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 دهيچك
 يها  ساعت در معرض غلظت24دت م ه، بي پس از ضدعفونيتوده همدان )L. Medicago sativa( ونجه چندسالهيبذر 
  جامدطي محيل بر رويط استري، در شراEMSبا  بذرهامار يپس از ت.  قرار گرفتEthyl Methane Sulfonate (EMS)مختلف 

½ MSيها مار شده با غلظتي تيها  نمونهيرات ظاهريي و تغچه شهي، طول رچه ساقه طول زني جوانه  ازپس.  قرار داده شدند 
 شده اديش غلظت ماده ي افزااما نداشت، بذرها زني جوانه در يري تأثEMS كم يها غلظت.  قرار گرفتيرد بررس موEMSمختلف 

 برEMS اثر منفي.  متوقف شدزني جوانه ،EMSمولار ميلي 65 ازشتر ي بيها د و در غلظتي گردزني جوانه يجيباعث كاهش تدر
 يپيرات فنوتييك كشت و تغيدروپونيط هي در شرا،EMS مولار ميلي 25ه با مار شدي تبذرهاي.  بودچه ساقهاز  بيشتر چه ريشه رشد
 مشاهده يپيرات فنوتيي تغها  از بوتهيكي، فقط در M1اه يك هزار گيش از ين بياز ب.  قرار گرفتيابي مورد ارزM1اهان يدر گ
 ،داشت از كاهش توان جذب فسفات ايتككه حه برگها يرات در رنگ حاشييل تغي از قبيراتييتغ، گياهان تيمار شدهدر . ديگرد

 يدر پرتوتاب. دي مشاهده نگردي جنسيهال نقص در اندامي از قبي ظاهريهايي نارساها ن نمونهي گل آذيدر بررس. ديمشاهده گرد
 ، شدهيباهان پرتوتايدر گاي  رات قابل مشاهدهيي تغ، متفاوتمقادير نانومتر با 254 با طول موج ،UV-Cزده با نور  بذرهاي جوانه
 بهترين نتيجه را در توليد گياهان موتانت EMSهاي مناسب   در يونجه، تيمار بذر با غلظتجهش به منظور ايجاد .ديمشاهده نگرد

 .اي در ايجاد جهش در گياهان تيمار شده ندارد  تأثير قابل مشاهدهUVكه پرتو  در حالي. نمايد ايجاد مي
 
 .Mutation  و، يونجهUV-C، Medicago sativa، جهش، EMS: يدي كليها واژه

 
 مقدمه

(EMS) Ethyl Methane Sulfonateييايمي شيا ، ماده 
ل به ي كربندار آلكيهاا گروهياتصال گروه است كه 

را فراهم   DNAدي موجود در مولكول نوكلئوتيهاباز
ل شدن يلك در اثر آ.گردد يمآن  Alkylatingآورده و باعث 

 به Gرات ييكه اكثراً تغي ا  نقطهيجهشها، DNAمولكول 
A ،جاد ين ماده باعث اياستفاده از ا. دنگرد ميايجاد  هستند

 .گردد ميموجود زنده  در ي متنوعيجهشها

EMS باعث اي،   نقطهيجهشهاعامل ايجاد  عنوان به
 موتانت، مانند حذف ياز آللهااي  ش دامنه گستردهيدايپ

 صفات بروز اي ييجاد كارآي ا(loss of function) ييكارآ
 altered of) يير در كارآيي، تغ(gain of function)د يجد

function)ژهيات ويد با خصوصي جديهاد موتانتي و تول 
 كه در اثر ييجهشها است كه ين در حاليا. گردد مي

د اغلب باعث حذف و اضافه نگرد  ميپرتوهاي گاما ايجاد
(deletion and insertion)و بروز  رشته نوكلئوتيدي 
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د و نشو مي، (loss of function)كارآمد ناي هاموتانت
 بسيار مشكل است هادستيابي به ساير انواع موتانت

(Penmetsa & Cook, 2000) . ماده شيمياييEMS ايجاد ،
 به طور جهشهانمايد كه اين   ميدر ژنوماي  ي نقطهجهشها

تصادفي رخ داده و ممكن است گياه موتانت با فنوتيپ 
 فيزيولوژيك در نديفرادر شرايطي كه . گرددجديد پديدار 

د، ممكن است يراثر فعاليت تعداد زيادي ژن صورت گ
ي كه در يك و يا تعدادي از جهشفنوتيپ موتانت در اثر 

در مقابل، . اهر شودافتد ظ  ميي موجود در ژنوم اتفاقهاژن
ي حياتي، ممكن است توسط ها يا آنزيمهاينبعضي از پروتئ

 هستند صورت گيرد كه در نسخه چند يي كه دارايهاژن
ن است تأثيري  ممكها  نسخه در يكي از جهشاين صورت 

 . گياه نداشته باشددر تغيير فنوتيپ
ي مهم از قبيل ها در لگوم جاد جهشيا هدف عمده از 

 پي ،ي يكسالهها يونجه، نخود، سويا و بعضي از يونجه
 ريزوبيوم بوده است -بردن به نحوه همزيستي لگوم 

(Caetano - Anolles & Grasshoff, 1991) .ي هالگوم
 Lotus و Medicago truncatulaمانند ، ديپلوئيد

japonicus  با طول ژنوم كوچك كه انتقال ژن به آنها به
آساني صورت گرفته و كشت بافت و توليد گياه كشت 

 يها گونهبه عنوان  ،است انجامقابل به سادگي آنها بافتي 
گيرند   ميي ژنتيكي قرارهاارزيابيلگوم مدل، مورد 

(Schauser et al., 1999; Cook, 1999).گونة  
M. truncatula ار بالا در ي بسييل كارآيبدلويژه  هب

 يهاكي، امكان كاربرد تكن و ژنتيكييجهش يهايبررس
ن توجه يشتريخته، بيراهان ترايد گي تول امكانانتقال ژن و

