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  چكيده

به دليل مشكلات در القاء ريشه زايي به عنـوان  ه عدس گيا. رود مي باززايي موثر و با كارايي بالا از پيش نيازهاي اساسي انتقال ژن به گياهان بشمار
به اين منظور از دو روش اين ويترو و روش اين ويوو به دنبال اين ويترو جهـت ريشـه    .شود مي سرسخت در باززايي كامل گياه محسوببقولات يكي از 

ويوو روش مناسب تري نسبت به روش اين ويترو جهت ريشه زايـي  ينا -ويتروروش ريشه زايي اين. باززايي شده در اين گياه استفاده شدهاي  زايي ساقه
نسـبت بـه   %) 70(، داراي ريشه زايي بيشتري BAPميلي گرم در ليتر 2باززايي شده از محيط حاوي هاي  ساقه. باززايي شده تشخيص داده شدهاي  ساقه
 .باشـد  مي در ريشه زاييها  باشند كه نشان دهنده اثر بازدارندگي سيتوكينين مي BAPميلي گرم در ليتر  4و  3حاوي هاي  باززايي شده از محيطهاي  ساقه

ساعته، درصد ريشه زايي بيشتري را نسبت به پيش تيمـار سـه شـبانه روزه القـاء      24گرم در ليتر به صورت پيش تيمار  ميلي 10در غلظت  IBAهورمون 
دو ژنوتيـپ   بـين . را توليد نمود) درصد 80(ار سه شبانه روز، بيشترين درصد ريشه با همان غلظت به صورت پيش تيم NAAدر حالي كه هورمون . نمود

  .وجود نداشتها  مورد استفاده تفاوت معني داري در درصد، تعداد و طول ريشه زايي ساقه
  

  ويتروو اين ريزنمونه اكسين،، ريشه زاييعدس،  :كليديهاي  واژه
  
   1  مقدمه

بـه عنـوان يـك محصـول      ) Lens culinaris Medik.(عـدس  
، )آفريقـا، خاورميانـه  (اي در مناطق نيمه خشك مديترانـه زراعي مهم، 
، آمريكـاي جنـوبي ، غـرب كانـادا و ايـران      ، شبه قاره هندجنوب آسيا

 20(ارزشـي از پـروتئين    بذر اين گياه به عنوان منبع با. گردد مي كشت
درتغذيه نقش حياتي ) درصدي غلات 8-12درصد در مقايسه با  36تا 

همچنين اين گيـاه   . )3( مردم بويژه در كشورهاي در حال توسعه دارد
با تثبيت نيتروژن، حاصلخيزي خاك را بهبود مي بخشد لذا مـي توانـد   

  . به عنوان يك گياه مناسب جهت تناوب با غلات كشت گردد
وجود يك روش باززايي موثر و با كـارايي بـالا از پـيش نيازهـاي     

سرسختي آن به باززايي  ورود  مي به اين گياه بشماراساسي انتقال ژن 
و از  توســط محققــان مختلــف گــزارش شــده ويتــروكشــت ايــن در 

بـاززايي  . زيادي براي رفع اين مشكل استفاده شده اسـت هاي  تكنيك
به تعيين پارامترهاي مهـم بـاززايي نظيـر منبـع      بقولات موفقيت آميز 

محيط كشت و دمـا وابسـته    ريزنمونه، ژنوتيپ و اجزاي تشكيل دهنده
                                                            

 ،دانشـكده كشـاورزي   اسـتاد، به ترتيب دانشـجوي دكتـري  بيوتكنولـوژي و     -2و1
  دانشگاه فردوسي مشهد

   )Email: abagheri@um.ac.ir                  :        نويسنده مسئول -(*

بـاززايي  هـاي   ساقهبا اين وجود در عدس، ريشه دار كردن ). 11( است
 مطـرح  باززايي گيـاه  مختلفهاي  روششده به عنوان يك مشكل در 

ضد و نقيضي در مورد ريشه زايي اين گيـاه وجـود   هاي  گزارشبوده و 
ن يكـي از  به دليل مشكلات در القاء ريشه زايي به عنوااين گياه . دارد

ويليـامز   ).5( شود مي سرسخت در باززايي كامل گياه محسوببقولات 
 زايي عدس را در محيط حاوي و ساين و رانوانشي ساقه و مك هاگن

Kin توليدي در گزارش هاي  ساقهدر مورد ريشه زايي . گزارش نمودند
درصـد ريشـه    11باززايي شده به ماسـه تنهـا   هاي  ساقهاول با انتقال 

توليدي بـه  هاي  با انتقال ساقه ست آمد و در مورد گزارش دومزايي بد
در مقايسه با ايـن  . بدست آمدتعداد كمي ريشه  محيط بدون هورمون،

 محـيط زايـي در   درصد ريشهاستفاده نمودند،  كينيتيندو تحقيق كه از 
 و پولانكـو و همكـاران  ). 18و  16(بالاتر بود  BAPحاوي هاي  كشت

 NAAحـاوي  هاي  ريشه زايي از محيط كشتجهت  نايمالك و ساكس
ريشه زايي به طور اتفاقي و با درصـد   در اين تحقيقات. استفاده نمودند

