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  چكيده
كاري در ايران مناسب   براي جنگل كه  خواص دارويي، چوب صنعتي و رشد سريع با ستا درختي Eucalyptus salignaگونه 

هاي معمول وجود دارد،  ها به روش كاري و مشكلاتي كه در تكثير اكاليپتوس توسعه جنگلفراوان با توجه به اهميت . باشد مي
زايي سوماتيكي براي اولين بار  روش جنين. قرار گرفتها مورد توجه ها و ارقام مرغوب آن يزازديادي براي توليد نهال گونههاي ر روش

هاي  چهار نوع ريزنمونه، ريشه، ساقه، برگ و هيپوكوتيل ناشي از گياهچه. كار گرفته شد در اين پژوهش به E. salignaدر تكثير گونه 
زايي سوماتيكي بررسي  تيمار هورموني متفاوت براي جنين 13با  MSاي در محيط كشت  درون شيشه بذري رشد يافته در شرايط

زايي سوماتيكي  در كل نتايج جنين .بودند كينتين mg/l 2و  mg/l 2 ،2,4-Dبهترين ريزنمونه ريشه و بهترين تيمار، تيمار حاوي  .شدند
منظور رسيدن به  بهزا  هاي جنين تر بود و كالوس مؤثرها  بر روي اكاليپتوس انجام شدههاي  اين پژوهش در مقايسه با ساير پژوهش

سه  ABA از ppm بيست هاي متفاوت منتقل شده و تيمار حاوي با غلظت ABA حاوي MSتيمار محيط كشت  3به مرحله بلوغ 
  .دلبي و اژدري را به وضوح نشان داكروي، ق همرحل

  
  ، ريزازديادي، هيپوكوتيل و كالوسي سوماتيكيزاي جنين ،اكاليپتوس: كليديهاي  واژه

  
  مقدمه

هاي گياهي و ذخاير ژنتيكي  ايران به لحاظ تنوع گونه
نظير و استثنايي  ي در جهان ازجمله كشورهاي كمهگيا
ولي در مقايسه با ساير نقاط دنيا به لحاظ پوشش  .باشد مي

كشورهاي با پوشش كم جنگل محسوب  وجنگلي، جز
منظور   بنابراين، به). Sagheb Talebi et al., 2005(گردد  مي
كاري با  هاي جنگل، جنگل كردن تركيب گونه غني

هاي درختي بومي و غيربومي از اهميت  ترين گونه مناسب
ترين  خاصي برخوردار است و اولين قدم، انتخاب مناسب

الرشد بودن، خواص دارويي  با توجه به سريع. باشد گونه مي
هاي مختلف اكاليپتوس، اين  در گونه و توليد چوب بالا

ها ازجمله مواردي هستند كه نه تنها در ايران بلكه در  گونه

گذاري شده و در  سرتاسر دنيا بر روي آنها سرمايه
محققان بنابراين، . گردد ها از آنها استفاده مي كاري جنگل

هاي گوناگون به تكثير اين  درصدد برآمدند تا از طريق روش
اما از آنجايي كه باززايي . اسب بپردازندهاي من گونه

طور طبيعي از طريق بذر موجب تنوع در  ها به اكاليپتوس
ناسازگاري عمل نظير گردد، همچنين مشكلاتي  نتايج آن مي

علت وجود مواد  هها ب زايي در قلمه پيوند و عدم ريشه
رو بود و به دليل  هاي بالغ، پيش زايي در بافت بازدارنده ريشه

ها گياهان چند ساله دگرگشن هستند و  ه اين گونهاين ك
كه منجر به  اي در بين آنها فراوان است تلاقي بين گونه

روش كشت بافت  ،شود الگوهاي پيچيده در تفرق نتايج مي
ي گوناگون كشت بافت نسبت به ها روش .انتخاب گرديد
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تكثير غير جنسي بهتري را در ظرفيت ي سنتي ها روش
تر بودن توانايي گياهان به دليل كارآمدمحدوده وسيعي از 

علاوه . دهند ها در شرايط درون شيشه نشان مي باززايي بافت
بر اين كشت بافت و سلول گياهي ابزار مهمي براي مهندسي 

