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 بررسي اثر پوتريسين برميزان كال زايي و جنين زايي سوماتيك در يونجه
  )1(  امانيشهلا ،)1( بهناز عليزاده

  دانشگاه تبريز  ،دانشجوي كارشناسي ارشد دانشكده كشاورزي -1

ريـز نمونـه هـاي هيپـو     . در اين تحقيق اثر پوتريسين در كالزايي و جنين زايي سوماتيك در رقم كريساري يونجه بررسي شـد 
. كشت شدند) ميلي مولار 1و  5/0، 1/0، 0(و پوتريسين ) ميلي گرم بر ليترD )1-2,4حاوي  SHكوتيل بر روي محيط كشت 

ميلي مولار پوتريسين مشاهده گرديد و كمترين درصد مربـوط   1بيشترين درصد توليد كالوس و جنين كروي در محيط داراي 
اين نتايج از نقش پلي آمين ها در مراحل مختلف رشد و نموي گياه يونجه از جمله جنـين  . به نمونه شاهد فاقد پوتريسين بود

  . ي حمايت مي كندزايي سوماتيك

  . پوتريسين، جنين زايي سوماتيك، كالزايي، يونجه :كلمات كليدي
  :مقدمه
آمينهاي آليفاتيك كوچكي هستند كه در همه موجودات زنده اعم از پروكاريوتي و يوكاريوتي حضور  (PAs)ها آمينپلي

باشند  اين تركيبات به آمين معمول در گياهان ميليدي آمين پوتريسين، تري آمين اسپرميدين و تترا آمين اسپرمين سه پ. دارند
، پروتئينها و DNA ،RNAواسطه ويژگي پلي كاتيوني خود قادر به اتصال به انواع تركيبات آنيوني موجود در سلول از قبيل 

م و تمايز سلولي، بيان تقسي مانند ها در گياهان در فرآيندهاي مختلف رشد و نموآمينپلي.   باشندمي... فسفوليپيدهاي غشاء و 
ژن و سنتز انواع ماكرومولكولها، در جنين زايي، اندام زايي، گلدهي، ممانعت از پيري، همچنين در پاسخ به انواع تنشهاي 

  ).2و1(زيستي و غير زيستي نقش دارند 

بهبود رشد و نمو گياه  باعث PAsها صورت گرفته و معلوم شده است كه در سالهاي اخير تحقيقات زيادي در مورد پلي آمين
، Brassica campestrisدر انواع محصولات زراعي مهم مانند  PAsاهميت . گردنداز جمله جنين زايي سوماتيك مي

Perkinensis ssp.  كشتهاي سلولي هويج به عنوان يك سيستم مدل براي مطالعه تنظيم ). 4(و برنج نشان داده شده است
هاي گزارش كردند كه تشكيل جنين (1985 ,1984)و همكاران  Feirer. شودستفاده ميجنين زايي سوماتيك در گياهان ا

اما با . يابدكاهش مي) دي فلوئورو متيل آرژنين( DFMAميلي مولار 1هاي هويج شديداً توسط سوماتيك در شماري از كشت
ممانعت از جنين زايي . يابديي بهبود ميميلي مولار پوتريسين، اسپرميدين يا اسپرمين به محيط كشت، جنين زا 1/0افزودن 
). 4(گيرد آمين صورت ميو كاهش در سنتز پلي) آرژنين دكربوكسيلاز( ADCاز طريق جلوگيري از فعاليت  DFMAتوسط 

DFMO )بيشتر از ) آمينهاي سنتز پلياز بازدارنده -دي فلوئورو متيل اورني تينDFMA  در ممانعت از جنين زايي مستقيم
تاثير داشت و افزودن پوتريسين اگزوژن تشكيل جنين را در آن نسبت به ) Solanum melangena(هاي گياه بادنجان در لپه
ها جنين زايي سوماتيك را در سويا و آمينگزارش شده است كه افزودن پلي )5(هاي شاهد به حالت اول برگرداند نمونه

-توليد مي PAsاي سوماتيك به سختي در شرايط رايج و بدون افزودن هدر اين گياهان جنين. بخشددرخت كائوچو بهبود مي

  ). 4(شوند 
اي مهم يونجه جزء گياهان علوفه. است) Fabaceae(متعلق به تيره بقولات  Medicago sativaگياه يونجه با نام علمي 