ريشـه  % 50حـدود   مك هاگنواركنتين و ). 13( پاييني صورت گرفت
باززايي شـده از ريزنمونـه گـره لپـه اي گـزارش      هاي  زايي را در ساقه

يل ريشـه در عـدس در   روي تشـك  BAاثـر بازدارنـدگي    .)17( نمودند
شـده   گـزارش  ويوو به وسيله پولانكـو و روئيـز  ويترو و اينشرايط اين

بـاززايي شـده،   هـاي   سـاقه درصد ريشـه زايـي را در    40آنها تا . است
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 )9(MS  كشــت محــيطخــاور و همكــاران  . )12( مشــاهده نمودنــد
 كشـت  عنوان بهترين محـيط ه برا  IBAميلي گرم در ليتر 25/0حاوي

 گـزارش روزه عدس  10هاي  جدا شده از گياهچههاي  ساقهي ريشه زاي
بسيار پايين  كشت با اين حال درصد ريشه زايي در اين محيط .نمودند

 MSاين درصد پايين ريشه زايي در محيط ). 8(بود ) درصد 25 حدود(
 و )2003(سـاركر و همكـاران   توسـط  IBAمختلف هاي  حاوي غلظت

، پولانكـو و روئيـز  ). 15و  7(سـت  خاور و همكاران نيز گزارش شـده ا 
 ميكرومـولار  4/11باززايي شده را به محيط كشـت حـاوي   هاي  ساقه
IAA ميكرومولار  1وNAA به نظـر  . جهت ريشه زايي منتقل نمودند
 باشـد  مـي  هورمون مناسـب تـري   NAAو  IBAنسبت به IAA  آنها

ن فرانتيني و روئيز صورت گرفت، در بـي  در مطالعه اي كه توسط ).14(
توليدي تحت تاثير چهار نوع سيتوكينين مختلـف، بـالاترين   هاي  ساقه

باززايي شده در محـيط كشـت حـاوي    هاي  ساقهدرصد ريشه زايي در 
شـتري  ممانعت بي BAو  TDZ. ، مشاهده شدميكرومولار زآتين 25/1

). 5(از خود نشان دادنـد   Kinو ZEA در تحريك ريشه زايي نسبت به
هورمـون مـوثرتري جهـت     IBAسبت بـه  نرا  NAAيي و همكاران 

در محـل   ،NAAبا افـزايش غلظـت    اگرچه. معرفي كردندريشه زايي 
  ).19( گردد ميكالوس تشكيل  ،كيل ريشهتش

حاصل از روش ريزازديادي گياه عدس را هاي  طالب بيدختي ساقه
) گـرم در ليتـر  ميلـي  NAA )1از طريق كشت هيدروپونيك و تيمار با 

در مجمـوع نتـايج تحقيقـات مختلـف  حـاكي از        .)1(ريشه دار نمود 
زايي اندك اين گياه در شرايط اين ويترو و نيز اثر ممانعت كننـده   ريشه

ديگري نيز براي ريشه زايي گياه هاي  از روش. مي باشدها  سيتوكينين
جهت غلبه بـر مشـكل    گولاتي و همكاران . عدس استفاده شده است

به اين صورت كه در ايـن  . برگزيدندرا  1ريشه زايي روش ريزپيوندزني
اي در محـيط  هـاي گـرة لپـه   از ريزنمونه هاي باززايي شدهجوانه روش

و تا مرحله  ندپيوند زده شد روي گياهان پايه، BAPحاوي MSكشت 
فراينـد   فرانتينـي و روئيـز  . )6( بلوغ با موفقيت كامل رشـد داده شـدند  

هـا،  س جهـت ريزنمونـه  را بر اسا بقولات زايي در عدس و ساير ريشه
اي عـدس را بـا يـك    گـره  قطعـات به اين منظور آنها . بررسي نمودند

) روي محـيط كشـت   Apicalانتهاي (جوانه محوري در جهت وارونه 
زايـي را بـالاتر از   با اين كار آنها توانستند فراوانـي ريشـه  . كشت دادند

مشـاهده  ) ط كشتروي محي Basalانتهاي (حالت داراي جهت نرمال 
نول و همكاران نظريه فرانتيني و روئيز مبني بر اثر جهـت   ).4(مايند ن

. باززايي شده عـدس را رد كردنـد  هاي  ساقهريزنمونه روي ريشه زايي 
عـدس را، مطـرح   هاي  فرضيه اثر هوادهي در ريشه زايي  ريزقلمه آنها

كمبود اكسيژن محيط كشت به عنـوان   ،به عقيده اين محققان. نمودند
در مجمـوع   ).10( باشـد  مـي  يند ريشه زاييآكننده در فر محدود عامل

  .ضد و نقيضي در مورد ريشه زايي عدس وجود داردهاي  گزارش
                                                            
1- Micrografting  

مختلـف ريشـه زايـي در دو ژنوتيـپ     هاي  در اين مطالعه از روش
عدس استفاده شد تا با مشخص نمودن بهتـرين محـيط ريشـه زايـي،     