 Assareh(ژنتيك و مطالعات فيزيولوژيكي و مولكولي است 
& Sardabi, 2007( . اين روش امكان توليد گياه كامل را از

يا بافت جدا شده از هر اندام گياهي و همچنين  يك سلول
گياه مادري را در مدت  امكان توليد هزاران گياهچه، مشابه 

زمان بسيار كوتاه و در فضاي فيزيكي بسيار محدود، در 
با . فراهم ساخته است) In vitro(اي  شرايط درون شيشه

هاي متنوع و كارآمدتري نيز از  روش ،پيشرفت علم
هاي  ي مشتق گرديدند، كه يكي از فناوريهاي قديم روش

زايي  اين، جنينبنابر .باشد زايي سوماتيكي مي جديد، جنين
هاي  ثري است كه در طي آن سلولسوماتيكي تكنيك مؤ

هاي  تحت شرايط خاص به جنين ،جنسي يا پيكري غير
يابند، و امكان تكثير انبوه مواد ژنتيكي  سوماتيكي تمايز مي
ري تعداد زيادي ژنوتيپ در يك فضاي اصلاح شده و نگهدا

پذير  هاي اصلاحي امكان محدود را كه از طريق ساير روش
مانند در همين راستا محققاني . سازد فراهم مي ،باشد نمي

Bajaj )1995( ، به نقل از پژوهشگران مختلف پديده
گونه شامل  300زايي سوماتيكي را در بيش از  جنين

درختان، غلات، مله ازجمحدوده وسيعي از گياهان، 
ها، گياهان زينتي و دارويي گزارش نمود، كه  ها، ميوه سبزي

مورد مربوط به بررسي  150گونه  300از ميان اين 
هاي مربوط به  هاي چوبي و هيبريد زايي در گونه جنين

  .)Dunstan et al., 1995(آنهاست 
منظور بهبود كشت  به ،)Assareh )1998در تحقيقي 
زايي سوماتيكي و  زايي، جنين ، اندامبافت، باززايي

ريزازديادي به روش فتواتوتروفيك را در چند گونه 
 و همكاران Nugentهمچنين  .اكاليپتوس گزارش نمود

زايي سوماتيكي و باززايي مستقيم را  ، نيز جنين)2001(
 .Eي گونه بر رو D-2,4 و IBA هاي توسط هورمون

globulus ي ماتيكي بر روزايي سو جنين .گزارش نمودند
 + NAAگرم بر ليتر  ميلي 1به وسيله تيمار  E. nitens گونه

 5/0ها به تيمار  و انتقال كالوس BAP گرم بر ليتر ميلي 5/0
 دشانجام نيز  MS در محيط BAPگرم بر ليتر  ميلي

)Bandyopadhyay et al, 1999( .نيز در هايي  گزارش
 E. citriodora يها رابطه با توليد جنين سوماتيكي در گونه

)Muralidharan and Mascarenhas, 1995; 
Muralidharan and Mascarenhas, 1987( ،E.  dunnii 

)et al., 1999 Watt ( وE. grandis )et al., 1999 Watt 
and et al., 1991 Watt (ه استبه ثبت رسيد.  

هاي  استراليا بوده و در استان  بومي E. salignaگونه 
كاشت سازگار گرديده  صورت دست ي ايران بهشمالي و جنوب

ها شامل مصارف صنعتي، دارويي  مزاياي اكاليپتوس  و تمامي
با توجه به عدم وجود گزارشي مبني بر تكثير . را دارد...  و

اين گونه از طريق كشت بافت، در اين پژوهش امكان تكثير 
هاي پيكري  زايي سوماتيكي و توليد جنين آن به روش جنين

  .سي شدبرر
  

             ها مواد و روش
شهر،  از استان گيلان، رضوان E. saligna گونه  بذر

آوري و  هاي شفارود جمع جنگل نهالستان شاندرمن، مجاور
 كشت محيط. زايي استفاده گرديد ايجاد كالوس و جنينبراي 

MS  نيز در بعضي از مواقع با تغييراتي در تركيبات و
در . زايي مورد استفاده قرار گرفت هاي آن براي جنين غلظت

رشد شامل  هكنند اغلب موارد نيز يك يا چند تنظيم
نيز به آن  كينتينو  D ،TDZ-2,4هاي متفاوت از  غلظت

