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نوك ساقه اسپرسهاي چندگانه ازبر باززایی ساقهتأثیر امواج فراصوت 
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چکیده
پذیري نفوذ،واج فراصوت کم انرژيزیستی است. امامواج فراصوت داراي کابردهاي متعددي در صنعت، پزشکی و فناوري

شود. این تحقیق با هدف بررسی تأثیر هاي گیاهی میغشاي سلولی را افزایش داده و منجر به اثرات بیولوژیکی متعددي در سلول
اي نوك هنمونهریزبراي این منظور، گیاه اسپرس انجام گرفت.هاي نوك ساقهرشد ریزنمونهمانی و تیمار امواج فراصوت بر زنده

، 180،120، 90، 60، 50، 40، 30، 20صفر (شاهد)، هايکیلوهرتز) با زمان37ساقه تحت تأثیر تیمار امواج فراصوت (فرکانس 
گرم میلی3و IBAگرم در لیتر میلی1/0حاوي MSکشت قرار گرفته و سپس روي محیط اولتراسونیک ثانیه در حمام 300و 240

داري در اثر تیمار امواج فراصوت کاهش طور معنیها بهدهی ریزنمونهنتایج نشان داد که درصد ساقهگردیدند. کشت BAPدر لیتر 
تیمار داري افزایش یافته است. زایی به طور معنیهاي چندگانه، تعداد ساقه در هر ریزنمونه و درصد کالوسیافته ولی درصد ساقه

اي شدن را نشان داد. زایی و شیشهترین میزان کالوسبه همراه پاییندهیشاهد (بدون امواج فراصوت) بیشترین درصد ساقه
ثانیه) امواج فراصوت مشاهده گردید. 240و 180هاي زمانی بالاتر (%) در دوره11/61% و 98/60زایی (بیشترین درصد کالوس

ثانیه امواج 30در تیمار اي شده شیشههاي نمونهو درصد ریزنمونهتعداد ساقه در هر ریز،هاي چندگانهبیشترین درصد ساقه
هاي گیاهی و ها و بافتمانی سلولهاي زمانی تیمار با امواج فراصوت باعث کاهش میزان زندهفراصوت بدست آمد. افزایش دوره

ها گردید.دهی ریزنمونهدر نتیجه کاهش ساقه

اي، باززایی، کشت درون شیشهامواج فراصوتهاي کلیدي: اسپرس، واژه

مقدمه
، جنس Fabaceaeاسپرس گیاهی از خانواده 

Onobrychis ،و ضد نفخ است. مرکز اتوتتراپلوییدساله، چند
در ایران است.آسیاي شرقی تنوع آن در شرق مدیترانه و 

با ). اسپرس 34(شود میگونه از این گیاه یافت 60حداقل 
هاي فقیر و مناطق خشک ریشه عمیق به خوبی با خاك

مقاومت ،گردد و در برابر سرما و زمستان سختزگار میسا
ارزش غذایی آن بسیار بالا بوده و در مقایسه ).31(بالایی دارد 

علوفه اسپرس ). 34باشد (با یونجه داراي الیاف کمتري می
نسبت به یونجه بسیار خوش خوراك و مغذي بوده و قابلیت 

ات یونجه هضم بیشتري براي دام دارد و به بسیاري از آف
به را)، اسپرس36(و همکاران سوارز.)4،26(مقاوم است

محصول وشوري، پروخشکیبهبیابانی، مقاومگیاهیعنوان
هايبراي اکوسیستمو مناسبیونجهدر حدايارزش علوفهبا

اي و افزایش کیفیت تغذیهاند.کردهبیابانی معرفیوخشک
کش، ان مقاوم به علفافزایش عملکرد از طریق ایجاد گیاه

هاي روزافزون جمعیت ها در جهت پاسخ به نیازآفات و بیماري
فناوريزیستاز اهداف مهم هاي حیوانیبشري به پروتئین

). بکارگیري 13،20شود (اي محسوب میگیاهان علوفه
ها براي مؤثرترین راهبردفناوريزیستمهندسی ژنتیک و 

کند. با کاربرد فراهم میتأمین غذاي نسل در حال رشد را 
به اهداف توانمیتري هاي زیست فناوري، به نحو سریعابزار

زراعی،هاي اسپرسنارساییبرآمدنفائقبراياصلاحی 
وهابیماريوهاي محیطیبه تنشآنافزایش مقاومت
امواج).12،41و کیفی دست یافت (کمیافزایش عملکرد

که از طیف شنوایی باشنداي از امواج میفراصوت محدوده
محرکییک فناوري غیرحرارتی،انسان خارج هستند و

). 7شوند (محسوب میخطرو بیایمنانرژيمنبعوفیزیکی
ازدر کشاورزي دارد کهفراوانیکاربردهايفراصوتامواج
زراعی،محصولاتبه ارزیابی کیفیتتوانمیهاآنجمله
و رشدي، کاهشفاصلههشکابرايبذور گیاهاندهیتیمار