وان پيش نياز انتقـال  مقدمات لازم جهت باززايي كامل اين گياه به عن
  . ژن به اين گياه فراهم گردد

  
  ها مواد و روش
  نمونه گياهي

سالم و تهيه ريزنمونه از آنها، بذرهاي هاي  به منظور توليد گياهچه
تهيه شـده از  ( Flip.92-12Lگچساران و هاي  سالم و يكنواخت لاين

بـا   هاضدعفوني بـذر . انتخاب شد) مركز تحقيقات كشاورزي كرمانشاه
و متعاقـب آن  ثانيـه   10درصد بـه مـدت    70قرار دادن آنها در اتانول 

. انجام شـد  درصد 2 دقيقه در محلول وايتكس 15به مدت ي ورغوطه
كننده، بذرها سه بـار بـا آب   پس از آن براي حذف اثر مواد ضد عفوني

در مرحلـه بعـد   . دقيقـه شستشـو گرديدنـد    15مقطر استريل به مـدت  
) w/v( درصـد 4/0 آگـار آب محيط كشـت   دربذرهاي ضدعفوني شده 

درجه سـانتيگراد در   23±2زني در دماي كشت شده و به منظور جوانه
به اين ترتيب تعدادي گياه به عنوان مواد اوليه . تاريكي نگهداري شدند

سـپس  . مـورد آزمـايش بدسـت آمـد    هـاي   براي جدا كردن ريزنمونـه 
سـكالپل در شـرايط   بـا اسـتفاده از ا   ،ريزنمونه جنين سـربرداري شـده  

و در ايـن تحقيـق    روزه جـدا شـد   هاي سهگياهچههاي  از لپه ،استريل
  .مورد استفاده قرار گرفت

 
  و شرايط رشد ساقه زايي محيط كشت

تغييـر   MSمحـيط كشـت   در هـا  ها، ريزنمونه ساقه جهت باززايي
درصـد   BAP  ،3هورمـون  در ليتـر   گـرم  ميلـي  4و  3، 2 يافته حاوي

ظـروف  . در ويال كشـت شـدند   =pH 8/5درصد آگار و  75/0ساكارز، 
درجـه سـانتيگراد بـا تنـاوب نـوري       25كشت در اتاقك رشد با دماي 

ميكرومـول بـر    30ساعت تاريكي و شدت نور  8ساعت روشنايي و 16
بـه  . )1( مناسب صـورت پـذيرد   ساقه زاييشدند تا متر مربع نگهداري 

طبيعـي تـر و   هـاي   اقهس ـآمـدن   و بوجودها  ساقهمنظور افزايش طول 
كشـت در محـيط    دو هفتـه توليدي بعد از گذشـت  هاي  ساقهمناسب، 
بدون هورمون واكشت تغيير يافته  MS، به محيط كشت  BAPحاوي

هـر دو   موجود در محـيط كشـت جديـد   هاي  ساقهشدند عمل واكشت 
  .شدانجام  هفته يكبار

  
 ريشه زايي

دو روش ريشه زايي باززايي شده از هاي  جهت القاء ريشه در ساقه
 -2جامـد   MSاستفاده از محيط كشـت   -1: به ترتيب زيراستفاده شد

، MSدر مورد محيط ريشـه زايـي  . روش  اين ويوو به دنبال اين ويترو
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شده يك هفته پس از آخرين واكشـت، بـه قطعـات     باززاييهاي  ساقه
هـاي   به محيط كشت جهت ريشه زاييمتري بريده شده و سانتي 4-2

 75/0ساكارز و % 3و  2، با MS4/1و  MS2/1كامل ، MSافته تغيير ي
و  IAA ،IBAدرصد آگار  همراه با تركيبات هورمـوني متنـوع شـامل    

NAA  8/5در pH= سـپس  . استريل منتقل شدندهاي  در داخل ويال
درجه سانتي گراد با تناوب نوري  25 ±2در اتاق رشد با دماي ها  نمونه

ميكرومول بـر   30تاريكي و شدت نور ساعت  8ساعت روشنايي و  16
  . متر مربع نگهداري شدند

 باززاييهاي  ساقه اين ويوو –در مورد محيط ريشه زايي اين ويترو
متـري   سـانتي  2-4شده يك هفته پس از آخرين واكشت، به قطعـات  

يـك و چهـار شـبانه     ابتدا به مدت ريشه زاييالقاء جهت بريده شده و 
هـاي مختلـف    يافتـه حـاوي غلظـت    تغييـر  MSروز در محيط كشت 

هـا   سپس اين سـاقه ). 1شكل(كشت گرديدند   IBAو NAAهورمون 
در  –، شامل پيت اسفنجي و ماسه بـادي و پرليـت   اين ويوو به محيط

كه به نسبت مساوي تهيـه شـده بـود،     -كوچك سرپوشيدههاي  گلدان
   .منتقل گرديدند

  
  تجزيه آماري
يش بـه صـورت آزمـايش    بدسـت آمـده از آزمـا   هـاي   تجزيه داده

در مـورد  . تكرار انجام شـد  6فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي با 
شـامل نـوع محـيط    ها  فاكتور  MSروش ريشه زايي در محيط كشت 

