ريزنمونه  
2,4-D × 52/31**  20/0**  38/32**  12 رقم× ريزنمونه  

  51/1  02/0 26/2  108  خطاي آزمايش
CV -  97/4  44/6  92/3  

  دار آماري عدم وجود اختلاف معني = ns، % 1و % 5دار در سطح احتمال    بترتيب معني:**و *
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  مختلف ارقام توت فرنگيهاي  ريزنمونهبر جنين زائي رويشي  D-2,4 مختلفهاي  اثر غلظت مقايسه ميانگين -2جدول 
  ) پاروس و كامارسا،ردستانك(

 D-2,4  لپه ايهاي  درصد تشكيل جنين  تعدادجنين كروي در هر ريزنمونه  جنين زاهاي  درصد تشكيل كالوس
)mg/l(  

  كامارسا  پاروس  كردستان  كامارسا  پاروس كردستان  كامارسا  پاروس كردستان
                  ريزنمونه برگ

25/0 qrs00/22  t50/18  st50/19  t57/0  q20/1  p42/1  e02/38  c92/42  de72/39  
5/0 l75/31  gh82/37  m00/30  o65/1  e40/3  g85/2  c80/42  a00/49  b70/44  

1 c50/56  a00/67  b50/62  c20/4  b87/4  a15/5  fg32/34  f10/35  hi97/31  
2 hi00/37  mn25/28  kl00/33  jk20/2  klm05/2  hi40/2  j85/29  lmn95/26  st57/20  

                  ريزنمونه گره
25/0 uv75/13  rst50/21  v00/12  rs85/0  q15/1  st70/0  hi15/32  jkl75/28  klm70/27  
5/0 op75/24  fg50/38  kl75/32  mn95/1  g87/2  h57/2  de62/39  d22/40  c15/42  

1 e50/42  d00/48  fg50/38  f20/3  c27/4  d72/3  jk90/28  jk12/29  no67/25  
2 pq25/24  st95/20  qr80/22  no85/1  klm07/2  gk20/2  t00/20  qrs12/22  u87/17  

                  ريزنمونه جوانه گل
25/0 uv50/12  st50/19  u00/15  rs87/0  r95/0  rs85/0  mno67/26  hi92/31  jk92/28  
5/0 rst50/21  jk25/34  mn75/28  pq32/1  o67/1  no85/1  gh87/32  f95/35  ij50/30  

1 m75/30  ef00/41  hi25/35  klm05/2  h57/2  ij25/2  j02/30  qr60/22  jk27/29  
2 no00/26  pqr25/23  t75/18  kl15/2  lmn97/1  no80/1  op97/24  rst32/21  pq32/23  

  20/30  16/32  68/31 31/2  42/2 90/1  06/29  21/33 60/28  ميانگين
  .داري ندارند اختلاف معني% 5، بر اساس آزمون دانكن در سطح صفت ارزيابي شدههاي داراي حرف مشترك در هر  ميانگين       

  
كـشت قبلـي    هاي    مرحله كروي در محيط   هاي    هنگامي كه جنين  

  و نمـو    به مرحله لپه اي توسـعه      روز 28 تا   21زير كشت شدند پس از      
مختلـف  هاي    مرحله كروي كه در غلظت    هاي     جنين درصد. پيدا كردند 

 4  و 2 ولا يافته اند درجـد    نمو به مرحله لپه اي      رشدهاي    تنظيم كننده 
هـاي   روي به جنينكهاي  واكشت، جنيندر طي   . نشان داده شده است   

 محقـق شـد   جنين   بلوغ   كشتلپه اي توسعه يافتند و در همان محيط         
مختلف اثرات متنوعي   هاي    كشتنتايج نشان داد كه محيط      ). 1 شكل(
 .اي دارنـد   به مرحله لپه  و رسيدن آنها    رويشي  هاي     و بلوغ جنين   نمو بر

ي زايـي رويـش    جنـين هـاي     رشد به عنوان القاء كننده    هاي    تنظيم كننده 
براي حصول جنـين زائـي مطلـوب، تركيـب تنظـيم            و  عمل مي كنند    

هـاي   غلظـت . )23و1 (رشد مهمترين نقش را ايفا مي كننـد      هاي    كننده
 رويـشي بـالغ  هـاي    تعـداد جنـين    بر اثرات معني داري     D-2,4مختلف  