تيمار هورموني  13در مجموع در اين پژوهش . اضافه شد
جامد بكار رفت  صورت نيمه به  MS متفاوت در محيط

كالوس و پيشبرد آن به  منظور توليد در ابتدا به ). 1جدول (
، ساقه، ريشه  برگ كوتيلدوني هاي نهريزنمو زايي سمت جنين

اي عاري از  هاي سه هفته از گياهچه و يا هيپوكوتيل، حاصل
تيمار هورموني  13با  MSو در محيط ند، جدا شد  آلودگي
روز  10برداري  داشتديا. كشت گرديدند) 1جدول (مختلف 

كيفيت . ادامه يافت ماه 3تا  پس از كشت آغاز شد و
هاي اوليه از نظر تمايل آنها  نمونه از ريز هاي حاصل كالوس

منظور تبديل صفات  و به )3جدول ( شد زايي ثبت به جنين 
آماري براي هاي  تجزيه و تحليلكيفي به صفات كمي جهت 

در نظر  3هر صفت مورد بررسي كدهايي مطابق با جدول 
تجزيه و تحليل  SASافزار  توسط نرمها  داده وگرفته شد 

  .گرديد
 15مدت  توسط آب و مايع ظرفشويي بهبذرها در ابتدا 

گرفتن در آب جاري قرار ازو پس  شستشو داده شد دقيقه
مدت  به  )V/V( درصد 70 اتانولبعد ساعت و  2به مدت 

شده داخل  سترون پيشبذرهاي . سترون شدند پيش ثانيه 30
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 درصد 40اول هود مخصوص كشت بافت توسط آب ژ
)V/V(  درصد  1/0كلريد جيوه بعد و  ثانيه 30به مدت
)W/V(  و پس از سه مرتبه  سترون شدند ثانيه 30به مدت

هاي عاري از آلودگي  منظور توليد گياهچه به آبشويي
سترون شده در زير هود مخصوص كشت بافت در بذرهاي 

با نصف ميزان نيترات  MS هاي حاوي محيط كشت ويال
جهت كاهش آلودگي هر ريزنمونه داخل يك (ند شد كشت

منظور توليد كالوس، ساقه، ريشه و  به). ويال مستقر گرديد
قطعه شده و  هاي حاصل قطعه كوتيلدوني گياهچه برگ

تيمار هورموني  13با  MS عنوان ريزنمونه در محيط كشت به
). 1جدول (متفاوت جهت توليد كالوس مستقر گرديدند 

ها كه جنين روي آنها تشكيل شده بود به  تعدادي از كالوس
منتقل ) ppm 20و يا  ABA )10 جامد همراه با نيمه محيط

در برخي موارد . )2جدول( ها به بلوغ برسند شدند تا جنين
ها از روي محيط كشت اوليه نيمه جامد به محيط  نيز كالوس

هاي متفاوت هورموني  كشت نيمه جامد ديگري با غلظت
  .ها منتقل گرديدند نينمنظور بلوغ ج به

  
  است  mg/l ها به مقادير هورمون( هاي اوليه اندام زايي جنينبراي  MS هاي كشت تيمارهاي هورموني محيط - 1جدول 

  )دنباش ها به صورت نيمه جامد مي و كليه محيط
  اسكوربيك اسيد   ABA كينتين TDZ 2,4-D تيمار

1 05/0 5/0 - -  -  
2 05/0 1 - -  -  
3 05/0 5/1 - -  -  
4 1/0 5/1 - -  -  
5 1/0 5/0 - -  -  
6 5/0 5/0 - -  -  
7 5/0 1 - -  -  
8 5/0 5/1 - -  -  
9 1/0 1 - -  -  
10 -  2 1 -  -  
11 -  2 2 -  -  
12 -  2 2 20  -  
13 -  2 2 -  100 

  
  زايي كالوس  جنينبراي  MS هاي كشت تيمارهاي هورموني محيط - 2جدول 

  )دنباش ها به صورت نيمه جامد مي است و كليه محيط mg/l ها به مقادير هورمون(
  اسكوربيك اسيد ABA تيمار
14  20 100  
15  10 100  
16  20 -  