، )MS4/1و MS2/1كامـل ،  MS(كشت مورد استفاده در سـه سـطح   
بـه عنـوان    IAAو  IBA ،NAAمختلف اكسين شامل هاي  هورمون

فـوق در پـنج سـطح    هـاي   دام از هورمـون سه سطح، غلظـت هـر ك ـ  
  . بود)  درصد 3و  2(و غلظت ساكارز در دو سطح ) 3و 2، 1، 3/0،5/0(

، چهار آزمايش مجزا انجام  اين ويوو در مورد ريشه زايي در محيط
هـاي   در آزمايش اول، كه با هدف مقايسـه ريشـه زايـي سـاقه    . گرفت

يـن گچسـاران، در   جنين سـربرداري شـده لا  هاي  توليدي از ريزنمونه
انجام شد،  BAPمختلف هورمونهاي  كشت حاوي غلظتهاي  محيط

 10حاوي  MS توليدي، پس از يك روز قرارگيري در محيطهاي  ساقه
ايـن  . منتقـل گرديدنـد   ايـن ويـوو   ، بـه محـيط  IBAدر ليتر گرم ميلي

با تيمار محيط كشـت   تكرار 6آزمايش در قالب طرح كاملا تصادفي با 
. انجـام شـد  ) BAPدر ليتر گرم ميلي 4و  3، 2(ر سه سطح القاء ساقه د

گـرم در ليتـر    ميلـي  2باززايي شده در هاي  آزمايشات بعدي روي ساقه
BAP   در آزمـايش دوم جهــت بررسـي اثـر ميــزان    . صـورت پـذيرفت

در ريشه زايي ساقه ها، آزمايشي در قالـب طـرح كـاملا     IBAهورمون
تكـرار   5با   IBAر ليترهورموند گرم ميلي 10و  3تصادفي با دو تيمار 

مـورد اسـتفاده و    ژنوتيپاثر در آزمايش سوم جهت بررسي . انجام شد
آزمايشـي بـه صـورت     ،هـا ساقهريشه زايي در نوع هورمون بكار رفته 

. فاكتوريل در قالب طـرح كـاملا تصـادفي بـا پـنج تكـرار انجـام شـد        
وع هورمون ، ن)فيليپ و گچساران(شامل ژنوتيپ در دو سطح ها  فاكتور

و  IBAميلي گرم در ليتـر  10(مورد استفاده در ريشه زايي در دو سطح 
NAA (اثـر مـدت زمـان پـيش     در آزمايش چهارم جهت بررسي  .بود

آزمايشـي بـه صـورت     ،هـا  سـاقه تيمار با اكسين بر درصد ريشه زايي 
شـامل  هـا   فـاكتور . فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي انجـام شـد  

يـك و سـه   ( اين ويـوو  قبل از انتقال به محيطيمار مدت زمان پيش ت
 10(، نوع هورمون مورد استفاده در ريشه زايي در دو سطح )شبانه روز 

لاين مـورد اسـتفاده در دو سـطح     و) NAAو  IBAميلي گرم در ليتر
  . بود) گچساران و فيليپ (

  
  سازگاري

ا ه ها در محيط كشت حاوي آگار، ساقه پس از ريشه دار شدن قلمه
هـاي   ها به گلدان جهت توسعه سيستم ريشه اي و رشد بعدي گياهچه

در . كوچك، شامل پيت اسفنجي و ماسه بادي و پرليت منتقل گرديدند
ايـن مرحلـه حـذف     اين ويووهاي ريشه دار شده در محيط  مورد ساقه

هـا جهـت    جهت سازگاري گياهان با شرايط بيـرون، روي گلـدان  . شد
ويتـرو بـا پلاسـتيك    و نزديك به محيط اينحفظ شرايط رطوبتي بالا 

  .شفاف پوشانده شد
  

    
  الف                                        ب                                           ج         

 سازگاري)ج  ؛اين ويووريشه زايي  يطمح) ب  ؛محيط ريشه زايي حاوي آگار) الف  :ريشه زاييهاي  انواع محيط -1شكل 
  



از هـا   براي آبياري از آب مقطر استفاده شد و جهت تغذيه گياهچه
  .به صورت محلول پاشي استفاده شد  MS2/1محيط كشت 

رسـم   و JMPاز نرم افزار آماري  با استفادهها  داده آماري تجزيه  
   .نجام شدا EXCEL 2003نرم افزارطريق نمودارها از 

  
  يج و بحثنتا

 MSمحيط كشت ريشه زايي 
مختلـف  هـاي   كشـت  قرار داده شده در محـيط هاي  ساقهدر مورد 
مختلـف  هاي  هورمون و) MS4/1و  MS2/1كامل ، MS(حاوي آگار 

اكسين در تمام سطوح هورموني مورد استفاده ريشه زايي بسيار اندكي 
بـين   تنهـا ها  در تمامي اين محيط كشتها  به طوري كه ساقه. رخ داد

درصد ريشه دار شدند و اختلاف معني داري بين بكـارگيري   15تا  10
كامـل   MSهـاي   سطوح مختلف هورموني و استفاده از محيط كشـت 