وژنتیکآن در مهندسیازاستفادهوهاو بیماريحذف آفات
. توانایی امواج فراصوت براي )2(کرداشارهژنانتقال

و بیان DNAهاي بزرگ، انتقال ها با مولکولبارگذاري سلول
اي و زنده محصول ژن خارجی در شرایط درون شیشه

)In vivo(،لوم گیاهی تبدیل قدرتمند در عآن را به یک ابزار
ها یا ) و به طور گسترده براي انتقال ژن در سلول19،29کرده (
ساز و کار تأثیرشود.هاي حیوانی و گیاهی استفاده میبافت

در اثر آن بافت است کهدرانرژيامواج فراصوت در اثر جذب
این.شوندمینوساندچارخودموقعیت تقریبیحولذرات

میزانکهشدهگرمایی تبدیلانرژيبهصوتیانرژيانوسان ی
گرما به اینتماماست. اگرامواج فراصوت متناسبشدتباآن

گرماينشود،جابجافیزیولوژیکی طبیعیوسیله عوامل
ظاهر بافتدرگرماییاثراتویابدافزایش میموضعی

تواند اثر امواج فراصوت در شود. افزایش دما نمیمی
کند. آن را توجیه میی ازباشد اما بخش مهمفناوريزیست

هیچ،شده باشدتولیدبرابر گرمايشدهجابجاگرمايمقداراگر
به مربوطبافتدرشدهاثر ظاهرونشدهبافت ایجاددرحرارتی

ازاستفادهغیرحرارتی بااست. اثراتامواجغیرحرارتیاثرات
فراصوتمواجاکردن خروجیمنقطعیا وکمهايشدت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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آید. اثر غیرحرارتی مکانیسم مهم دناتوره شدن بدست می
). بزرگترین اثر غیرحرارتی تولید شده توسط 25ها است (آنزیم

) 1هاي صوتی (کاویتیشنایجاد حفرهامواج فراصوت، پدیده
هاي پایدار و ناپایدار به صورتهاي صوتیحفره). 8باشد (می

نیرويامواج فراصوت،ازناشییشن کاویت). 25د (نافتاتفاق می
که منجر به نرم شدن دیواره سلولی و کندمیایجادبرشی

بهبود رامواد به داخل سلولانتقالوایجاد منافذي در آن شده
تواندمیمکانیکیخواصدرکلی، تغییرطوربه.بخشدمی

تحت اثرکهباشدبسیار ریزيهايحباباز تشکیلناشی
وحرارتايو نقطهايلحظهبه صورت،بساطانوانقباض

بسامد ).15شوند (میایجادمایعدر محیطزیادالعادهفشار فوق
و میزان انرژي مورد نیاز براي تأثیر تیمار امواج فراصوت بین 

که ممکن است طوريها و ارقام مختلف متفاوت است. بهگونه
یش و برخی ها را افزاانرژي امواج فراصوت، رشد بعضی گونه

ایی را کاهش دهد. براي مثال تیمار امواج فراصوت، بازز
). تیمار از طریق امواج 1(ها را کاهش داده استریزنمونه

بخشد و حضور میفراصوت، کارایی تراریختی را بهبود 
تراریختی را افزایش فراوانی ها، داخل سلولي ریزهاحباب

سازي زنی و آمادهزخمدهد. استفاده از امواج فراصوت براي می
آگروباکتریوم تومهبافت مورد نظر جهت افزایش تراریختی با 

). انتقال22،46نیز مورد استفاده قرار گرفته است (فشینس 
DNA با استفاده از تیمار اولتراسونیک در مقایسه با بمباران

تواند به ها میاي، الکتروپوریشن، ریزتزریقی و سایر روشذره
ام گیرد. تیمار با امواج فراصوت اگرچه ممکن است آسانی انج

پذیري ها را زخمی یا پاره کند ولی با این حال، نفوذسلول
ي سلولی و غشاي پلاسمایی ایجاد در دیوارهکوتاه و موقتی را

). فرایند جذب 23،25کند (کرده و جذب مواد را تسهیل می
یمار ها به فرکانس و طول مدت تبدون آسیب جدي در سلول

). امواج فراصوت به طور 19،6(با امواج فراصوت وابسته است
هاي ها و پروتوپلاستداري روي سنتز پروتئین در سلولمعنی

تأثیرگذار است. ) 21،9(گیاهی و نفوذپذیري غشاي سلولی
ور و رشد زنی بذمیزان جوانهتیمار امواج فراصوت در گیاهان 

یین آن، باعث آسیب . دوزهاي پادهدگیاهچه را افزایش می
زنی شده و جوانهOrchis papilionaceaپوسته بذر گیاه 