   
 3برداري آغاز شد و تا  يادداشت ،شتاروز پس از ك ده

هاي  نمونه از ريز هاي حاصل كالوسماه ادامه يافت و كيفيت 
كالوس ثبت و  زايي و كيفيت به جنين اوليه از نظر تمايل آنها 

تجزيه و منظور تبديل صفات كيفي به صفات كمي جهت  به
هاي آماري براي هر صفت يك كد در نظر گرفته شد  تحليل

  . )3جدول (
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  هاي كشت شده ، نوع و اندازه كالوس در ريزنمونهتوليد - 3جدول 

 زايي كالوس توانايي جنين توليد كالوس كد
 عدم توليد كالوس عدم توليد كالوس 0
 كالوس فاقد كيفيت گلوبولار محدودكالوس بسيار 1
 كالوس بسيار محدود گلوبولار كالوس محدود يكنواخت 2
 كالوس گلوبولار كالوس نسبتا بزرگ يكنواخت 3
 كالوس گلوبولار با كيفيت مناسب كالوس بزرگ يكنواخت 4
 كيفيت مناسبكالوس درشت، بسيار گلوبولار و با  و يكنواخت كالوس بسيار بزرگ 5

  
  

  نتايج
 هاي بر توليد كالوس D-2,4و  TDZ هاي هورمونتأثير 
  زا جنين

استفاده شده  D-2,4و  TDZنه تيمار هورموني مختلف 
هاي  هاي ريشه، ساقه و برگ حاصل از گياهچه روي ريزنمونه

داري  بيانگر اختلاف معني E. saligna عاري از آلودگي گونه

در ). 4جدول (زا بود  كالوس جنين زايي و توليد براي كالوس
-mg/l 1/0 :TDZ ،mg/l 1 :2,4( 9مجموع تيمار هورموني 

D (زايي از نظر كالوس )هاي بزرگ و يكنواخت توليد كالوس (
از نظر ) mg/l5/0 :TDZ، mg/l 5/1 :2,4-D  ( 8و تيمار 

بهترين ) گلوبولار هاي كالوس(زا  هاي جنين توليد كالوس
  ).2و  1هاي  لشك(تيمارها بودند 

  
  

  9 با استفاده از E. salignaزا در گونه  زايي و توليد كالوس جنين تجزيه واريانس ميزان كالوس - 4جدول 
  D-2,4و  TDZتيمار هورموني  

  ميانگين مربعات  درجه آزادي منابع تغيير
  44/17** 8 زايي كالوس

  22/14** 8 زاتوليد كالوس جنين
  
  

 
 

E. salignaاز نظر كيفيت كالوس در گونه    D-2,4و  TDZهاي هورموني تيمار  مقايسه - 1شكل
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 E. saligna زايي كالوس در گونه بر جنين  D-2,4و  TDZتيمارهاي هورموني   مقايسه اثر -2شكل 

  
زمان  همها در تركيب  ترين كالوس در مجموع با كيفيت

TDZ  2,4و-D  حضور حداقل ). 1شكل (توليد شدmg/l 
موجب بهبود  D-2,4و افزايش ميزان  TDZ ز هورمونا 1/0

 8و  7مقايسه دو تيمار ). 1جدول (ها گرديد  كيفيت كالوس
 mg/lتا ميزان  D-2,4دهد كه افزايش  نشان مي) 2شكل (
  .زايي همراه بود ها به سمت جنين با پيشبرد كالوس 5/1

توليد كالوس بر  D-2,4و  كينتين هاي هورمونتأثير 
  زا جنين
زايي و توليد كالوس  انگين مربعات دو صفت كالوسمي
بيانگر  E. salignaزا پس از گذشت سه ماه در گونه  جنين

چهار تيمار هورموني  )≥ 01/0P(دار  اختلاف بسيار معني
  ). 5جدول (در هر دو صفت بود  D-2,4 و كينتينمختلف از 

  
  

  E. saligna زا در زايي و توليد كالوس جنين بر كالوس D-2,4و  كينتينتيمار هورموني  4تجزيه واريانس اثر  - 5جدول 
  ميانگين مربعات  درجه آزادي منابع تغييرات