مختلــف هــاي  و اســتفاده از غلظــت MS4/1 و MS2/1تغييــر يافتــه، 
در محــيط هــا  روز كشــت ســاقه 10بعــد از . ســاكارز وجــود نداشــت

ها  مختلف، انتهاي اكثر ساقههاي  حاوي اكسين  ريشه زاييهاي  كشت
غـده اي شـبه ريشـه در مـورد اكثـر تيمارهـا       هاي  متورم شده و بافت

مشاهده شد كه البته در تيمارهاي بدون هورمون چنين پديده اي ديده 
سـفيد تـا   هـاي   شبه ريشه اي بـه رنـگ  هاي  اين بافت). 2شكل(نشد 

بـا  . رسـيد  مـي  ميلي متـر  20تا  5 كرمي شكل بوده و اندازه آنها حدود
حتـي  . هـيچ ريشـه زايـي مشـاهده نشـد     هـا   گذشت زمان از اين اندام

ثيري در أبدون هورمون نيز تهاي  در محيط كشتها  واكشت اين ساقه
  . ريشه زايي نداشت

حـاوي آگـار و   هـاي   اين درصد پايين ريشه زايي در محيط كشت
 11، 3(هورمون اكسين توسط محققان ديگر نيز گـزارش شـده اسـت    

يي و همكاران و خاور و همكاران نيـز در تحقيـق خـود شـكل     ). 13و
  . )19و  7( گيري كالوس را در محل تشكيل ريشه گزارش نمودند

نرمال در انتهاي هاي  نيز توليد ريشهها  درصد از گياهچه 15تا  10

ريشه دار شده جهـت سـازگاري بـا    هاي  اين ساقه. پاييني ساقه نمودند
كوچك حاوي پرليـت و ماسـه منتقـل    هاي  دانمحيط خارج ابتدا به گل

جهـت جلـوگيري از خشـك شـدن و حفـظ      ها  روي اين گلدان. شدند
با گذشـت زمـان  بـا    . رطوبت با ليوان يا پلاستيك شفاف پوشانده شد

بـزرگ تـر كشـت و بـه گلخانـه      هاي  در گلدانها  رشد بيشتر، گياهچه
  . منتقل گرديدند

زايـي   شي نيز در بررسي ريشهويليامز و مك هاگن و ساين و رانوان
درصد ريشه زايي را گزارش  11هاي توليدي در گزارش خود تنها  ساقه

هاي  حاوي غلظت MSهاي  كه از محيط خاور و همكاران  نيز. نمودند
هــاي هــاي جــدا شــده از  جهــت ريشــه زايــي ســاقه IBAمختلــف 
 روزه عدس استفاده نمودند، با درصدپايين ساقه زايـي  10هاي  گياهچه

در بهترين حالت درصد ريشه زايي در اين تحقيق حـدود  . مواجه شدند
ساركر و همكاران ابتـدا جهـت ريشـه زايـي از محـيط       .درصد بود 25

و  IBAهـاي پـايين   حـاوي غلظـت   MS2/1كامـل و   MSهاي  كشت
IAA   هـا و   استفاده نمودند اما نشانه اي از آغازش ريشه در ريزنمونـه
هـا در   لـذا بـا كشـت سـاقه    . ده نكردندهاي مختلف عدس مشاه واريته

مشـاهده  ) ميلـي گـرم در ليتـر    IBA )25محيط حاوي غلظت بـالاي  
خـاور و  . هـا ريشـه دار گرديدنـد    درصـد نمونـه   30نمودند كـه حـدود   

هـاي مختلـف    هاي باززايي شده حاصل از القاء غلظـت  همكاران ساقه
 25/0حاوي  MSزايي به محيط كشت را جهت ريشه  ،TDZهورمون 

اما ريشه زايـي مـوفقي صـورت    . منتقل نمودند IBAگرم در ليتر  ميلي
ها ريشه توليـد شـد كـه بـا تشـكيل       درصد ساقه 25نگرفت و تنها در 

فرانتيني و روئيز  كـه فراينـد    .كالوس در انتهاي بريده شده همراه بود
زايي را در عدس و ساير حبوبات را بررسي نمودند بيان كردند كه ريشه

اي عــدس بســتگي بــه جهــت هــاي گــره زايــي قســمتپاســخ ريشــه
هـاي كربوهيـدرات    ها، غلظت هورمون هـا، نمـك و غلظـت    ريزنمونه

  .موجود در محيط كشت دارد

  

  
  شده در محيط ريشه زايي آگار دار ساقه كشت در انتهايشده  بافت شبه ريشه اي تشكيل - 2شكل
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  اين ويوو ريشه زايي در محيط) ب ؛آگار كامل حاوي MS كشت ريشه زايي در محيط) الف: القاء ريشه در انتهاي ساقه - 3شكل

  
را با كشت  )درصد 35/95(زايي بالايي آنها توانستند فراواني ريشه

روي محـيط   Apicalانتهـاي  (اي عدس در جهت وارونـه  ت گرهقطعا
به عقيده اين محققـان، تفـاوت در پاسـخ ريشـه     . بدست آورند) كشت