 ميلـي گـرم     5/0حاوي  كشت  براي بلوغ جنين رويشي محيط      . شتنددا
2,4-D   حـوي كـه بيـشترين تعـداد جنـين          بـه ن  .  موثرترين غلظت بود

 ). ج 1شكل و   2 جدول( تشكيل شد  كشتمرحله لپه اي در اين محيط       
2,4-D        مي تواند به عنوان يك عامل تنش زاي قوي منجر بـه جنـين 

بالا اين تنظيم كننده رشد     هاي    در مقابل غلظت  ). 4( زايي رويشي شود  
 جـدول (د  توسعه جنين را به شدت كاهش دا      )  ميلي گرم در ليتر    2 و   1(
 ممكـن   D-2,4برخي گزارش ها نشان مي دهد كه غلظت بـالاي           ). 2

است به دليل اثرات بازدارنده بر رشد و يا اثرات زيان آور در متابوليسم              
  ).20(سلولي، براي گياهان مضر باشد 
 بـالاترين   D-2,4 ميلي گرم در ليتر      1مطالعات اوليه نشان داد كه      

مرحله كـروي   هاي    و تعداد جنين  درصد تشكيل كالوس جنين زا      ميزان  
كـشت  براي بلوغ جنـين رويـشي محـيط         و   القاء نمود    در هر ريزنمونه  

بنـابراين، بـراي    .  موثرترين غلظـت بـود     D-2,4 ميلي گرم    5/0حاوي  
در اين  ) BA( و سيتوكنين    )D-2,4(مطالعات بيشتر اثر تركيبي اكسين      

هـا    ريـانس داده  نتـايج تجزيـه وا    . ريزنمونه ها مورد ارزيابي قرار گرفت     
 از  BAهـاي     دهد كه بين سطوح مختلف غلظـت         نشان مي ) 3جدول  (

مرحله كـروي در    هاي     تعداد جنين  ،نظر درصد تشكيل كالوس جنين زا     
معنـي  بـسيار     اخـتلاف لپه ايهاي  درصد تشكيل جنين و هر ريزنمونه 

 و اثــرات متقابــل دوگانــه. شــتوجــود دا% 1داري در ســطح احتمــال 
 1ز در سـطح     ي ـ ن صفات مـورد بررسـي    اين فاكتور ها بر     ان  ي م گانه سه

 و رقم بـه طـور       ، نوع ريزنمونه  درصد معني دار شد و تنظيم كننده رشد       
نتايج نشان اين .  موثر بودندرويشيزائي  جنين  ي  يمعني داري در كارآرا   

فرنگـي   داد كه سيتوكنين نقش مهمي در القاي جنـين رويـشي تـوت            
  درتاعمـد  هـا  سـايتوكينين  هي،گيـا  بافـت  كـشت  در. كنـد  بازي مي
هـاي   بافـت  و كـالوس  از نابجاهاي  شاخه تمايزيابي و سلولي تقسيمات
  ). 15(كنند  مي شركت گياهي



  421     ... توت فرنگيرويشي بر جنين زائي BA و D-2,4 مختلفهاي   غلظتاثر

  

  
 -توسعه جنين، ت -پ كروي،هاي  مراحل اوليه جنين - ب كالوس جنين زاي ريزنمونه برگ،- الف. مراحل جنين زائي رويشي توت فرنگي-1 شكل

  در گلخانههاي  سازگاري گياهچه -ج در اتاقك رشد،هاي  سازگاري گياهچه -لپه اي، ثاي ه جوانه زني جنين
  

 نـشان مـي دهـد كـه         4 جـدول هـاي     مقايسه ميـانگين  هاي    داده
اثر  )D-2,4( در تركيب با اكسين )BA(مختلف سيتوكنين هاي  غلظت

 تعـداد   ،تشكيل كالوس جنـين زا     درصدبر روي    )>05/0P(معني داري   
هـاي   درصد تـشكيل جنـين      و مرحله كروي در هر ريزنمونه    هاي    جنين

در بيشتر مواردي كه سيتوكنين ها جنين زايـي رويـشي   . داشت لپه اي 
). 5(د  نرا القاء مي كند، همراه با اكسين به محيط كشت افزوده مي شو            