  9/16**  3  زايي ميانگين كيفيت كالوس
  26/10** 3 زا ميانگين كيفيت توليد كالوس جنين

  

  
  E. salignaاز نظر كيفيت كالوس در گونه   D-2,4و  كينتينتيمارهاي هورموني   مقايسه -3شكل 
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زايي و توليد كالوس  ميانگين دو صفت كالوس هدر مقايس
تيمار  4اي دانكن در  زا براساس آزمون چند دامنه جنين

) 1جدول ( E. salinag در گونه كينتينو  D-2,4هورموني 
و  mg/l 2 :Kin ،mg/l 2 :2,4-D( 12تيمار هورموني 

ABA (اسايي عنوان بهترين تيمار شن زايي به از نظر كالوس
زايي از كالوس  همچنين بهترين نتيجه جنين). 3شكل (گرديد 

دست آمد  به) mg/l 1 :Kin ،mg/l2 :2,4-D( 10از تيمار 
  ).4شكل (

  

 
  E. salignaدر گونه  زا ي جنين ها توليد كالوساز نظر  D-2,4و  كينتين تيمارهاي هورموني  مقايسه -4شكل 

 
 كينتينو  D-2,4از تيمار هورموني مختلف  4در مقايسه 

هاي حاصل از چهار تيمار به  كيفيت كالوس، )1جدول (
زا، از  هاي گلوبولار و جنين خصوص در زمينه توليد كالوس

  . نيز بهتر بود TDZ و D-2,4هاي حاصل از تيمارهاي  كالوس
 ،mg/l 2بود كه حاوي  12زايي، تيمار  بهترين تيمار كالوس

از ). 3شكل (بود  ABAاه به همر mg/l، 2,4-D 2و  كينتين
هاي هيپوكوتيل و ريشه نيز تيمارهاي  آنجايي كه در ريزنمونه

، )1جدول (نداشتند  داري با يكديگر اختلاف معني 12و  10
هاي گلوبولار با كيفيت بسيار  در توليد كالوس D-2,4نقش 

 ،mg/l 1حاوي  10تيمار  زيرابود،  كينتينمناسب بيشتر از 
  .ندبود كينتين ،mg/l 2حاوي  12و تيمار  كينتين

طور  زا و در مقايسه به هاي جنين در مورد توليد كالوس
نقش بيشتري  D-2,4نشان دادند كه  12و  10هاي  كلي تيمار

از  ).4شكل (زا داشت  هاي جنين در توليد كالوس كينتيناز 
هاي ريشه و  آنجايي كه نتايج حاصل از كشت ريزنمونه

 mg/l2  ( 12در تيمار  E. salignaهيپوكوتيل در گونه 
:Kin ،mg/l2 :2,4-D  وABA ( از نظر كيفيت كالوس و

. زا بسيار مطلوب و قابل توجه بود هاي جنين توليد كالوس
 mg/l1 :Kin ،mg/l 2  ( 10هاي مربوط به تيمار  كالوس

:2,4-D(  12هفته به محيط كشت  3پس از ) mg/l2 :Kin ،
mg/l2 :2,4-D ( منتقل شدند)همچنين، تعدادي از ). 5ل شك

منظور تكامل و رشد بيشتر به محيط كشت  آنها نيز به
16)ppm 20ABA: ) ( پس از و  .انتقال يافتند) 2جدول

 ها جنين ي كروي، قلبي و اژدري سه مرحلههفته  3گذشت 
 .)6شكل ( ي گلوبولار پديدار شدندها در كالوس

  

  
  )ABA و Kin ،2 :2,4-D: 2( 12ز ريزنمونه ريشه در تيمار حاصل ا هاي مراحل رشد و نمو كالوس -5شكل 

)پ(هفته پس از انتقال  6، )ب(هفته پس از انتقال  5، )الف(هفته پس از انتقال  E. saligna4 در گونه
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  12اصل از ريزنمونه ريشه پس از انتقال از تيمار هاي ح مراحل رشد و نمو كالوس -6شكل 

)2 :Kin ،2 :2,4-D  وppm 20ABA: ( 16به تيمار )ppm 20ABA:(  در گونهE. saligna  
  )پ(هفته پس از انتقال  5، )ب(هفته پس از انتقال  4، )الف(هفته پس از انتقال  3