 .(Trieu et al., 2000)را به خود جلب نموده است 
David  يها اثر غلظت )1996( و همكاران EMS  را

 يژنها كه در M. truncatula موتانت يها هيد پايتولدر 

 رخ داده بود، مورد بررسي قرار جهشزايي آنها   گرهعامل
 تا  درصد025/0 در اين بررسي EMSي ها غلظت. اند داده
از بين .  بودمولار ميلي 180 تا 2 درصد معادل تقريبي 25/2

درصد معادل تقريبي  15/0ي بكار رفته، غلظت ها غلظت
 درصد معادل 225/0 غلظت و ترين مناسب مولار ميلي 12
ماني  زني و زنده جوانه، غلظت مهاركننده مولار ميلي 18

 مولار  ميلي12 از  بالاتردر غلظت. ه استگزارش گرديد
 مايشهادر اين آز.  زنده ماندندها  از گياهچه درصد40تنها 

 ساعت در نظر EMS ،15 با يبذرهامدت زمان تيمار 
  در ايپدرم گياهجهشبه منظور ايجاد . ه بودگرفته شد

Arabidopsis thaliana، اين گياه پس از استريل يبذرها 
 درصد 4/0ي ها  ساعت تحت تيمار غلظت8-10مدت  هب

 EMS مولار ميلي 50 و 32 درصد، معادل تقريبي 6/0و 
 يفراوانو درصد  40 تا 25ماني بين  زنده. دندقرار داده ش

درم بودند يپگياهان موتانت كه داراي نقص در كلروفيل ا
 . درصد بود 6/5 تا 38/1بين 

 گندم حساس به زنگ در توليدEMS در بررسي اثر 
و همكاران Feuillet  ژنتيكي، هايبراي بررسياي  قهوه

 (.Triticum aestivum L) بذر گندم هگزاپلوئيد )2003(
 EMS ميلي مولار 30  يبيتقرمعادل درصد  35/0را با 

ي موتانت با قارچ عامل زنگ ها گياهچه. تيمار نمودند
 تعدادي گياه حساس به ها آلوده و از بين موتانتاي  قهوه

 .زنگ به دست آمد
 هاي به طور گسترده در آزمايشEMSاز ماده شيميايي 
 اعم از افتهيموجودات زنده جهش متعددي براي توليد 

تأثير اين .  استفاده گرديده استها ميكروارگانيسم وگياه
غلظت، : ي ماننديماده شيميايي تابع شرايط و فاكتورها

 ت، نسبمدت زمان تيمار، درجه حرارت محيط، نوع بذر
 .باشد مي ... وزنهم دور ،EMS  بذر به حجم محلولمقدار
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تعدادي از ي صورت گرفته، به هادر اغلب بررسي
اكتورهاي ياد شده يا پرداخته نشده و يا اينكه به طور ف

 انتخاب غلظت .اره شده استاجمالي و گذرا به آنها اش
عامل در بين فاكتورهاي ترين  اصلي كه EMSمناسب 

قابل  و ي باشد كه رابطه قطعينحو به، بايد مختلف است
داشته در گياهان جهش يافته  مورد ارزيابي صفات با قبولي
 .باشد

ت ايجاد جهش در موجودات زنده، اضافه بر مواد جه
هاي   پرتوتابي با اشعهشيميايي از راهكارهاي فيزيكي مانند

 اشعهطول موج . گردد ي و يونيزه كننده نيز استفاده مينامري
  نانومتر40-400ن ي ب،ultra violet (UV)ا يماوراء بنفش 

 مي دامنه تقس3 به طور عمده به يف نورين طيا. باشد مي
 320-400 در حدود يبا طول موج UV-A. گردد مي

 UV-C نانومتر و 290-320 با طول موج با UV-Bنانومتر، 
طول . باشد  مي نانومتر220-290در حدود با طول موجي 

د كه ننيز وجود دار UV-Cتر از دامنه  ي كوتاههاموج
  جو، واردي فوقانيها هي در لاهاع آنيسردليل جذب  هب

 يهان طول موجيا. گردند  نمي اتسمفريهاي پايين لايه
 نانومتر 190-220 با طول موج Far UVكوتاه عبارتند از 

 نانومتر 40-190ن ي با طول موج بVacuum UVو 
(Sliney, 2001)ل يدل ه بهابندي تقسيمن نوع يا. باشند ي م

 يف متعدديجه تعارير بوده و در نتي بودن، متغيارياخت
. ماوراء بنفش ارائه شده استف نور ي طبندي تقسيم يبرا

 UV-C پرتوها، دامنه يالملل نيون بيف كمسيبراساس تعر
  و نانومتر280-315 بين UV-B نانومتر، 100-280بين 

UV-A در .  شده است پيشنهاد نانومتر315-400 بين
ي بيش از ها مربوط به طول موجUV خطرات نور ،طبيعت

 .باشد  مي نانومتر180

 موجودات زنده در UV نور بارانيزبيشترين اثرات 
 254ويژه طول موج حدود  ه بUV-Cمربوط به دامنه 

 آن از انرژي زياددليل ه اين طول موج ب. باشد  مينانومتر
يك سو و همساني آن با حداكثر جذب نوري اسيدهاي 
نوكلئيك از سوي ديگر، باعث تغييرات ژنتيكي در 

در قرار گرفتن موجودات  .گردد  ميموجودات زنده
بار يا مرگ موجود  ض اين نور باعث ايجاد اثرات زيانمعر
 يجاد شده در تواليرات ايي كه تغي در صورت.گردد مي

ا يك گسترده و در سطح ژنوم ي نوكلئيدهاي اسيدينوكلئوت
 موجود زندهكروموزوم باشد، ممكن است باعث مرگ 

 UV توسط نور  ممكن است كهيرات جزئييتغ. گردد
 ينيگزي جا،(Deletion)حذف ل گردد شام  جاديا

(Substitution) اضافه شدن ا ي و(Insertion)باشد  مي .
  توسطدايمرل ي باعث تشكUVنور ن، يعلاوه برا