ه یوبر این گیاه را افزایش دادتاي و تولید مینیدرون شیشه
یکی از عوامل مؤثر در باززایی بالاي گیاهی، ). 30(است

ها مانند). بعضی ریزنمونه33(مناسب استانتخاب ریزنمونه
) کارایی باززایی پایین و وابسته به 43) و لپه (10محور زیرلپه (
میکروسکوپی است یک ساختار 2نوك ساقهاماژنوتیپ دارند، 
احاطه شده و تمام مجموعه ساقه، ي انتهاییکه در جوانه

در شرایط درون ).40کند (ها را تولید میها و گلبرگ
رشد سریع، مستقل از ژنوتیپ و نگهداري به اي تواناییشیشه

ي مناسب یک ریزنمونهداشته و به همین دلیلنیمدت طولا
نوك ).45،44،40(گرددبراي دستکاري ژنتیکی محسوب می

) است که SAM3شامل مریستم انتهایی ساقه (ساقه 
هاي هوایی از نماید و اندامهاي مریستمی را تولید میبافت

). 39(کنند جمله ساقه از آن رشد می
هبود کارایی تراریختی در طی آزمایشات مربوط به ب

شدت امواج فراصوت در ومشخص شده است که مدت زمان

و همکاران لیودر تحقیقات که د ناین امر نقش کلیدي را دار
) نیز گزارش گردیده است. بر اساس اطلاعات ما، تاکنون 25(

گیاه اسپرس به همراهبافتاي جهت بررسی کشتمطالعه
محرك انجامفیزیکیيیک فناورعنوانبهفراصوتامواج
سازي مدت با هدف بهینهحاضراست. بنابراین، آزمایشنشده

زمان اعمال تیمار امواج فراصوت در جهت حداقل آسیب به 
هاي نوك ساقه و تولید ها از نظر رشد ریزنمونهسلول
هاي چندگانه گیاه اسپرس به همراه حداقل میزان ساقه

ت تا نتایج آن در آزمایشات ها انجام گرفزایی ریزنمونهکالوس
اسپرس مورد استفاده قرار گیرد.ریختیآتی مربوط به ترا

هامواد و روش
زدایی و ضدعفونی بذورغلاف- 1

) Onobrychis sativa(در این تحقیق بذور اسپرس
واریته خوانسار در دانشکده کشاورزي دانشگاه محقق اردبیلی 

که غلاف فت. با توجه به اینقرار گراستفادهمورد 91در سال 
زده، کاهش درصد جوانهبذر باعث افزایش آلودگی بذور جوانه

گردد، براي بالا بردن زنی میزنی و افزایش دوره زمان جوانه
زنی، غلاف به روش مکانیکی از بذر جدا گردید. پتانسیل جوانه

هاي مختلفی از محلول به منظور ضدعفونی بذور، غلظت
% 5/2دیم مورد استفاده قرار گرفت. غلظت هیپوکلریت س

زنی بدون هیچ گونه هیپوکلریت سدیم با بیشترین درصد جوانه
ضدعفونی . زنی انتخاب شدي جوانهآلودگی براي مرحله

ثانیه در اتانول 40سطحی به صورت زیر انجام گرفت: بذور 
دقیقه با محلول 12به مدت ور شده و سپس، غوطه% 70
سه بار با آب بذورتیمار شدند. سپس، ت سدیم % هیپوکلری5/2

روي کاغذ بذورزنیجوانهگردیدند. مقطر اتوکلاو شده آبکشی
دیش انجام گرفت. شده داخل پتريضدعفونیصافی مرطوب 

ساعت در تاریکی و 72تا 60ابین کاغذ صافی به مدت بذور م
گراد نگهداري شدند و پس از درجه سانتی25±2دماي 

گراد انتقال یافتند.درجه سانتی4ی به دماي زنجوانه
امواج فراصوتو تیمار با ي ریزنمونهتهیه- 2

نوك ساقه روزه براي تهیه ریزنمونه6تا 4زده بذور جوانه
و ي بذر ور، پوستهمنظاینرايبمورد استفاده قرار گرفتند. 

.جدا گردیدنوك ساقه حذف شده ودر شرایط استریل ها لپه
براي باززایی تأثیر امواج فراصوت به منظور بررسی 

15هاي در فالکونهاهاي نوك ساقه، ریزنمونهریزنمونه
) 21(% ساکارز 21باMSمحیط کشت حاويلیتري میلی

درهرتز) کیلو37ور شده و با امواج فراصوت (فرکانس غوطه
,Sonirex Digitec, Binder(اولتراسونیک حمام 

Germany(90و 5060،،40، 30، 20هاي زمانیا دورهب
گراد تیمار درجه سانتی25دقیقه در دماي 5و 4، 3، 2و ثانیه

ها روي محیط کشت بهینه براي رشد شدند. سپس، ریزنمونه
1/0حاوي MS(محیط کشتهاي اسپرسنوك ساقه

) کشت BAPگرم در لیتر میلی3و IBAگرم در لیترمیلی
هاي تیمار نشده با امواج فراصوت به ریزنمونه). از17(شدند 

ریزنمونه 10براي هر تیمار حداقل عنوان شاهد استفاده شد. 
در اتاقک رشد با دماي هاکشتبا سه تکرار در نظر گرفته شد. 