هاي كشت شـده در جهـت عـادي و معكـوس يـا       زايي، بين ريزنمونه
ويترو، گراديان تواند به اين دليل باشد كه در طول كشت اين وارونه مي

هـاي معكـوس    ي كـه در ريزنمونـه  فاكتورهاي رشدي و تركيبات مغذ
آيد، مشابه با گراديـان موجـود در شـرايط طبيعـي در      شده به وجود مي
  .باشد داخل گياه مي

نول و همكـاران نظريـه فرانتينـي و روئيـز مبنـي بـر اثـر جهـت         
باززايي شده عدس را رد كردنـد و  هاي  ريزنمونه روي ريشه زايي ساقه

عدس را، مطـرح  هاي  رش يافتهفرضيه اثر هوادهي در ريشه زايي ريزب
به عقيده اين محققان كمبود اكسيژن محيط كشت به عنـوان  . نمودند

بـه ايـن معنـي كـه     . باشد مي عامل محدودكننده در فرايند ريشه زايي
كمبود اكسـيژن در ناحيـه انتهـايي سـاقه نـه تنهـا از آغـازش ريشـه         

 شـدن ريشـه نيـز   كند بلكه حتـي محـدود كننـده طويـل     مي جلوگيري
به عقيده ايـن محققـان، در محـيط آگـار، اتـيلن توليـدي از       . باشد مي

قسمت بريده شده ساقه نمي تواند از محـيط خـارج گـردد و از طرفـي     
، IAAيـا   NAAقرارگرفتن ريزنمونه بـه مـدت طـولاني در معـرض     

لذا در معرض غلظت بـالاي اكسـين   . كند مي فرايند ريشه زايي را كند
تواند راهكار خوبي براي  مي مدت زمان كمتر، بهها  قرار دادن ريزنمونه

  .القاء ريشه باشد
  

  واين ويو ريشه زايي در محيط
محيط اين ويوو بر خلاف محيط ايـن ويتـرو ريشـه هـايي بـا      در 

هـاي   طول و تعـداد ريشـه   ،كيفيت. فراواني بسيار بالاتري توليد گرديد
ر توليـدي د هـاي   توليدي نيز برتري قابـل تـوجهي نسـبت بـه ريشـه     

لـذا بـه منظـور بهينـه سـازي       .)3شكل( حاوي آگار داشتهاي  محيط
ويوو چهار آزمايش مجزا انجام شـد  اين -ويتروريشه زايي در روش اين

  .كه نتايج آن به تفضيل در ذيل آمده است
  

بـر روي درصـد    القـاء سـاقه  مختلـف  هاي  محيط كشتاثر  
   ريشه زايي

مختلـف  هـاي   تحـاوي غلظ ـ هاي  نتايج بررسي اثر محيط كشت 
توليـدي عـدس رقـم    هـاي   سـاقه در درصد ريشه زايي  BAPهورمون

هـاي   اين محيط كشت هـا، نشـان داد كـه بـين غلظـت      گچساران در
سـاقه زايـي،   هـاي   بكار رفته در محيط كشـت  BAPمختلف هورمون

هاي  به اين ترتيب كه ساقه). >05/0p(اختلاف معني داري وجود دارد 
، داراي BAPدر ليتـر  گـرم  ميلـي  2وي رشد يافته در محيط كشت حـا 

محـيط   رشـد يافتـه در  هاي  درصد ريشه زايي بيشتري نسبت به ساقه
بـا  ). درصـد  70(بودند  BAPدر ليتر گرم ميلي 4و  3حاوي هاي  كشت

 4و  3هــاي  ايــن وجــود تفــاوت معنــي داري بــين اســتفاده از غلظــت
نداشـت   در محيط  القاء ساقه بر روي ريشه زايي وجود BAPگرم ميلي

  ).4شكل(
هـاي   مختلف هورموني بر روي تعداد ريشههاي  بررسي اثر غلظت

تفـاوت معنـي داري را بـين تيمارهـاي      توليدي به ازاي هر ريزنمونـه 
هـاي   طـول ريشـه  . زايي نشان نداد ساقههورموني بكاررفته در محيط 
مورد استفاده  BAPمختلف هورمونهاي  توليدي نيز تحت تاثير غلظت

  .ايي قرار نگرفتز ساقهدر 
 در تحقيقات انجام شده توسـط محققـان مختلـف، اثـر بازدارنـده     

 كشت شده در اين محـيط هاي  روي ريشه زايي ريزنمونهها  سيتوكينين
كه از  پولانكو و همكاران  به عنوان مثال،. گزارش شده استها  كشت

در محـيط سـاقه زايـي اسـتفاده كـرده بودنـد، نتـايج         TDZ هورمون
در مورد اثر بازدارنده اين هورمون بر ريشـه زايـي گـزارش     مشابهي را

رشـد يافتـه عـدس در    هـاي   سـاقه آنها جهت ريشه دار كردن  .نمودند
حـاوي   MSكشـت  ، آنها را به محيط TDZحاوي  MSكشت  محيط