 )نيمين و تيتوزيس(ن يديميريد مجاور پي نوكلئوت2
 مي ترمphotoreactivationق يگردد كه اغلب از طر مي
 .Friedberg et al., 1995; Sliney, 2001)( گردد مي

 EMSترين غلظت  هدف اين بررسي، انتخاب مناسب
 صفات مختلف، براي توليد گياهان ملاك قرار دادنبا 

  تيمار شده يونجه چندسالهيبذرهاحاصل از موتانت 
M. sativaا ماده  بEMSژن گياهان موتانت  ي شناساي. بود

 از MsPTI از گروهر جذب كننده فسفر يالقاءپذ يا ژنهاي
 يصورتژنها در گروه از ن ي ا.اين بررسي بوداهداف بعدي 

 شروع به ،ط كم باشديكه مقدار فسفات موجود در مح
ش يافزابا كمبود فسفات تشان ي فعالت نموده ويفعال
ط ي در محي كه فسفات به حد كافيطي در شرا.بداي يم

ا ي كاهش ژنهان گروه از يات ي فعالشته باشدوجود دا
ي جهشهابررسي جهش يا . گردد يممتوقف طور كامل  هب
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ايجاد شده در ساير صفات قابل مشاهده در گياهان تيمار 
 .شده نيز مورد مطالعه قرار گرفت

 
 واد و روشهام

 ر شده دريتكث ي، توده همدانM. sativaونجه ي بذر 
افت ي در،  همدانيعي و منابع طبيقات كشاورزيمركز تحق

 .ق مورد استفاده قرار گرفتين تحقيو در ا
 يبذرهاف ذ پس از ح:بذرهاكردن  يضدعفون -الف

 و بذر يكيزي فيهايآلودگو پاك كردن پوك و فاسد 
با وزن  گرم بذر پاك شده و سالم 12 هرز، مقدار يهاعلف

به داخل  عدد 546 يبي گرم و تعداد تقر19/2هزار دانه 
خته و سه بار با يدار ر  دربيتريل ميلي 200 يا شهيشظرف 
ن يبه اروش شستشو  .ه شدداد شستشو يمعمولآب 

تر يل يلي م100پس از اضافه كردن حدود بود كه صورت 
ه كاملاً بهم ي ثان10-15 بذر، به مدت ي حاوظرفآب به 
 و يريگ آبعمل ه و مجدداً يتخلآن  و سپس آب زده شد

 ي حاويها شهي پس از شستشو، ش.ديشستشو تكرار گرد
تر يل يلي م200فلو منتقل و ايرناريلام  به داخل هودبذرها

اضافه % 25 با غلظت يم تجاريت سديپوكلريمحلول ه
ه و يم تخليت سديپوكلريقه محلول هي دق15پس از . ديگرد

 .داده شدندل شستشو ي سه بار با آب استربذرها
 يها شهيك از شيبه هر  :EMSتيمار بذر با  -ب
 يل عاريتر آب استريل يلي م100ل، مقدار ي بذر استريحاو
 EMS  مختلفهاي حاوي غلظت - ionized)  (deونياز 

(Fluka, Cat. 64292) يمارهايت .دياضافه گرد EMS 
 90 و 85 ،...،15، 10، 5 يها عبارت بود از غلظت

 ها شهي، درب شEMS يهامحلولپس از افزودن . مولار ميلي
كر انكوباتور اوربتال با ي شي و بر رو شدهمحكم بسته

گراد  ي درجه سانت23 يقه و دماي دور در دق90سرعت 

 24پس از گذشت  ).يكيط تاريدر شرا(قرار داده شدند 
رفلو منتقل و با ينارايلام  به داخل هودها ساعت، نمونه

 بذرها و هي تخلEMS محلول ياطي احتيها ت جنبهيرعا
پس  .دندي شستشو گردde – ionizedل يسه بار با آب استر

 محيط حاويدرب دار  يها شهي به شبذرهااز شستشو، 
 12متر و ارتفاع حدود ي سانت10با قطر حدود كشت 

استريل  MS ½ط جامد يتر محيل يلي م50 ي حاومتريسانت
 8 و يي ساعت روشنا16ط يناتور با شرايمنتقل و در ژرم

مدت  هگراد بي درجه سانت23 ثابت ي با دمايكيساعت تار
 .دندي گرديچهار هفته نگهدار
 يا، واحدهامارهيك از تيدر هر : يطرح آمار

ط ي محي حاويا شهي عبارت بود از ظروف شيشيآزما
ك از ظروف يكه در هر ) ح داده شديدر بالا توض(كشت 
 در هاشيآزما.  داده شديونجه جاي عدد بذر 200حدود 

 Complete Randomized) ي تصادف كاملاًيقالب طرحها

Design)روش تست .  با سه تكرار انجام گرفت
 يها  سطح از غلظت14 ي براISTA بذر يشگاهيآزما

EMSتا ) شاهد(ن سطوح از صفر ي بكار گرفته شد كه ا
 در نظر ) ميلي مولار5فاصله هر تيمار ( مولار ميلي 65

 يزن ل عدم رشد و جوانهيدل هنكه بيح ايتوض. گرفته شدند
مارها حذف ين تيمولار، ا يلي م65از ش ي بيمارهايدر ت
 زني جوانه، درصد EMS هاي ك از غلظتيدر هر . شدند
 با استفاده  بذرزني جوانهسرعت . دي گرديريگ  اندازهبذرها

 .بدست آمد (Maguire, 1962) ارائه شده توسطاز فرمول
ك از ي هر چه ساقه و چه ريشهش، طول ي آزمايدر انتها

 با بذر (Vigor)ه يشاخص بن. دي گرديريگ تيمارها اندازه
محاسبه (Abdul – Baki & Anderson, 1973) روش 