ساعت روشنایی 16ي نوري گراد و دورهدرجه سانتی2±25
1- Cavitation 2- Shoot apex 3- Shoot Apical Meristem
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ت و هشلوکس) 2000تا 1500(شدت نورزیر نور فلورسنت
زایی، درصد ساعت تاریکی نگهداري شدند. درصد کالوس

ي چندگانه، تعداد ساقه هاي با ساقهدهی، درصد ریزنمونهساقه
ي اي شده در بازههاي شیشهدر هر ریزنمونه و درصد ریزنمونه

کشت یادداشت شدند.روز پس از40الی 30زمانی 
هاتجزیه و تحلیل آماري داده- 3

یه طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار و حداقل آزمایش بر پا
ریزنمونه در هر تکرار انجام گرفت. تجزیه و تحلیل آماري 10

SAS (Verافزار آماري ها با استفاده از نرمداده و نرمال (9.1
Ver)ها با بودن آن 16)SPSS .با توجه به صورت گرفت

ر و تبدیل داده به روش جذ،بالا بودن نسبی ضریب تغییرات

arctanها با استفاده مقایسه میانگین داده. گرفتانجام ها داده
% انجام گرفت. 5در سطح احتمال LSDاز آزمون 

نتایج و بحث
زاییکالوس- 1

پس از کشت روي محیط روز7تا 4ها ریزنمونهبرخی از
3به همراه IBAگرم در لیترمیلی1/0حاوي MSکشت 

در ناحیه برش کالوس تولید کردند BAPگرم در لیترمیلی
). بر اساس نتایج حاصل از تجزیه جالف، ب و -1(شکل 

تیمار امواج هاي زمانی مورد استفاده درواریانس، بین دوره
داري وجود زایی اختلاف معنیفراصوت از نظر درصد کالوس

). 1داشت (جدول 

جبالف

وهد

حز
: جو ب، )بدون امواج فراصوت(عدم تولید کالوس در ریزنمونه شاهد: الف،اي نوك ساقه اسپرسکشت درون شیشهبر أثیر تیمار امواج فراصوتت- 1شکل 

امواج ثانیه120تیماراي شدن و از بین رفتن نوك ساقه در اي شدن، شیشه: قهوهدامواج فراصوت، ثانیه90و 60هاي تیمار شده باریزنمونهدرتولید کالوس 
اي شدن شیشه: ح، ثانیه امواج فراصوت30و 20تیمارهايدر هاي چندگانه رشد کرده: ساقهزو،امواج فراصوتثانیه30تیماردر ها : رشد ریزنمونهه،فراصوت

(که در اغلب تیمارهاي حاوي امواج فراصوت مشاهده گردید.)هاساقهوریزنمونه برخی از 
Figure 1. The effects of ultrasound on in vitro culture of sainfoin shoot apex. A: No callus formation in control example
(without ultrasound treatment), B and C: Callus formation in 60 and 90 seconds of ultrasound treatments, D: Browning,

glassiness and dying of shoot apexes in 120 seconds of ultrasound treatment, E: Growth of explants in 30 seconds ultrasound
treatment; F and G: Multiple shoots produced in 20 and 30 seconds of ultrasound treatments, H: Explants and shoot glassiness

which was observed in the most treatments containing ultrasound.
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نوك ساقه اسپرس هايزایی ریزنمونهدرصد کالوسبر امواج فراصوتتأثیر تجزیه واریانس - 1جدول 
Table 1. Vvariance analysis of the effect of ultrasound on callus induction from sainfoin shoot apex explants

میانگین مربعات
زاییدرصد کالوسدرجه آزاديبع تغییرمنا

88/4*10مدت زمان اعمال امواج فراصوت
2260/1خطا

42/20ضریب تغییرات  (درصد)
دهد.را نشان میداري در سطح احتمال پنج درصد : معنی*

اي نوك ساقه اسپرسامواج فراصوت بر رشد درون شیشهتأثیر تجزیه واریانس - 2جدول 
Table 2. Vvariance analysis of the effect of ultrasound on in vitro growth of sainfoin shoot apex explants

میانگین مربعات

هاي درصد ساقهدهیدرصد ساقهدرجه آزاديمنابع تغییر
چندگانه

تعداد ساقه در هر 
ریزنمونه

هاي درصد ریزنمونه
اي شدهشیشه

33/18**09/0**78/0**0015/0*8راصوتمدت زمان اعمال امواج ف
180004/004/002/054/0خطا

31/157/1739/1433/10ضریب تغییرات  (درصد)
دهد.را نشان میداري در سطح احتمال پنج درصد و یک درصد : به ترتیب معنی**و *