ريشه زايـي بـه طـور     اتدر اين تحقيق. منتقل نمودند NAA هورمون
را  BAPپلانكو و روئيز اثر ).8( اتفاقي و با درصد پاييني صورت گرفت
  .ويوو بررسي نمودندويترو و اينروي ريشه زايي عدس در شرايط اين
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  ساقه زايي بر روي ريشه زايي كشت بكاررفته در محيط BAPمختلف هورمونهاي  اثر غلظت  - 4شكل

  
درصـد در   40تـا   5/4ويتـرو بـه ميـزان    ريشه زايي در شرايط اين

در اين شرايط . صورت گرفت IAA  در ليترميلي گرم  2محيط حاوي 
درصد ريشه زايي بستگي به غلظت سيتوكينين مورد اسـتفاده و مـدت   

زايـي   سـاقه زمان قرارگيري ريزنمونه در معـرض سـيتوكينين جهـت    
مطالعات ريشه زايي در اين ويوو حاكي از اثـر ممانعـت كننـده    . داشت
شـاخص  در رشد ريشه بـود كـه بـا كـاهش شـديدي در       BAPشديد 

در تحقيق حاضر، به دليل اينكه . )7( ميتوزي مريستم ريشه همراه بود
در معرض سيتوكينين قرار گرفتند، نسـبت بـه   ها  مدت زماني كه ساقه

لـذا بـه دليـل كمتـر شـدن      ) حدود دو هفته(ساير آزمايشات كمتر بود 
غلظت اين هورمون در گياه اثر بازدارنده آن كمتر ديده شده و بنابراين 

در  گرم ميلي 4و  3هورموني هاي  وت چنداني بين استفاده از غلظتتفا
 اين ويوو از طرف ديگر به دليل استفاده از محيط. ديده نشد BAPليتر

هاي  بجاي بكارگيري محيط كشت حاوي آگار  جهت ريشه زايي ساقه
باززايي شده، درصد ريشه زايي بيشتري نسبت به تحقيقات ذكـر شـده   

كـه   را يه اثر هـوادهي در ريشـه زايـي   فرضزمايش اين آ. انجام گرفت
تائيد  ارائه نمودند، عدسهاي  ريزقلمهدر مورد  نول و همكارانتوسط  

   ).5(مي نمايد 
 

بر روي ريشـه زايـي    IBAمختلف هورمونهاي  اثر غلظت 
  ها ساقه
نتايج حاصل از آزمايش بررسي تاثير استفاده از دو غلظت مختلف  

جهـت   ،ريشه زاييهاي  كشت در محيط IBAيتردر ل گرم ميلي 10و  3
 گرم ميلي 2 توليدي در محيط كشت حاويهاي  ريشه دار نمودن ساقه

 3نشــان داد كــه تفــاوت معنــي داري بــين اســتفاده از ،BAPدر ليتــر

وجـود   IBAدر ليتـر  گـرم  ميلـي 10و استفاده از  IBAدر ليتر گرم ميلي
به جـاي   ت ريشه زاييگياه جه به عبارت ديگر مي توان در اين. ندارد

جهت  IBAدر ليتر گرم ميلي 3از ، IBAدر ليتر گرم ميلي 10استفاده از 
مشاهده اين پديـده حـاكي از     .تحريك اوليه ريشه زايي استفاده نمود

نـول و  كـه توسـط    ،بـالاي اكسـين   غلظـت آن است كـه اسـتفاده از   
 عــدسهــاي  ريزقلمــهدر مــورد ريشــه دار نمــودن  )2006( همكــاران

هـا   ساقهضروري نبوده و اثرهوادهي در ريشه زايي  ،هاد شده استپيشن
 ـ .باشد مي نسبت به تيمار غلظت بالاي اكسين محسوس تر  طـوري ه ب

حـاوي آگـار  بـه     MSمحـيط   به جاي اين ويوو ه از محيطكه استفاد
داراي نتايج بهتـري در ريشـه   ها  دليل هوارساني بيشتر به انتهاي ساقه

   . باشد مي توليديهاي  زايي ساقه
   

كار رفته بر روي ريشه زايـي  ژنوتيپ و نوع هورمون باثر  
  در محيط اين ويووها  ساقه

نتايج حاصل از بررسـي اثـر دو ژنوتيـپ مختلـف در سـاقه زايـي       
نشان داد كـه اخـتلاف معنـي    ها  باززايي شده از اين ژنوتيپهاي  ساقه

دو ژنوتيپ  هر. گچساران و فيليپ وجود نداشتهاي  داري بين ژنوتيپ
بـا پـيش    ايـن ويـوو   در محـيط ) درصد 60حدود (ريشه زايي مشابهي 

تغييـر يافتـه حـاوي     MSدر محيط ها  تيمار يك روز قرار گرفتن نمونه
هـاي   تعـداد ريشـه  . از خـود نشـان دادنـد    IBAميلي گرم در ليتر  10

 3/2حـدود  (توليدي نيز در هر دو ژنوتيپ مورد استفاده مشابه هم بـود  
توليـدي مشـاهده   هـاي   همين نتايج نيز در مورد طول ريشه). رسانتيمت