 در ها اهچهيرنگ برگ گ و چه ساقهن ارتفاع يانگيم .ديگرد
 يبند  رتبه6 تا 1 با دادن اعداد EMS مختلف يمارهايت
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(Rank)كاملاً يها ن صورت كه برگچهي به ا،دي گرد 
ن يد و از بي كاملاً سفيها  و برگچه6 رتبه يعيشاداب و طب
 اصلج حي نتا را به خود اختصاص دادند و1رفته رتبه 

ش ي بر صفات مورد آزماEMSاثرات  .دي گرديه آماريتجز
  با استفاده از نرم افزارها انس دادهيه واريق تجزياز طر

(SAS. 2004)اندازه صفات  يهاميانگين . تعيين گرديد
 با استفاده از آزمون ،تيمارهاي مختلف در يتحت بررس

 به منظور ها  رگرسيوني دادهتحليل. دانكن مقايسه گرديد
مشخص نمودن رابطه خطي يا غيرخطي متغيرها و سطوح 

EMSافزار   با استفاده از نرمMINITAB 14  صورت
 .گرفت
ر كشت هيدروپونيك د :كشت هيدروپونيك -ج
، همانند آنچه در بالا توضيح  EMSمولار ميلي25 با بذرها

 بذر در داخل 2-3تعداد .  تيمار گرديدند،داده شد
 50 سطح يونوليت با قطر ي قيفي شكلي كه درها چاهك
ي ايجاد گرديده بود مترسانتي 2 و ضخامت مترسانتي

 در انتهاي چاهك در بذرهاكه  طوري به. گذاشته شد
تعداد سوراخ در هر . تماس با محلول كشت قرار گرفتند

.  عدد در نظر گرفته شد162حدود ت يونولياز صفحه 
 ترمسانتي 52 بر روي طشت پلاستيكي به قطر هايونوليت

 .يدندور گرد  غوطهHoagland ½   ليتر محلول20حاوي 
 به مدت به منظور ايجاد رطوبت در فضاي پيرامون بذر،

محلول .  پلاستيك شفاف كشيده شدهاسه روز، روي طشت
هوادهي محلول . ر تعويض گرديد هفته يكبا2كشت هر 

 متصل به پمپ آكواريم هاي پلاستيكي توسط لوله كشت
 روز در داخل 120مدت ه  بهاطشت. صورت گرفت

 درجه سانتيگراد 18-25گلخانه معمولي با دماي 
 و 325تعداد تقريبي بوته در هر طشت  . شدندنگهداري

 در يپيرات فنوتيي تغ. عدد بود1240 ها تعداد كل بوته

 تا مرحله بذرها كشت يابتدامار شده، از ياهان تيگ
 .دي گرديبردار ادداشتي و ي مورد بررسيبذرده
در شرايط  EMS كشت گياهان تيمار شده با -د
ذف ح، پس از پاك كردن و  گرم بذر20: مزرعه

 250دار  بآلودگيهاي فيزيكي به داخل شيشه در
 ،ب مقطرآ بار شستشو با 3ليتري ريخته و پس از  ميلي
به هر شيشه اضافه de – ionized  ليتر آب مقطر  ميلي150

 25ار  مقدEMSغلظت .  اضافه گرديدEMSو سپس 
 يا شهي عدد ظرف ش5تعداد . مولار در نظر گرفته شد ميلي
 ساعت بر روي شيكر اربيتال با 24 به مدت بذرها يحاو
 درجه قرار 23دور در دقيقه داخل انكوباتور  90 عترس

 سه بار و با آبتخليه EMS  ساعت 24پس از . داده شدند
 با كاغذ شدن پس از خشك بذرها .شدداده شستشو 
وزن هزار دانه . ند در مزرعه كشت گرديد،كنخشك 
 هزار عدد بذر 137باً ي گرم و در مجموع تقر19/2 بذرها

به منظور تقويت بستر كشت، پس از ايجاد . ديمار گرديت
متر  سانتي10ها شياري به عمق  جوي پشته، در روي پشته

 بر بذرها. پر شد با پيت و كود پوسيده شيارو درون  ايجاد
متر  سانتي1 با ها و روي آنندرار داده شدروي اين لايه ق

 30 هفته هر كيمدت ه مزرعه ب. كود پوسيده پوشانده شد
. پاشي گرديد  آبر از طلوع تا غروب آفتاب يكبادقيقه
هاي   روز بعد برگچه6روز جوانه زده و  2 پس از بذرها

تعداد بوته مستقر شده در مزرعه حدود  .اوليه ظاهر شدند
ها  بررسي صفات ظاهري بوته. زده شدن ي بوته تخم3000

 .پس از يكسال و در مرحله گلدهي گياهان صورت گرفت

 254طول موج   درUV-C  بابذرها پرتوتابي -و
ل ياستر در بالا، ياد شده به روش يونجه يبذرها :نانومتر
 10با قطر ي هايل شده به پتري استريبذرها. دنديگرد
در هر . ندشد منتقل MS½  جامدطي محي حاومترسانتي
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 ي حاويهايپتر.  عدد بذر قرار داده شد120 حدود يپتر
ط يگراد با شراي درجه سانت18 يناتور با دماي به ژرمبذرها
 يها ي ساعت، پتر48پس از . نگهداري شدند يكيتار
فلو منتقل و در ايرناريلام داخل هودبه  بذرها يحاو

 UVپرتو )  همين پاراگرافزير( مختلف يمارهايمعرض ت
رب  دي پرتودهيبرا.  نانومتر قرار گرفتند254با طول موج 

ر يو در زشده   جوانه زده برداشتهبذرها ي حاويها يپتر
دستگاه .  قرار داده شدندمترسانتي 10 ه فاصله بUV دستگاه

  با قدرتUVG مدل UVP، دستگاه UVمولد پرتو 
 ،يدر هنگام پرتوده.  نانومتر بود254 وات و طول موج 6

  پرتويمارهايت . بودمتر ميلي 2-3د و حد چه شهري طول

UV  بدون تابش نور (شامل شاهدUV( قرار گرفتن ،
قه، با ي دق60 و 40، 20   به مدتUV در معرض نور بذرها