  
  بحث

حاوي  MSتيمار هورموني در محيط كشت  9بررسي اثر 
زايي سوماتيكي در  بر جنين D-2,4و  TDZمقادير متفاوت 

) 1جدول (كوتيلدوني، ريشه و ساقه هاي برگ  ريزنمونه
در كنار يكديگر سبب  D-2,4و  TDZنشان داد كه حضور 

اين . زا شد هاي گلوبولار و جنين ترين كالوس تشكيل باكيفيت
 D-2,4مبني بر اين كه  ،)Kumar )1999نتيجه با نظر 

عنوان يك اكسين مصنوعي در كشت بافت و نگهداري  به
در  .بود سو همباشد،  يد ميكالوس حاصل از كشت بافت مف

نيز نشان دادند كه  )1983(و همكاران  Gupta مورد  اين
ها  هاي مختلف اكاليپتوس، نيازهاي متفاوتي به اكسين گونه
ي اين پژوهش مبني بر استفاده از ها كه منطبق بر يافته  دارند

همچنين  .اكسين در دو تركيب هورموني و عدم حذف آن بود
De Klerk 2006) (ها در  بندي و نقش اكسين ر مورد طبقهد

هاي رشد را به  هكنند كشت بافت گياهان، اين گروه از تنظيم
هاي  و اكسين IAAطبيعي مثل  هاي دو دسته شامل اكسين

، تقسيم كرده و بيان داشت كه  D-2,4و NAAمصنوعي مثل 
هاي  ها عامل اصلي در تشكيل سلول در كشت بافت، اكسين

سلولي، تشكيل و رشد  هاي نابجا، تقسيم مريستمي از ريشه
هاي جانبي و مهاركننده رشد  كننده رشد جوانهكالوس، مهار
ها به  هاي اكسين باشند و همچنين يكي از نقش شاخه مي
زايي سوماتيكي در كشت  را القاي جنين D-2,4خصوص 
 .هاي اين پژوهش بود شمرد كه كاملا منطبق بر يافته بافت بر

اقل ميزان كينتين و يا سيتوكينين افزايش در حضور حد زيرا
زايي همراه  ها به سمت جنين با پيشبرد كالوس D-2,4غلظت 

ها و  نيز اكسين) Yeung )1995در همين راستا . بود

هاي رشد گياهي معرفي  كننده ها را مهمترين تنظيم سيتوكينين
وي همچنين . كنند مي  كرد كه تمايز و تقسيم سلولي را تنظيم

 ءبر القا D-2,4ويژه  استعمال اكسين خارجي به اثرات
نتايج . خوبي استناد كرد زايي سوماتيكي را نيز به جنين

از اين حكايت نيز  E. salignaتيمار در گونه  9حاصل از 
افزايش  TDZاز  mg/l 1/0كه در حضور حداقل داشت 
هاي گلوبولار همراه بود  با بهبود كيفيت كالوس D-2,4ميزان 

گرم در ليتر نيز  ميلي 5/1تا  D-2,4الا رفتن ميزان و حتي ب
ها و پيشبرد آنها به سمت  موجب بهتر شدن كيفيت كالوس

به صورت كلي نيز بهترين . زايي سوماتيكي گرديد جنين
زا شد، تيمار هورموني  هاي جنين تيمار كه سبب توليد كالوس

 نتايج .بود) mg/l 1/0 :TDZ ،mg/l 1 :2,4-D(شامل 
زايي سوماتيكي  در مورد جنين) Assareh  )1998 تمطالعا

وي . با نتايج اين پژوهش بود سو همتقريبا  E. sargentiدر 
گرم  ميلي 25/0و  1/0، 05/0همراه با  B5از محيط كشت 

گرم در ليتر  ميلي 2و  1، 5/0هاي  و غلظت TDZدر ليتر 
2,4-D اي و  عنوان محيط كشت اوليه و دو ريزنمونه لپه به

هاي  پوكوتيل استفاده كرد و در ميان كليه تيمارها، جنينهي
هاي حاصل از ريزنمونه  اوليه سوماتيكي، از كالوس