شود، با افزایش مدت دیده می2که در شکل طوريهمان
زایی نیز ال تیمار امواج فراصوت درصد کالوسزمان اعم

زخمی شدن بافت گیاهی در تواند بهیافته است که میافزایش 
اثر امواج فراصوت نسبت داده شود. چرا که دوزهاي بالاي 

هاي کوچک امواج فراصوت باعث بزرگتر و بیشتر شدن زخم
. ندکردبیشتري تولیدها کالوس ) و ریزنمونه32گردیده (

4و 3هاي زمانی بالاتر (زایی در دورهرین میزان کالوسبیشت
% و کمترین 11/61% و 98/60دقیقه) به ترتیب با میانگین 

میزان در تیمار شاهد (بدون امواج فراصوت) مشاهده گردید 
در تیمارهاي بالاتر الف). -2و شکل الف، ب و ج-1(شکل 

ت و همان زایی کاهش نشان داده اسکالوسدقیقه، درصد 4از 
شود، تعداد زیادي از دیده مید-1که در شکل طوري

ها قبل از رسیدن به مرحله تولید کالوس در اثر ریزنمونه
بهند.بالاي امواج فراصوت از بین رفتهاي ناشی از دوز آسیب

طور کلی، تیمار امواج فراصوت باعث افزایش تدریجی 
ر دوزهاي بالا هاي نوك ساقه شده ولی دزایی ریزنمونهکالوس

ها زایی ریزنمونهدقیقه) دوباره از میزان کالوس4(بیشتر از 
تکثیرحالدرهايبافتدرتشکیل کالوسکاسته شده است.

تجمعدلیلبهتواندمیهاریزنمونهبرش داده شدهانتهايدر

هنگامیخصوصاًباشد،تکثیرحالدرهايدر سلولهااکسین
از آنجایی).27استفاده شوند (هایتوکینینسابادر ترکیبکه

که تا به حال تحقیقی در رابطه با تأثیر امواج فراصوت بر 
زایی اسپرس انجام نگرفته است، بنابراین، هیچ گزارش کالوس

و تجربی براي این امر وجود ندارد. ولی بر اساس مطالعه لیو
سویا و گیاهاي نابالغ هلپهروي انتقال ژن به )25همکاران (

گیري تعداد ، شکل)SEM(اسکن میکروسکوپ الکترونی
هاي کوچک روي بافت گیاهی گزارش شده زیادي از زخم

هاي تیمار نشده صاف و دست که سطح بافتحالیاست. در
ي این منافذ با طولانی شدن نخورده باقی مانده بود. اندازه

تغییر متر زمان تیمار از کمتر از یک میکرومتر تا یک میلی
تواند ). تیمارهاي طولانی مدت با امواج فراصوت می32(یافت

گیاهان براین، در علاوه.)27(ها کشنده باشدبراي ریزنمونه
هاي زخمی هاي بافتها در سلولانتقال و تجمع هورمون

کنند. به نظر افزایش یافته و ترمیم آن را تسریع و تسهیل می
در اثر امواج فراصوت نیزهارسد که ایجاد زخم در سلولمی

ها) بافت هاي داخلی (به ویژه اکسینباعث هدایت هورمون
زایی را ها شده و میزان کالوسریزنمونه به سمت این سلول

).38افزایش داده است (

LSDستون مربوط به . اسپرسریزنمونه نوك ساقه گیاه(ب)دهیو ساقه(الف)زاییتأثیر تیمار امواج فراصوت بر درصد کالوس-2شکل 
% است.5در سطح احتمال LSDمقداردهندهنشان

Figure 2. The effect of ultrasound on callus induction (A) and shooting (B) from sainfoin shoot apex explants. The LSD
column represents the LSD value at the 5% probability level.
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دهیساقه- 2
دقیقه تیمار امواج 5و 4هاي که در زماناز آنجایی

ها آسیب دیده و ساقه تولید فراصوت، تعداد زیادي از ریزنمونه
هاي این دهی، دادهنکردند، به همین دلیل در بررسی ساقه

دهی، امواج فراصوت روي درصد ساقهها وارد نشدند. زمان
گانه و تعداد ساقه در هاي چندهاي داراي ساقهدرصد ریزنمونه

). با اعمال تیمار 2داري داشت (جدول هر ریزنمونه تأثیر معنی
هاي نوك ساقه دهی ریزنمونهامواج فراصوت، درصد ساقه

داري نسبت به عدم اعمال تیمار (شاهد) اسپرس به طور معنی
دهی در ). بیشترین درصد ساقهه- 1کاهش یافت (شکل 