 و 144000، 72000  غلظتمعادل، J/m2/s60شدت نور 
J/m2216000يمارهاي روشها و ت. در نظر گرفته شد 

 كه ي متعددي مقدماتيشهايج آزمايمختلف براساس نتا
 .دي گردينجانب صورت گرفت، طراحيتوسط ا

 4 كاملاً تصادفي شامل  در قالب طرحاين آزمايشها
 سه تكرار انجام ودر بالا  ياد شده  UVمقادير شامل تيمار
 در شرايط استريل با هاپس از پرتودهي، درب پتري. شد

گراد و  درجه سانتي18پارافيلم بسته و به ژرميناتور با دماي 
 .نور دائم منتقل گرديدند

به ترتيب پس از يك، دو و سه هفته وضعيت 
ماني، رشد و همچنين تغييرات كيفي مورد  ، زندهزني جوانه

 به محيط كشت ها سپس گياهچه. ندارزيابي قرار گرفت
  وهافاقد شكر، ويتامين (MS ½هيدروپونيك حاوي 

myo – inositol ( رشد  هفته وضعيت 8منتقل و پس از

شامل بروز علائم  و همچنين تغييرات فنوتيپي ها گياهچه
 . قرار گرفتدوبارهمورد بررسي كمبود فسفات 

 
 نتايج

ر ب EMSارزيابي دقيق تأثير  :EMS  باجهشايجاد 
 ، نيازمند كاربردEMSگياه و انتخاب مناسبترين غلظت 

به همين منظور  .باشد ميEMS  يها از غلظت يعيوس هدامن
  مواد و روشها كه درمتعدديهاي   از غلظترسيدر اين بر

شتر از ي بيها غلظتر د .، استفاده گرديد شدتوضيح داده
ه يكل ،ن روياز ان رفتند، ياز ب بذرها EMS مولار ميلي 65
بدست  يها  حذف و دادهمولار  ميلي65بيش از  يها داده
انس يه واريتجز .دنديانس وارد نگرديه واري در تجزآمده
 را بر EMSغلظت ) >01/0p(دار  يار معنير بسيتأث ها داده

ج يبراساس نتا). 1جدول ( نشان داد يصفات مورد بررس
 ،EMSش غلظت ي با افزا)1جدول (ن يانگيسه ميمقا

 ن كاهش تا غلظتيا، اما فتاي  كاهشبذرها زني جوانه
 پس از آن روند كاهشي  و محسوس نبودهمولار ميلي 25

طول . ديرس %85 به زني جوانه مولار ميلي 65 در شروع و
، افتي  كاهشييايميش غلظت ماده شيز با افزاي نچه ساقه
شتر، قابل ي و بمولار ميلي 45غلظت  كاهش از روند اما

 ياد شدهصفات ر يساز همانند ي نچه ريشهطول  .دبوتوجه 
و شدت داشت  كاهش EMSش غلظت ي با افزابالادر 

 قابل توجه از آن رشتي و بمولار ميلي 30غلظت كاهش از 
 زني جوانهگردد،  ي مشاهده م1طور كه در جدول  همان. بود

نشان  ي كمي روند كاهشEMS ي بالايها بذر در غلظت
شده  اديكه در حداكثر غلظت ماده  يطور ه بدهد مي

اين در حالي .  افت داشته استيزي مقدار ناچزني جوانه
 روند mM30 يها  در غلظتچه ساقه طول است كه

 .دهد  مي نشانيدي شديهشكا
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چه،  چه، طول ريشه زني، طول ساقه  بر درصد جوانهEMSهاي مختلف   خلاصه تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين غلظت‐۱جدول 

 چه، در بررسيهاي آزمايشگاهي چه و رنگ ساقه چه به ساقه طول گياهچه، شاخص بنيه بذر، نسبت طول ريشه

گ ساقه 
رن

 
چه

 

 

نسبت طول ريشه
چ 

ه 
به ساقه چه

 

 

ص بنيه بذر
شاخ

 

طول گياهچه  
(m

m
)

 

طول ريشه 
 

چه 
(m

m
)

 

طول ساقه 
 

چه 
(m

m
)

 

درصد جوانه 
 

زني
 

EMS 
(mM) 

a 0/6 a 34/1 a 0/105 a 0/105 a 0/60 a 00/45 a 0/100 control 

a 0/6 a 37/1 a 0/104 a 0/104 a 0/60 a 00/44 a 0/100 5 
a 0/6 b 90/0 b 7/84 b 7/84 b 0/40 a 67/44 a 0/100 10 
a 0/6 c 71/0 c 3/72 c 3/72 c 0/30 a 33/42 a 0/100 15 
a 0/6 d 36/0 d 0/51 d 0/51 d 3/13 b 67/37 a 0/100 20 
a 0/6 e 17/0 e 7/34 e 7/34 e 0/5 c 67/29 a 0/100 25 
b 0/5 f 11/0 ef 7/28 f 7/29 f 0/3 cd 67/26 ab 0/96 30 
b 0/5 fg 08/0 ef 7/24 fg 0/26 fg 0/2 de 00/24 b 3/94 35 
c 0/4 g 05/0 f 0/22 g 3/23 gh 0/1 e 00/22 ab 3/95 40 
d 3/3 h 03/0 f 3/14 h 3/14 h 4/0 f 33/14 ab 7/95 45 
e 0/2 hi 02/0 f 7/12 h 0/13 h 3/0 f 00/13 b 7/93 50 
f 3/1 ij 03/0 f 3/8 i 7/8 h 3/0 g 67/8 b 7/93 55 
f 0/1 j 03/0 f 3/6 i 3/7 h 2/0 g 33/7 c 0/85 60 
f 0/1 j 03/0 f 7/4 i 3/5 h 2/0 g 33/5 c 0/85 65 