 گرم در ليتر ميلي 1هيپوكوتيل در محيط كشت اوليه حاوي 
2,4-D  گرم در ليتر  ميلي 1/0وTDZ  و پس از انتقال به

 D-2,4گرم در ليتر  ميلي 5/0محيط كشت ثانويه حاوي 
اما با توجه به اين كه غلظت پيشنهادي . يافتندتمايز 
زايي در دو پژوهش يكسان بود و  ها در زمينه جنين هورمون

تفاوت در نوع گونه، نوع ريزنمونه و محيط كشت پايه بود، 
ها به محيط كشت ثانويه منتقل نشدند،  همچنين كالوس
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 Assareh اما .  بنابراين اين امر نيازمند مطالعه بيشتري است
بر توليد مؤثر در مطالعاتي كه بر روي عوامل ) 1998(

تشكيل  ،انجام داد E. viminalisهاي پيكري در  جنين
كالوس بعد از گذشت چهار هفته و در محيط كشت اوليه 

را مشاهده  D-2,4و  TDZ هاي رشد هكنند همراه با تنظيم
ها به محيط كشت  ولي او حتي پس از انتقال كالوس .كرد

نيز موفق به توليد  D-2,4گرم در ليتر  ميلي 1ي ثانويه حاو
هاي اين  زا نشد كه اين اختلاف با يافته هاي جنين كالوس

تواند ناشي از يكسان نبودن گونه مورد بررسي  پژوهش مي
 E. microthecaدر مورد ) Assareh  )1998 در ضمن. باشد
دست آورد و  هنتايجي كاملا مغاير با نتايج اين پژوهش ب نيز

 D-2,4و  TDZهيچ رشد كالوسي در محيط كشت حاوي 
و  E.viminalisنتايجي كه در مطالعه بر روي . مشاهده نكرد

E. microtheca با نتايج  .توسط وي حاصل شدNugent  و
Chandler )2001( ، 2,4كه بيان داشتند-D  و ساير

زا در كشت  هاي جنين هاي سنتتيك در تشكيل كالوس اكسين
بود اما با نتايج  سو هماي ندارند كاملا  هبافت هيچ نتيج

در زمينه  E. salignaآمده در اين پژوهش بر روي  دست به
زا مغايرت داشت كه امكان دارد اين  هاي جنين توليد كالوس

امر به علت متفاوت بودن نوع گونه و ريزنمونه و يا اختلاف 
در . ه رشد باشدكنند هاي بكاررفته از دو تنظيم در غلظت

هاي  زايي سوماتيكي در گونه العاتي كه بر روي جنينمط
و  Preeceو  )1992( و همكاران Bates، انجام شددرختي 
هاي سوماتيكي را از  نيز جنين )1987,1989( همكاران

گنجشك سفيد در محيط كشت  بذرهاي بالغ و نارس زبان
 1تا  1/0و  D-2,4ميكرومول  10حاوي  MSاوليه 

 Deبا توجه به نظر  .آوردند دست به TDZميكرومول در ليتر 
Klerk )2006( ، ها در  ها و سيتوكينين نقش اكسينمبني بر

تشكيل و رشد كالوس در كشت بافت و به خصوص نقش 
2,4-D آمده  دست بهزايي سوماتيكي و نتايج  در القاي جنين

بر روي  انجام شدههاي  در اين پژوهش و ساير پژوهش
هاي درختي، به نظر  و ساير گونه از اكاليپتوس  چندين گونه

هاي رشد در تشكيل  كننده رسد اين دو گروه از تنظيم مي
باشند، ولي مؤثر زايي  كالوس و پيشبرد آن به سمت جنين

علت مغايرت اين نتايج با برخي از مشاهدات در چند گونه  به
اكاليپتوس، مطالعه و بررسي نقش اين دو گروه از 

هاي  كالوس به خصوص كالوس ها در توليد هكنند تنظيم
در اين پژوهش بهترين . رسد نظر مي هزا ضروري ب جنين

 2، تيمار حاوي كينتينو  D-2,4هاي  تركيب هورمون
 كينتينگرم در ليتر  ميلي 2تا  1و  D-2,4گرم در ليتر  ميلي

عنوان محيط كشت اوليه در نظر گرفته شد و  بود، و به
 ر آنها كشت گرديدهاي هيپوكوتيل و ريشه د ريزنمونه