اين گياه نسبت به . باشداهميت مي است و از نظر غذاي دام، پوشش گياهي، تثبيت نيتروژن و از نظر دارويي نيز بسيار حائز
گزارشات اندكي در مورد اثر تركيبات ). 3(شوري نسبتا مقاوم بوده و بهبود رشد و نمو آن از نظر زراعي با ارزش است 

بنابراين هدف از اين تحقيق . ها در جنين زايي سوماتيك انواع رقمهاي يونجه ارائه شده استمختلف از جمله پلي آمين
  . پوتريسين در جنين زايي سوماتيك رقم كريساري يونجه مي باشد بررسي اثر

  :ها مواد و روش
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  ضد عفوني و تهيه ريز نمونه
دقيقه با آب و  5ابتدا بذرها به مدت . بذور رقم كريساري يونجه از مركز تحقيقات دانشكده كشاورزي دانشگاه تبريز تهيه شد

دقيقه با  15قرار گرفتند و بعد به مدت % 70ثانيه در معرض الكل  30سپس به مدت . مايع ظرف شويي شستشو داده شدند
بذور ضد . هيپوكلريد سديم ضدعفوني سطحي گرديده و سه تا چهار بار با آب مقطر استريل شستشو داده شدند% 5/2محلول 

روز  7ي ال 4پس از . نگهداري شدند 24±2كشت شده و در شرايط تاريكي و دماي  SHعفوني شده روي محيط پايه
  . هيپوكوتيل از دانه رستها قابل جدا سازي بود

  محيط كشت القاء كالوس و جنين 
ميلي مول بر ليتر  1و  5/0، 1/0و غلظتهاي  D-2,4ميلي گرم بر ليتر  1حاوي  SHهاي هيپوكوتيل در محيط كشت ريز نمونه
محيط بر روي  pH. بود D-2,4ي گرم بر ليتر ميل 1و تنها داراي  Putكشت داده شدند نمونه شاهد فاقد  (Put)پوترسين 

ها در شرايط تاريكي نمونه. بعد از اتوكلاو و با استفاده از فيلتر به محيط افزوده شد Putلازم به ذكر است كه . تنظيم شد 7/5
زان كالزايي و بعد از دو ماه مي. نگهداري شده و بعد از يك ماه دوباره در همان محيط كشت باز كشت انجام شد 24±2و دماي 

  . جنين زايي بررسي گرديد
  :نتايج و بحث

قطر كالوسها ). 1شكل(استفاده از پوتريسين در هر سه غلظت باعث افزايش توليد كال و جنين نسبت به نمونه شاهد گرديد 
رم بر ليتر ميلي گ 1در محيط حاوي %) 80(و جنين زايي %) 100(بيشترين درصد كالوس زايي . نيز افزايش چشمگيري داشتند

2,4-D  1جدول(در حالي كه كمترين ميزان مربوط به نمونه شاهد بود . ميلي مولار پوتريسين به دست آمد 1به اضافه .(
ها در بهبود مراحل رشد و نموي انواع گياهان در شرايط در شيشه گزارشات متنوعي در مورد نقش و اهميت انواع پلي آمين

هاي اگزوژن باعث افزايش تقسيم سلولي شده و در نتيجه باززايي در كشت پلي آمين مشخص شده است كه. ارائه شده است
نتايج به دست آمده در اين پژوهش نيز نشانگر تأثير مثبت پوتريسين در كالزايي و توليد جنين كروي . يابددر شيشه افزايش مي

  . هبود و افزايش ريز ازديادي در يونجه استفاده گرددشود از پلي آمينها براي بباشد و پيشنهاد ميدر رقم كريساري يونجه مي

  
به  D-2,4محيط حاوي : ب).ميلي گرم بر ليترD )1-2,4محيط تنها حاوي : الف. تشكيل جنين بر روي كالوس - 1شكل

  . پيكانها نشانگر جنين كروي هستند. اضافه پوتريسين
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ميلي : mmميلي مولار، : mMميلي گرم بر ليتر، : mgL-1. در يونجه اثر پوتريسين بر توليد كالوس و جنين كروي -1جدول
  .پوتريسين: Putدي كلرو فنوكسي استيك اسيد،  4وD :2-2,4متر،
 متوسط قطر كالوس درصد جنين زايي

(mm) 
  تيمار  زاييدرصد كالوس

17.24% 7.6 58% 1mgL-1 2,4-D 
  )شاهد(

29.41% 8.225 68% 2,4-D+0/1 mM Put 
52.63% 9.000 77% 2,4-D+0/5 mM Put  

80% 11/111 100% 2,4-D+1 mM Put 
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