 **  **  **  **  **  **  ** F 
 36/0  10/0  41/4  22/4  34/1  28/4  72/4 LSD 

 2/5  5/14  4/6  1/6  2/5  9/9  9/2 CV% 

 .استدار  معني% 1و % 5يب در سطح احتمال رتت هتيمارها باختلاف بين ميانگين مربعات = ** ،*
 .داري با همديگر ندارند از لحاظ آماري اختلاف معني% 5  در سطحدانكناي  ميانگين تيمارهايي كه داراي حروف مشابهي هستند بر اساس آزمون چند دامنه

 
ها نشان داد كه رابطه رگرسيوني  ه رگرسيوني دادهيتجز

چه برقرار بوده و  اقه و طول سEMSهاي  خطي بين غلظت
دهد  چه را كاهش مي ساقهافزايش غلظت ماده موتانزا، طول 

، از چه ريشهها و طول   اين رابطه بين غلظتاما). 2شكل (
 EMS گذاريبنابراين روند اثر نموده و پيروي 3منحني درجه 

بنيه بذر و نسبت ). 4شكل ( غير خطي است چه ريشهبر رشد 
نمايد   ميپيروي 3از منحني درجه چه نيز  چه به ساقه ريشه

 و EMSضمناً رابطه رگرسيوني بين سطوح ). 6 و 5هاي شكل(
 2زني بذر غير خطي و از نوع منحني درجه  درصد جوانه

 چه ساقه به چه ريشهدر رابطه با نسبت ). 1شكل (باشد  مي
 EMS لازم به توضيح است كه در غلظتهاي پايين) 6شكل (

 اما برخوردار است، چه ساقه نسبت به  از رشد بيشتريچه ريشه
 با شدت زيادي چه ريشهمولار   ميلي15در غلظتهاي بالاتر از 

مولار ميانگين   ميلي25قرارگرفته و در EMS  ثيرأتحت ت
 در چه ساقهكه  در حالي. يابد متر كاهش مي ميلي5چه به  ريشه

 نتايج حاصل. دهد  ناچيزي نشان ميهمين غلظت كاهش رشد
ات مورد بررسي متفاوت بوده و دهد، رفتار صف نشان مي

 بنابراين. دهند ماده شيميايي نشان ميهاي متفاوتي به واكنش
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ا صفات مورد گونه كه در بالا اشاره شد، انتخاب صفت ي همان
. گيري نهايي خواهد داشت اي در نتيجه بررسي از اهميت ويژه

اسب  صفات منچه رگچه و رشد ريشهدر اينجا تغييرات رنگ ب
 .استEMS و قابل استنادي در تعيين غلظت 

 

Dose

Ge
rm

%

706050403020100

100.0

97.5

95.0

92.5

90.0

87.5

85.0

S 1.86029
R-Sq 89.1%
R-Sq(adj) 87.2%

Germ% =  99.74 + 0.08 Dose- 0.005 Dose2

 
 بين ) 2منحني درجه ( رابطه رگرسيوني -1شكل 

 زني بذر  و درصد جوانه EMSغلظت
 

Dose

Sh
oo

t 
L

706050403020100

50

40

30

20

10

0

S 2.39148
R-Sq 97.6%
R-Sq(adj) 97.4%

Shoot L =  48.79 - 0.6998 Dose

 
  EMSبين غلظت ) خطي( رابطه رگرسيوني -2شكل

 و طول ساقچه                          
 

Dose

R
oo

t 
L

706050403020100

5

4

3

2

1

0

S 0.354257
R-Sq 97.7%
R-Sq(adj) 96.9%

Root L =  4.9 + 0.09 Dose- 0.008 Dose2 + 0.00009 Dose3

 
 )3منحني درجه ( رابطه رگرسيوني -3شكل 

 چه طول ريشه و  EMSبين غلظت
 

Dose

Ti
lle

r

706050403020100

50

40

30

20

10

0

S 1.69995
R-Sq 99.2%
R-Sq(adj) 98.9%

Tiller= 50.6+ 0.04 Dose- 0.03 Dose2 + 0.0004 Dose3

 
 بين غلظت) 3منحني درجه ( رابطه رگرسيوني -4شكل 

MS و طول گياهچه  

 

Dose

V
ig

or

706050403020100

50

40

30

20

10

0

S 1.74701
R-Sq 99.2%
R-Sq(adj) 99.0%

Vigor =  50.6 + 0.06Dose- 0.04 Dose2 + 0.0004 Dose3

 
 )3منحني درجه ( رابطه رگرسيوني -5شكل 

  و شاخص بنيه بذر EMSبين غلظت

 

Dose

Lr
/L

s

706050403020100

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

S 0.0178660
R-Sq 80.2%
R-Sq(adj) 74.3%

Lr/Ls =  0.09+ 0.006Dose- 0.0003Dose2 + 0.00001 Dose3

 
 بين) 3منحني درجه ( رابطه رگرسيوني -6شكل 

 چه چه به ساقه  و نسبت ريشهEMSغلظت 
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هاي گل: در مزرعه EMS تيمار شده با يبذرهاكشت 
مار ي تيبذرها حاصل از يها  عدد از پايه4كاملاً سفيد در 

كايت  كشت شده در عرصه مشاهده شد كه حEMSشده با 
   گياهان تيمار شده.استها  از احتمال موتانت بودن اين پايه

گونه  در شرايط مزرعه به خوبي رشد نمودند و همانEMS با 
 بوته در 3000شد حدود كه در قسمت مواد و روشها اشاره 

 .مزرعه مستقر و سبز گرديد
ن توسط ساير محققاEMS هاي پيشنهادي با اينكه غلظت

مولار گزارش گرديده بود   ميلي12در يونجه يكساله حدود 
(David et al., 1996 ) ،اين غلظت در يونجه اما M. sativa  

لازم به توضيح است كه شرايط . اي نداشت تأثير قابل مشاهده
 .باشد گذار مي بذر، به شدت در نتيجه نهايي اثرتيمار

 EMSمولار   ميلي25گياهاني كه با : كشت هيدروپونيك
در شرايط هيدروپونيك كشت شده بودند به خوبي رشد 