به نظر مي رسد سيتوكنين ها نقش مهمي در تقسيم سلولي بازي مـي              
  ).2(ر از تمايز يابي جنين است كنند، كه اين نقش بيشت

 D-2,4 ميلـي گـرم      1 در تركيـب بـا       BAمختلف  هاي    در غلظت 
مرحله كروي در هـر   هاي    درصد تشكيل كالوس جنين زا و تعداد جنين       

هر هاي    بيشترين درصد القاء كالوس در ريزنمونه     . متفاوت بود  ريزنمونه
 BA  ميلي گـرم   25/0 و   D-2,4 ميلي گرم    1سه رقم در محيط حاوي      

تـشكيل   اثـر مثبتـي بـر       تنظيم كننده رشد   استفاده از اين     وبدست آمد   
ارقام مورد مطالعـه    هاي    ريز نمونه كروي  هاي    كالوس جنين زا و جنين    

هايي مبني بر اثر مثبـت سـيتوكنين در          در همين راستا گزارش   . شتدا
طـور مثـال در       بـه . وجـود دارد  مختلف  القاي جنين رويشي در گياهان      

ها مفيد تـشخيص      زايي رويشي پسته استفاده از سيتوكينين       نالقاي جني 
 بـه   ميلـي گـرم  1 تـا  BA با افزايش غلظت  ولي ).22(داده شده است    

ئـي تـشكيل نـشد      كـالوس جنـين زا    دليل ايجاد اندام زائي هيچ گونـه        
اين كاهش تشكيل كالوس جنين زا و جنين كروي ممكـن          .)4 جدول(

 و سيتوكنين باشد زيرا سيتوكنين      است ناشي از آنتاگونيسم بين اكسين     
خصوصا در غلظت بالا، آنزيم ايندول استيك اسيد اكسيداز را فعال مي            

 يكي ديگر از دلايل كه تيمار تركيبـي ممكـن اسـت منجـر بـه                  و كند
كاهش پديـده ميـزان تـشكيل كـالوس جنـين زا و جنـين كـروي در                  

نين بـا در نظـر گـرفتن مكمـل سـيتوك           ها شود اين است كه       ريزنمونه
بين اكسين و سيتوكنين مناسب جهت تمايز يـابي          بيروني، نسبت كلي  

مجدد سلول كالوس از بين رفته و بافـت كـالوس تمايـل بـه تـشكيل           
  ). 17(شاخساره مي نمايد 

 جنـين تـوت    توسعه برD-2,4 همراه با BAتنظيم كننده رشد    اثر  
 BA ميلـي گـرم در ليتـر         25/0اضـافه نمـودن     . بودفرنگي نيز مثبت    

 به محيط در مقايسه بـا شـاهد         D-2,4ميلي گرم در ليتر      5/0همراه با   
بــه طــور معنــي داري را رويــشي مرحلــه لپــه اي هــاي  تعــداد جنــين

)05/0<P (  سـيتوكنين خـصوصا در غلظـت پـايين سـنتز            .دادافزايش
RNA                و پروتئين را در گياهان افزايش مي دهـد و از طريـق افـزايش 

در جنـين   غذايي به محل تيمـار شـده،        تقسيم سلولي و يا حركت مواد       
 ميلـي گـرم     1حاوي  كشت  در مقابل محيط     ).17 (زائي مفيد مي باشد   

رويـشي را  هاي   در مقايسه با ساير غلظت ها، توسعه جنين     BAدر ليتر   
  ). 4 جدول(به طور معني داري كاهش داد 
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 ،كردستان(ارقام توت فرنگيمختلف هاي  ريزنمونهرويشي ين زائي بر جن BA مختلفهاي   همراه با غلظتD-2,4 اثر  تجزيه واريانس- 3جدول
  )پاروس و كامارسا

  )MS(ميانگين مربعات
هاي  درصد تشكيل كالوس  درجه آزادي  منبع تغييرات

  جنين زا
تعدادجنين كروي در هر 

  هاي لپه اي درصد تشكيل جنين  ريزنمونه

 35/29** 58/2** 78/501**  2  رقم
 23/2287** 38/35** 67/5613**  2  ريزنمونه

BA  3  **43/19716 **34/203 **03/6920 
  02/59**  10/0** 94/57**  4  رقم× ريزنمونه