% مشاهده گردید. سپس در تیمار 78/97ن محیط شاهد با میزا
60ثانیه امواج فراصوت به شدت کاهش یافته و تا زمان 20

ثانیه نسبتاً ثابت مانده ولی از آن زمان به بعد دوباره درصد 
دقیقه 2که در تیمار به طوري.دهی روند نزولی پیدا کردساقه

-2% رسید (شکل 54/14دهی به امواج فراصوت درصد ساقه
،ثانیه30هاي چندگانه نیز، تا زمان ). در صفت درصد ساقهب

هاي چندگانه به طور تدریجی افزایش یافته، اما درصد ساقه

ثانیه این روند به صورت نزولی ادامه یافت (جدول 30بعد از 
هاي چندگانه در هاي داراي ساقه). بیشترین درصد ریزنمونه3

% 19/34با میانگین ثانیه از امواج فراصوت30مدت زمان 
180و 120، 90هاي در زمان). و و ز-1(شکل بدست آمد

بیشترین با ساقه چندگانه مشاهده نشد.ايثانیه هیچ ریزنمونه
5/3ثانیه با میانگین 30تعداد ساقه در هر ریزنمونه در تیمار 

ساقه در هر ریزنمونه بدست آمد. سایر تیمارها با شاهد (بدون 
داري نشان ندادند (جدول راصوت) اختلاف معنیاعمال امواج ف

هاي بالاي امواج فراصوت، تعداد زیادي از ). در مدت زمان3
اي شدند که باعث کم یا متوقف ها شیشهها یا ساقهریزنمونه

چنین تعداد زیادي از گردیده و همها شدن رشد ساقه
). در نتیجه امواج د- 1ها از بین رفتند (شکل ریزنمونه

ها تأثیر مثبتی نداشت اما بر دهی ریزنمونهاصوت بر ساقهفر
تولید ساقه چندگانه و تعداد ساقه در هر ریزنمونه در دوره 

دهد که براي ثانیه مؤثر بود. این نتایج نشان می30زمانی 
باززایی، شدت و مدت زمان امواج فراصوت باید به دقت 

ارزیابی گردد.

گیاه اسپرس تحت تأثیر تیمار امواج فراصوتریزنمونه نوك ساقه دهی میانگین رشد و ساقه- 3جدول 
Table 3. Average growth and shooting from sainfoin shoot apex explants under ultrasound treatment

امواج فراصوتمدت زمان اعمال تیمار 
(ثانیه)

هاي چندگانه ساقه
(درصد)

تعداد ساقه در هر 
ریزنمونه

اي شدن یشهش
(درصد)

089/809/10
205/1283/183/45
3019/345/333/75
4098/1822/241/57
5044/1922/245/69
6029/2178/134/58
90042/156/65
1200106/68
1800191/65
LSD27/1225/107/20

اي نوك ساقه اسپرس هدهی ریزنمونهکاهش رشد و ساقه
تواند ناشی از هاي زمانی امواج فراصوت میبا افزایش دوز

زیاد روي بافت گیاهی و در نتیجه از کوچکهايایجاد زخم
) بر 1(و همکاران ها باشد. آنانتاکریشنانبین رفتن ریزنمونه

بیان کردند که مکانیسم فعالیت SEMهاي اساس عکس
که طوري. بهاستی کوتیکول امواج فراصوت از طریق سائیدگ

هاي اي ریزنمونهکاهش باززایی و رشد درون شیشهدر 
و هنقش داشت،کوتیلدونی کدو یک عامل بازدارنده مثل موم

شود.میخراش سطح بازدارنده باعث تحریک باززایی ساقه 
بنابراین آسیب سطحی با امواج فراصوت باعث افزایش ورود 

. در دوزهاي بالاي شودمیي آب، مواد غذایی و مواد رشد
امواج فراصوت فرسایش بیش از اندازه سطح، باعث ورود 

. به گرددمیها اي شدن ریزنمونهبیشتر آب شده و سبب شیشه
که گزارش شده تیمارهاي کوتاه مدت امواج فراصوت، طوري

). افزایش زمان 11(کند میبه بافت گیاهی آسیب سطحی وارد 
هاي بزرگتري را تولید کرده خمتیمار امواج فراصوت، ز

). تحقیقات 28،32(شودمیها نمونه) و باعث مرگ ریز14،32(
30امواج فراصوت تا که با افزایش زمان تیماره استنشان داد

در گیاه لوبیا چشم بلبلی کاهش ثانیه، توانایی تشکیل جوانه

ها با) و بیانگر این مطلب است که تیمار ریزنمونه3(یابدمی
ها را به خطر مانی سلولامواج فراصوت به مدت طولانی، زنده

مانی ) نشان دادند که زنده5برنووا و همکاران (اندازد.می
لپه در گیاه کتان با افزایش تیمار امواج زیرهاي محور ریزنمونه