 هايي كه دريدند و در بررسينموده و به مرحله زايشي رس
طول رشد، از مرحله رشد اوليه تا آخرين مرحله رشد تمام 

 مورد، 1طور مستمر صورت گرفت، به استثناء زايشي به 
صفات فنوتيپي غيرعادي و غيرنرمالي در گياهان مشاهده 

ني در مورد استثناء عبارت بود از ظهور رنگ ارغوا. نگرديد
 از كمبود فسفر در اين تياكها كه ح هاي يكي از پايه برگچه
 .پايه بود

 
و  با استفاده از پرتM. sativa در يونجة جهشايجاد 

UV: 
 در ايجاد UVبا توجه به اينكه در بعضي از منابع به تأثير 

 با هدف پرتودهي هاگردد، اين آزمايش  اشاره ميجهش
و با )  نانومتر254(ترين طول موج   يونجه با مناسبيبذرها

.  صورت گرفتJ/m2216000 و 144000، 72000مقادير 
 پرتودهي شده، در شرايط هيدورپونيك كشت يبذرها

 M1 مقايسه گياهان شاهد و گياهان پرتودهي شده . ندگرديد

چه، رشد ريشه،  زني، رشد ساقه تفاوتي از نظر سرعت جوانه
 .شادابي و يا بروز صفات غير نرمال مشاهده نشد

چه يونجه در مرحله  دهد كه ريشه نتايج حاصل نشان مي
 اي  قابل مشاهده بالا حساسيت مقادير باUV به نور زني جوانه
 كه از J/m2216000 مقدار يريحتي با بكارگ. دهد نمينشان 

باشد تأثيري در رشد و نمو  انرژي بسيار زيادي برخوردار مي
 مقاديربا UV رسد، پرتو  بنظر مي. كند ها ايجاد نمي گياهچه

ياد شده براي ايجاد جهش در يونجه كارآيي مناسبي نداشته 
 محدوده ، گياه پاسخي به اين نور درEMSو در مقايسه با 

 .دهد  نشان نميبالا مقادير
 
 بحث

چه در  رشد ريشهاي   درون شيشهدر آزمايشهاي
مولار كاملاً متوقف و هيچگونه   ميلي40هاي بالاتر از  غلظت

 به فقطكه اگر مطالعه  رشدي مشاهده نشد، در صورتي
باعث ايجاد زني  يافت، نتايج جوانه زني اختصاص مي جوانه

 زيرا در مراحل اوليه،. شد گيريها مي اشكال و خطا در نتيجه
زني   بذر شروع به جوانهEMSدر تيمارهاي مختلف 

 جذب EMSدليل اثر منفي ه زني، ب  پس از جوانه، امانمايد مي
هاي بالا ابتدا آثار زردي  زني متوقف و در غلظت جوانهشده 

از  جوانه زده يبذرهاو پس از مدتي شده در آنها مشاهده 
 .روند بين مي

. باشد  شاخص گوياتري از ساير صفات ميچه ريشهرشد 
 40چه در غلظت  زني و رشد ساقه زيرا با اينكه جوانه

كه در اين  ييبذرها در عمل، اماخورد،  چشم ميبمولار  ميلي
به توليد اند، قادر  چه توليد نموده جوانه زده و ساقهها  غلظت
اده  متأثيرچه به شدت تحت  چه نبوده و رشد ريشه ريشه

 هاي بين  در غلظت،اگرچه. شيميايي قرار گرفته است
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چه ادامه دارد ولي  مولار، رشد متوسط ساقه  ميلي50-35
اند از توان  چه توليد نموده  كه جوانه زده و ساقهييبذرها

چه  چه كمتر برخوردار بوده و يا اينكه ريشه توليد ريشه
ز، بسيار كوچكي در آنها نمايان شده و پس از رشد ناچي

بر اين اساس ملاك قرار . گردد طور كامل متوقف ميه ب
چه كافي نبوده و لازم است تا  زني و رشد ساقه دادن جوانه

 .صفات تكميلي ديگري هم مورد مطالعه قرار گيرند
 مهم EMS فاكتور مهم ديگري كه در تعيين غلظت 

زيرا، گياهاني كه در حضور . باشد چه مي است، شادابي ساقه
EMS نمايند تحت تنش اثرات سوء  مي رشدEMS شروع به 

 رنگ پريدگي عادي تا زرد تغيير رنگ نموده و اين تغيير از
 كه رنگ ياهانيگ. نمايد  برگ گياهچه تغيير ميشدن و مرگ

و رشد مجدد آنها بسيار كم باشد آنها به زردي گرائيده برگ 
در .  از رشد مناسبي برخوردار نخواهند بود،دليل ضعف هبو 
كه به رنگ گياهچه توجه نشود امكان داشتن گياهان   ورتيص

رشد . نرمال در مراحل بعدي رشد و نمو بعيد خواهد بود
 و EMSمولار   ميلي25هاي بالاتر از  چه، در غلظت ساقه
رغم به . نمايد مولار شروع به كاهش مي  ميلي15چه از  ريشه

مال طور نره  ب EMS مولار  ميلي25اين كاهش، گياهچه تا 
توان  بالا، ميبا توجه به موارد . قادر به رشد و نمو است

مولار،   ميلي25تر از  هاي پائين گيري نمود كه در غلظت نتيجه
احتمال كاهش درصد گياهان موتانت و افزايش نسبت 

.  قابل انتظار استEMS دليل غلظت پايين ه گياهان نرمال ب
ه كه اشاره گون  از اين ميزان نيز همانEMSافزايش غلظت 

شد، باعث بروز علائم رنگ پريدگي با آثار سوء غيرقابل 
  غلظتبنابراينشود،  ار شده ميبرگشت در گياهان تيم

بروز ون  حداكثر غلظت ماده شيميايي بدEMSمولار   ميلي25
ثير منفي أ غلظت بيشتر از آن، ت؛اثرات سوء در گياه است