  ). سانتيمتر 96/1(شد 
 10بــا غلظــت  NAAو  IBAبررســي اثــر دو هورمــون مختلــف 
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بـاززايي شـده   هـاي   گرم در ليتر بر روي درصد ريشه زايي سـاقه  ميلي
در ميـزان   NAAو   IBAنشان داد كه اثر معني داري بين اسـتفاده از 

، IBAبـه ايـن صـورت كـه هورمـون      . وجـود دارد ها  ريشه زايي ساقه
 توليـد ) درصد 49(  NAAنسبت به ) درصد 69(درصد ريشه بيشتري 

توليدي نيز تحت تاثير نوع هورمـون  هاي  تعداد و طول ريشه. نمايد مي
بررسي اثر متقابل نـوع  ). 5شكل(بكار رفته در ريشه زايي قرار نگرفت 
هـاي   ر رفته در ريشـه زايـي سـاقه   ژنوتيپ مورد استفاده و هورمون بكا

  .تفاوت معني داري را آشكار نساخت، باززايي شده

  
ميلي گرم در  10اثر نوع هورمون مورد استفاده با غلظت  - 5شكل

  توليديهاي  ليتر بر روي درصد ريشه
  

اثر مدت زمان پيش تيمار با اكسين بر درصد ريشـه زايـي    
  ها ساقه

زمان يـك  و سـه شـبانه روز     حاصل از بررسي اثر مدتهاي  داده
عنـي  ، نشان داد كـه اخـتلاف م  NAAو  IBAپيش تيمار دو هورمون 

بـه  هـا   سـاقه بطوري كه قرار دادن . داردداري بين اين دو تيمار وجود 
ميلي گرم در  10حاوي  MSمدت سه شبانه روز در محيط پيش تيمار 

 )رصـد د 5/76( ليتر از هر دو نوع هورمون، درصد ريشه زايي بيشـتري 
 52( مـذكور توليـد نمـود   هـاي   ساقهنسبت به تيمار يك شبانه روز در 

توليدي نيز تحت هاي  همچنين نتايج نشان داد كه تعداد ريشه). درصد
كـه   به طـوري . گيرد مي تاثير تيمار مدت زمان پيش تيمار اكسين قرار

نسـبت بـه تيمـار يـك     ) عدد 2/3(بيشتري هاي  اين تيمار تعداد ريشه
توليـدي تحـت   هـاي   اما طول ريشـه . توليد نمود) عدد 1/2(ز شبانه رو

  . تاثير اين پيش تيمار قرار نگرفت
بررسي اثر متقابل زمان پيش تيمار و نوع هورمون مورد اسـتفاده،  

بيشترين درصد ريشه زايي مربوط به . اختلاف معني داري را نشان نداد
 80(بـود   NAAميلـي گـرم در ليتـر     10پيش تيمار سه شبانه روز بـا  

و كمترين درصد ريشه زايي مربوط به پيش تيمار يـك شـبانه   ) درصد 
     ).    6شكل) (درصد 40(بود  NAAميلي گرم در ليتر  10روز 

نيز درصد بالاي ريشه زايـي را در مـورد    )2006( نول و همكاران
بـا ايـن   . گـزارش نمودنـد   IVS عدس در محـيط هاي  كاشت ريزقلمه

مورد استفاده در اين تحقيق از قطعات گره اي ي ها تفاوت كه ريز قلمه
  . عدس تهيه شده و در معرض سيتوكينين قرار نگرفتندهاي  گياهچه
  

  
اثر مدت زمان پيش تيمار با اكسين بر روي درصد ريشه   - 6شكل

  زايي ساقه ها
  
فوق نشـان داد كـه محـيط ريشـه     هاي  در مجموع نتايج آزمايش 
 MSري نسبت به محيط كشت جامـد  محيط مناسب ت ،اين ويوو زايي

 بـاززايي شـده از ريزنمونـه محـور جنينـي     هاي  جهت ريشه زايي ساقه
علاوه بر آن مزاياي ديگر استفاده از اين سيستم ريشه زايـي  . باشد مي

  :عبارت است از
وجود خواهد ) زاييزايي و ساقهريشه(تنها دو مرحله از ريزازديادي 

 .داشت
زمان با هم انجام مي شود و گياهان از هم 1ريشه زايي و سازگاري

 . نظر فتوسنتزي با سرعت بيشتري به خودكفايي مي رسند
تلفات حاصل از انطباق گياهان با شرايط بيرون از محـيط كشـت   

 . بافت به حداقل مي رسد
محـيط ريشـه   هاي  هزينه(ريزازديادي هاي  منجر به كاهش هزينه

واهد شد و گياهان جهـت  خ) مرحلهزايي و مصرف انرژي در طول اين 
 .  دكشت در گلخانه يا مزرعه در مدت زمان كوتاهتري آماده خواهند ش

بعلاوه با اين روش مشكلات مربوط به تشكيل كالوس بين ريشه 
وارده به ريشـه در طـول انتقـال گياهچـه بـه      هاي  و ساقه و نيز آسيب

ا رهـا   خاكزاد كه قابليت حيـات گياهچـه  هاي  خاك و همچنين بيماري
  .گردد، برطرف ميدهندمي كاهش
  
  
  
  
  
  
  

                                                            
1- acclimatization 
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