BA × 21/26**  43/0**  17/126**  6 رقم  
BA × 38/245**  47/4**  72/332**  6 ريزنمونه  
BA × 38/27**  33/0**  37/85**  12 رقم× ريزنمونه  

  03/1  01/0 81/1  108  خطاي آزمايش
CV -  32/3  93/3  52/2  

  %1و % 5دار در سطح احتمال   بترتيب معني:**و *
  

 ،كردستان(ارقام توت فرنگيمختلف هاي  ريزنمونهرويشي بر جنين زائي  BA مختلفهاي   همراه با غلظتD-2,4اثر  مقايسه ميانگين -4 جدول 
  )پاروس و كامارسا

  BA  لپه ايهاي  درصد تشكيل جنين  كروي در هر ريزنمونهتعدادجنين   جنين زاهاي  درصد تشكيل كالوس
 mg/l(  

  كامارسا  پاروس  كردستان  كامارسا  پاروس  كردستان  كامارسا  پاروس  كردستان
                  ريزنمونه برگ

0/0 f50/56  d00/67  e50/62  ij20/4  f87/4  de15/5  l52/42  j10/48  k75/45  
25/0 b25/73  a50/84  c50/70  b15/6  a00/7  a17/7  b55/62  a75/65  c50/59  
5/0 e60/61  f25/57  h50/50  c80/5  c67/5  ef00/5  fg57/53  h00/50  de75/55  

1 q75/12  s25/8  r25/10  s00/0  s00/0  s00/0  t62/24  rs65/28  p80/31  
                  ريزنمونه گره

0/0 jk50/42  i00/48  m50/38  n50/3  hi27/4  m72/3  m60/40  lm50/41  l62/42  
25/0 f00/57  d75/67  e50/61  ef97/4  c82/5  d20/5  ef72/54  c92/58  b20/61  
5/0 jk70/42  h55/50  g75/52  jk02/4  g52/4  hi27/4  n67/35  qr05/30  o50/33  

1 p25/17  q50/13  t00/0  s00/0  s00/0  s00/0  s00/28  t75/24  u75/22  
                  ريزنمونه جوانه گل

0/0 o75/30  kl00/41  n25/35  r00/2  p57/2  q25/2  o55/33  n87/35  pq50/30  
25/0  lm50/39  gh92/50  j25/44  kl95/3  gh47/4  hi32/4  gh35/52  d15/57  i77/49  
5/0 o50/31  j50/43  m75/38  o07/3  k00/4  lm77/3  qrs00/29  p80/31  qrs17/29  

1 t00/0  t00/0  t00/0  s00/0  s00/0  s00/0  u87/21  v75/19  w87/14  
  76/39  19/41  92/39  40/3  60/3  13/3  72/38  35/44 77/38  ميانگين

  .داري ندارند اختلاف معني% 5، بر اساس آزمون دانكن در سطح صفت ارزيابي شدههاي داراي حرف مشترك در هر  ميانگين*: 
  

  رويشي  بر جنين زائياثر رقم
دهد كـه     نشان مي ) 3  و 1 ولاجد(نتايج حاصل از تجزيه واريانس      

 درصـد   ،شـد مختلـف   رهـاي     كشت حاوي تنظيم كننده   هاي    در محيط 
 تـشكيل جنـين   و درصـد  تعداد جنين كـروي     ،تشكيل كالوس جنين زا   

) >01/0P(دار  آمـاري بـسيار معنـي     اي در ارقام مورد مطالعه از نظر       لپه
 نظير ژنوتيپ، تركيب عناصـر غـذايي محـيط          عواملبسياري از   . است

بسيار موثر مي   كالوس جنين زا    رشد بر القاء    هاي    كشت و تنظيم كننده   
تـشكيل  بـه   پاسـخ  ها نشان داد كه     مقايسه ميانگين  نتايج). 19( اشندب

 تشكيل جنـين لپـه       درصد و مرحله كروي هاي     جنين ،كالوس جنين زا  
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به نحوي كه رقم پاروس نـسبت  .  مي باشدرقماي به شدت وابسته به      
 تعـداد   ،زا درصـد تـشكيل كـالوس جنـين       به رقم كامارسا و كردسـتان       

 تشكيل جنين لپه اي بيشتري داشت       درصد مرحله كروي و  هاي    جنين
هاي درون يـك   گياهي ژنوتيپ هاي    در بسياري از گونه   ). 4 و 2ولاجد(