واج این، دوزهاي بالاتر امبر. علاوهیابدمیفراصوت کاهش 
فراصوت از رشد و گسترش گیاهان باززا شده جلوگیري 

. گسترش ساقه در برخی ارقام سویا با امواج فراصوت کندمی
ها که سایتوکینینآنجایی). از28(ه استنشان دادکاهش 

کنند اي در رشد و گسترش گیاهان بازي مینقش ویژه
توان به تأثیر امواج فراصوت روي پس می)35،18(

هاي بادام زمینی با ها نیز اشاره کرد. تیمار گیاهچهینینسایتوک
دار فعالیت سایتوکینین را در مقایسه امواج صوتی کاهش معنی

در این گزارش، تأثیر .)16(ه استبا شاهد نشان داد
به تخریب بازدارندگی افزایش زمان امواج فراصوت

دیل ها یا تببیوسنتز سایتوکینینرويتأثیرها،سایتوکینین
ه شدها نسبت داده هاي غیرفعال آنها به فرمسایتوکینین

دقیقه امواج فراصوت، محتواي 15زمانی چنین دوره. هماست
دقیقه)، 60و با بالا رفتن زمان (هاسید جیبرلیک را افزایش داد

). بر اساس مطالعه16(ه استمیزان آن کاهش یافت
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درصد ت )، امواج فراصو24(کریشنامورتی و همکاران 
. داري کاهش دادرا به طور معنیVigna sinesisزنی جوانه

هاي وارد به دلیل تنشرازنیاین کاهش درصد جوانه،هاآن
که پتانسیل دانندمیبر غشاي سلولی در اثر امواج فراصوت 

اسمزي سلولی را کاهش داده و این امر مستقیماً باعث مرگ 
د که ) گزارش کردن5ن (و همکارابرنووا. گردیده استسلول 
هاي ریز اي با امواج فراصوت باعث ایجاد حفرهثانیه10تیمار 

اي ثانیه30هاي که، دورهحالی. در دوشمیروي لپه گیاه کتان 
کوچک هاي زخم.کندمیلپه وارد آسیب جدي به محور زیر

تواند موانع سطحی تولید شده توسط امواج فراصوت می
تر در بافت گیاه کدو را هاي عمیقسلولبازدارنده باززایی 

). بنابراین دوزهاي مناسب امواج 1مختل کرده یا از بین ببرد (
فراصوت در برخی از گیاهان تشکیل جوانه و باززایی گیاه را 

تواند در چنین میامواج فراصوت هم).11،5،1(کندتحریک می
براي ها و کدو سیترانت مثل لگومهاي ریکالباززایی گونه

). تیمار امواج 37کشت بافت مورد استفاده قرار گیرند (
. از ه استهاي کدو را کاهش دادفراصوت، باززایی ریزنمونه

اي شیشههاي چندگانه در شرایط درونطرف دیگر، تولید ساقه
هاي کوتیلدونی کدو با تیمار امواج فراصوت به از ریزنمونه

ه بدون این تیمار قادر که استمقدار قابل توجهی افزایش یافت
). امروزه تیمار امواج فراصوت 1به ایجاد ساقه چندگانه نبودند (

هاي مختلف گیاهی با براي افزایش کارایی تراریختی در گونه
) و یا 21،46به داخل پروتوپلاست (DNAانتقال مستقیم 

) SAATامواج فراصوت (وآگروباکتریومروش تراریختی با 
گرفته شده است. تراریختی با روش ) به کار 14،42،11(

SAATشود و افزایش انجام میکوچکیهاياز طریق زخم
هاي زخمدوزهاي امواج فراصوت باعث بزرگتر و بیشتر شدن 

). 14،32گردد (میریز
هاو ساقههااي شدن ریزنمونهشیشه- 3

اي شده ها، پس از مدتی شیشهو ساقههابرخی از ریزنمونه
بر اساس ).ح-1شکل شد مطلوبی برخوردار نبودند (و از ر

هاي زمانی مختلف نتایج حاصل از تجزیه واریانس، بین دوره
اي شده هاي شیشهتیمار امواج فراصوت از نظر درصد ریزنمونه

). تیمار امواج فراصوت 2داري وجود داشت (جدول تفاوت معنی
هاي و ساقههااي شدن ریزنمونهدار شیشهباعث افزایش معنی
ها ریزنمونهاي شدنکمترین میزان شیشهرشد کرده گردید. 