هاي  روز كالوس 30پس از گذشت حدود ). 1جدول (
محيط كشت تعدادي از  بنابراين. گلوبولار كوچك توليد شد

هاي حاصل از  صورت كه كالوس د، به اينآنها تعويض ش
 2به محيط حاوي  كينتينگرم در ليتر  ميلي 1محيط حاوي 

از يت حكامنتقل شد كه نتايج  كينتينگرم در ليتر  ميلي
هاي بسيار گلوبولار با كيفيت بسيار مناسب و  تشكيل كالوس

سابقه مطالعه كمي بر  .)6شكل ( داشتزوائد شبه جنيني 
در حال حاضر بر  كينتينو  D-2,4روي تيمارهاي حاوي 

روي اكاليپتوس موجود است كه اين موضوع اهميت 
ها و  با ساير اكسين كينتينمطالعات بيشتر در مورد تركيب 

زايي سوماتيكي در  ها را در زمينه جنين يتوكينينس
   .سازد ها آشكار مي اكاليپتوس

نكته حائز اهميت در اين پژوهش اين است كه توليد 
هاي گلوبولار با كيفيت بسيار مناسب از تيمارهاي  كالوس
عنوان  هنگامي حاصل شد كه از اين تيمارها به كينتينحاوي 

بهترين نتيجه نيز در حضور . تيمارهاي ثانويه استفاده گرديد
از  كينتينگرم در ليتر  ميلي 1و  D-2,4گرم در ليتر  ميلي 2

هاي  نمونهريشه و هيپوكوتيل حاصل شد كه ريزهاي  ريزنمونه
هاي  هاي هيپوكوتيل در توليد كالوس ريشه نسبت به ريزنمونه
بودن نوع  با توجه به متفاوت. گلوبولار برتري داشتند

رفته در محيط كشت  هاي بكار ت هورمونريزنمونه و غلظ
 دست بهو همچنين  انجام شدههاي  نسبت به ساير پژوهش

زا  هاي گلوبولار و جنين در توليد كالوس آمدن نتايج مطلوب
عنوان محيط  هنگامي كه از آنها به كينتيناز تيمارهاي حاوي 

 كينتيناظهارنظر در مورد نقش  ،هاي ثانويه استفاده شد كشت
ها و  ايي و يا به صورت تركيبي با ساير اكسينبه تنه

زايي  زا و جنين هاي جنين ها در توليد كالوس سيتوكينين
تري  سوماتيكي اكاليپتوس نيازمند مطالعات بيشتر و گسترده

  . است
در توان گفت كه  گيري كلي مي عنوان نتيجه بهبنابراين 

و  ريشه مورد استفاده، هبهترين ريزنمون E. salignaگونه 
 2حاوي  MSيعني محيط كشت  12بهترين تيمار، تيمار 

mg/l، 2,4-D  2و mg/l، كه  طوري به. )1جدول ( بود كينتين
ها به محيط كشت نيمه  به خصوص پس از انتقال كالوس
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 تري مشاهده شد نتايج قابل قبول ABAجامد حاوي 
  . )2جدول(
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Abstract 

Eucalyptus saligna with several characteristics such as medicinal and industrial uses and fast 
growing feature could be considered as an appropriate case to be used in countries with low 
forest covers such as Iran. Although reforestation by Eucalyptus species is very important, but 
production difficulties by conventional methods, caused in vitro culture methods to be 
considerable. Somatic embryogenesis is an effective tool for reforestation with improved tree 
species. The method is more economical than other cloning methods. Somatic embryogenesis 
on E. saligna was studied in this work, for the first time. Four kinds of explants, root, stems, 
leaves and hypocotyls of seedlings, were grown at in vitro conditions on MS medium with 13 
hormone treatments. The best explants was root and the best hormone treatment was 2 mg/l 
kinetin with 2 mg/l 2,4-D. In general, the somatic embryogenesis results of this study were more 
effective than previous studies on Eucalyptus species. The embryogenic calluses were 
transferred to three MS mediums supplemented with different ABA concentrations to reach to 
maturation. Treatment with 20 mg/l ABA showed three stages of globular, heart shape and 
torpedo.  
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