زائي متنوعي دارند اين گونه تفاوت ها ممكن است         گونه ظرفيت جنين  
به ميزان توانائي عناصر كليدي در مسير جنين زائي ارتباط داشته باشد            

ولتيوارهـاي تـوت فرنگـي      مقايسه خـصوصيات ژنتيكـي ك      ).12  و 11(
نشان مي دهد كه تفاوت ژنتيكي در بين كولتيوارهاي مختلـف تعيـين             

ايـن  ). 23 و   7،  6(باشـد    آنهـا مـي   و جنين زائـي     كننده قابليت باززايي    
اختلاف ناشي از حساسيت ارقام به محيط كشت جنين زايي مي باشـد             

)19.(   
  

  ريزنمونه بر جنين زائي رويشياثر 
از نظـر درصـد تـشكيل       داده هـا نـشان داد كـه         مقايسه ميانگين   

در   لپـه اي   تشكيل جنين  درصد    تعداد جنين كروي و    ،كالوس جنين زا  
وجود  )> 05/0P( مختلف اختلاف معني داري هاي  بين ريزنمونه اندام

اين صفات به طور قابل ملاحظه اي تحت تاثير نوع ريزنمونـه            و  . دارد
اوليـه  هـاي     وع ريزنمونه، كـالوس    از پنج ن   ).4 و 2 ولاجد(قرار گرفتند   

 ريزنمونـه  . كالوس جنين زا توليد نكردند،پرچم و دمبرگهاي   ريزنمونه
مورد مطالعـه در مقايـسه ميـــــانگين بـه          هاي    ريزنمونه در بين    برگ

 در رتبه دوم    ريزنمونه گره . روش آزمون دانكن در رتبه اول قرار گرفت       
بنابراين .  داد  به خود اختصاص   ترين رتبه را     پايين جوانه گل  ريزنمونهو  

ومن ي طبق نظريه ن   .باشد  زايي رويشي حياتي مي     جنين نوع ريزنمونه در  
 بنـابراين بايـد ريزنمونـه و بافـت          ،باشند  زا مي   تمام گياهان جنين  ) 21(

نيـز  ) 11(كرمـي و همكـاران       .زايي در گياه را پيدا نمود      مناسب جنين 
 ـهاي    گزارش نمودند كه در بين اندام      ف ميخـك فقـط ريزنمونـه       مختل
  .گلبرگ قابليت جنين زائي دارد

  
   ها گياهچهيگارسازجوانه زني جنين ها و 

پايـه  كـشت    جنين رويشي مرحله لپه اي به محـيط          پس از انتقال  
MS   3 ميلي گـرم در ليتـر        1ساكارز و    درصد 3 حاويGA  ،  ميـانگين

هر  درصد براي    67 تا 65رويشي در حدود    هاي    ميزان جوانه زني جنين   
  . حاصل شدسه رقم 

هـاي   گياهـان حاصـل از جنـين      ، هـا  ي گياهچـه  گارسازبه منظور   
كشت حاوي پيت و پرليت در اتاقك       هاي    در سيني ) ت1شكل(رويشي  

 درصــد گياهچــه هــا زنــده ماندنــد 90 تــا 85 هفتــه 4پــس از رشــد 
 80 تـا   75 هفتـه    4پس با انتقال آنها به گلخانه پـس از          س .)ث1شكل(

شـكل   (زنده ماندند و به صورت طبيعي رشد نمودند       درصد گياهچه ها    
با وجود پتانسيل فـوق العـاده ريزازديـادي، ايـن روش هنـوز بـا          .) ج 1

مشكلات ميـزان    يكي از مهم ترين      .مشكلات بسياري روبرو مي باشد    
مـدت  زنده ماندن گياهچه در هنگام انتقال به شرايط برون شيـشه، در         

). 25(لخانه و يا مزرعه مي باشد        گ در به آب هواي جديد      سازگار كردن 
ظرفيت فتوسنتز پايين در شرايط اين ويترو ناشـي         اين مشكل به دليل     

 ناكافي، و رطوبت نسبي     2COاز حضور قند در محيط، نور كم و ميزان          
شـرايط در نهايـت بـر عملكـرد         ايـن   . مـي باشـد   بالا در درون شيشه     
  ).24  و10(فتوسنتز گياه موثراند 
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