در تیمار شاهد (بدون امواج فراصوت) مشاهده شد، که با
ثانیه امواج 30را داشت. در تعداد ریزنمونه باززا شدهبیشترین 

فراصوت با وجود تولید بالاي ساقه چندگانه و تعداد ساقه در 
اتفاق ها هم اي شدگی ریزنمونههر ریزنمونه، بیشترین شیشه

)، 1و همکاران (آنانتاکریشنان بر اساس نتایج ).3(جدول افتاد

امواج فراصوت بر میزان باززایی گیاه کدو تأثیري تیمار بازمان
شدن به شدت به این عامل اي ، اما میزان شیشهاستهنداشت

2، تیمار امواج فراصوت (هابر اساس گزارش آن. داردبستگی 
هاي کوتیکول پوششی ریزنمونه را حذف کرده و دقیقه)، لایه

. بر اساس مشاهدات نمایدمیتولید ساقه چندگانه را تحریک
SEMه استآسیب زیادي در ناحیه باززا مشاهده نشد

هاي دقیقه) در ریزنمونه10). افزایش زمان تیمار (14،42،1(
اي ث شیشهبر تحریک باززایی ساقه چندگانه، باعکدو، علاوه

مومی به طور کامل از که در این تیمار لایه گرددمیشدن 
باززایی ساقه اي شدن، . درصد بالاي شیشهبین رفته است

ه در گیاه کتان نشان داده شد).1(دهدچندگانه را کاهش می
هاي طولانی مدت امواج فراصوت باعث هیدراتاسیون که دوره

).5(دهدمیرا کاهش مانی بافت گیاهان باززا شده و زنده
گیري کلینتیجه- 4

تیمار امواج فراصوت در مقایسه با تیمار شاهد تأثیر منفی 
این اي گیاه اسپرس داشت. دهی درون شیشهبر رشد و ساقه

اي هاي شیشهباعث از بین رفتن و افزایش ریزنمونههاتیمار
شده گردید. به عبارت دیگر، اگر هدف بررسی رشد درون 

شود از اي و ریزازدیادي گیاه اسپرس باشد، توصیه میهشیش
ترکیبات هورمونی مختلف براي افزایش میزان باززایی استفاده 

زایی، گردد. چرا که تیمار شاهد با کمترین میزان کالوس
ترین درصد ریزدهی به همراه پایینبیشترین درصد ساقه

اج فراصوت اي شده را داشت. استفاده از اموهاي شیشهنمونه
تواند براي تولید کالوس مناسب باشد. با بالا رفتن زمان می

تر افزایش یافته و هاي سطحی و عمیقامواج فراصوت زخم
ها در تولید کالوس این خود دلیل افزایش کارایی ریزنمونه

هاي است. بهترین نتیجه از لحاظ تولید بیشترین درصد ساقه
ثانیه امواج 30مونه در تیمار چندگانه و تعداد ساقه در هر ریزن

ها باعث زنی ریزنمونهزخمفراصوت بدست آمد. از طرف دیگر،
هیدراتاسیون گیاه نسبت به تیمار بدون امواج فراصوت افزایش 

ثانیه امواج 20تر از هاي پایینشد. بنابراین، بهتر است زمان
دهی را تواند درصد ساقهفراصوت نیز آزمایش شود که می

عنوان یک روش ثیر قرار دهد. امواج فراصوت بهتحت تأ
تواند در بافت گیاهی میکوچک هایی مکانیکی با ایجاد زخم

کارایی انتقال ژن به گیاه به ویژه با استفاده از نوك ساقه را 
دهی با رغم کاهش درصد ساقهعلیافزایش دهد. بنابراین

ه در هاي حاوي ساقه چندگانکه درصد ریزنمونهتوجه به این
هاي استفاده از زمان، اثر امواج فراصوت افزایش یافته است

تواند به منظور بهبود ثانیه) امواج فراصوت می30پایین (تا 
هاي نوك ساقه اسپرس مورد آزمون قرار تراریختی ریزنمونه

گیرد.
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Abstract
Ultrasound has multiple industrial, medical and biotechnological applications. Ultrasound

increases membrane permeability and causes several biological effects in plant cells. In this
research, the effects of ultrasound on survival and growth of the sainfoin shoot apex explants
were investigated. For this, shoot apex explants were exposed to ultrasonic waves (Frequency
37 kHz) for 0, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 180, 240 and 300 seconds in a ultrasonic bath and
then cultured on MS medium supplemented with 0.1 mg/l IBA and 3 mg/l BAP. Results showed
that the percentage of shooting (explants with shoot growth) significantly reduced by ultrasound
treatment, but percentage of multiple shoots, number of shoots per explants and percentage of
callusing significantly increased. Control treatment (without ultrasound) showed the highest
percentage of shooting with the lowest callus induction and percentage of explants vitrification.
The highest percentage of callus induction (60.98% and 61.11%) was observed in higher
sonication dosages (180 and 240 seconds). While, the highest percentage of multiple shoots,
number of shoots per explants and percentage of explants vitrification were obtained in 30
seconds ultrasound treatment. Increasing ultrasound treatment duration decreased viability of
plant cells and tissues, and as a result reduced shooting of explants.

Keywords: In vitro culture, Regeneration, Sainfoin, Ultrasound
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