 .در فيزيولوژي گياه خواهد گذاشت

 EMS با بذرها در تيمار :اي زرعهآزمايشات م
فاكتورهاي مهم مؤثر در نتيجه نهايي، شامل مقدار بذر، 

، مدت زمان EMSنسبت بين مقدار بذر به حجم محلول 
كه  در صورتي. باشد زن و دماي محيط ميتيمار، دور هم

 نهايي نيز هر يك از فاكتورهاي ياد شده تغيير يابد، نتيجه
 موتانت يبذرها در تهيه ،ان مثالعنو به. تغيير خواهد نمود

 EMS ماده mM30، از  (Feuillet et al., 2003)گندم 
 David et)استفاده گرديد كه با مقدار ارائه شده توسط 

al., 1996)كه با در نظر گرفتن اين نكته .  متفاوت است
تر و جذب آب بيشتر و  غلات به دليل داشتن پوسته نرم
 هستند، احتمالا EMSأثير سريعتر، بيش از يونجه تحت ت

تفاوت در شرايط آزمايش باعث اختلاف قابل توجه در 
. باشد  ياد شده، ميي مصرفي در آزمايشهاEMSغلظت 

علاوه بر اين، شاخص قرار دادن يك يا چند صفت براي 
 عامل بسيار اساسي و مهمي EMSتعيين مقدار غلظت 

 به صفاتي گونه كه در بالا اشاره شد، استناد همان. باشد مي
در برنداشته باشد نيز كه نتيجه منطقي و قابل استدلال 

 .گيري غير اصولي خواهد شد باعث نتيجه
 اي، تيمار  مزرعهزمايشهاي براساس نتايج آ

 و در نظر گرفتن مدت زمان تيماربا EMS مولار   ميلي25
 همچنين دماي محيط، مناسبترين غلظت براي يونجه

 M. sativaبالاتر باعث ايجاد تنش، غلظت . باشد مي
ي در رشد خصوص در برگهاي گياهچه شده و تأثير منف هب

ويژه در شرايط  ماني گياه، به و نمو و متعاقب آن زنده
تر از اين ميزان نيز، شدت  هاي پائين در غلظت. مزرعه دارد

 كاهش يافته و ممكن است نسبت گياهان EMSاثر 
 فراواني نتيجهكاهش يابد و در موتانت به غير موتانت 

كشت در . گرددكاهش دستخوش گياهان جهش يافته 
شرايط مزرعه به شرط اينكه شرايط رشد و مراقبت 
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اريخ كشت هاي اول رشد ايجاد شود و ت مناسب در هفته
هاي بسيار بالايي برخوردار بوده و نيز مناسب باشد، از مزيت
اين جهش . باشد تر مي تر و عملي نگهداري گياهان ساده

 بروز ،كه در مزرعه مشاهده گرديداست ي از صفاتي يك
اين  كه نسبت مشاهده گرديد پايه 4گلهاي سفيد در 

 . است750/1جهش
 از اولين مرحله EMSبا در نظر گرفتن اين اصل كه 

جذب آب توسط بذر و تكثير سلولهاي اوليه در محيط 
ها  ژنتيكي ايجاد شده در آلل يا آللوجود دارد، تغييرات

صورت تغييرات فنوتيپي  هاي موارد ب ست در پارهممكن ا
نكته مهم اينكه موتاسيون در . قابل مشاهده بروز نمايد

اي  وماتيكي در گياهان از اهميت ويژهسلولهاي س
د، زيرا در گياهان سلولهاي جنسي در باش برخوردار مي

گردد و بلكه از سلولهاي سوماتيكي  ميابتداي رشد تعيين ن
اد شده و در مراحل ايجاي مريستمي لهسلورشد  از كه

 جهش در بنابراين .گيرند ت ميأيابند نش بعدي تمايز مي
سلولهاي سوماتيكي ممكن است به نسلهاي بعدي نيز 

 .(Kovalchuk et al., 2000) منتقل گردد
 بروز صفت دليل هبگلهاي سفيد در يونجه، بروز 
. (Barnes, 1972)باشد  ميccccP – yyy آللهاي امغلوب ب

با احتمال زياد به دليل ايجاد ) سفيدي گل(بروز صفت 
 گلهاي بنفش در اثر كنترل كنندهنقص در آللهاي غالب 

 .باشد  ميEMSتغييرات ايجاد شده توسط 
با اينكه كشت هيدروپونيك : كشت هيدروپونيك

مزاياي زيادي از نظر كنترل محيط و تنظيم عناصر موجود 
 بذردهي گياهان بسيار امادر محيط كشت و غيره را دارد، 

اين  بر. يف و چروكيده بودند ضعي حاصلبذرهااندك و 
ر قابل توجهي  در اين شرايط بدست آوردن مقدااساس،

از طرف ديگر، براي تهيه بذر . باشد پذير نمي بذر امكان

اي است كه  به مراقبت، فضا و امكانات گستردهكافي نياز 
. باشد مينپذير  مكانعملاً در شرايط گلخانه اقتصادي و ا

از استفاده  به منظور برطرف كردن موانع فوق بنابراين
 و EMS تيمار شده با يبذرهاشرايط مزرعه براي كشت 

تر   مناسب حاصل از گياهان تيمار شده،يبذرهاتهيه 
 در عين حال، مزيت غير قابل انكار كشت .باشد مي

 هيدروپونيك، كنترل عناصر غذايي موجود در محيط كشت
 . كه در شرايط مزرعه امكان پذير نيستباشد مي

 در شرايط EMS در بررسي گياهان تيمار شده با 
هيدروپونيك توليد گياهان موتانت با فنوتيپ كمبود 

 M1 در صورت برگهايي با حاشيه بنفشه بفسفات 
 گياهان به عكس نمود توجه يدبا. مشاهده گرديد

يد حداكثر گياهان  تول وباشند ها ديپلوئيد مي ريزسازواره
 خودگشن نسل يبذرها حاصل از M2موتانت در نسل 

M1ت ياد بروز صف ،در عين حال. باشد  مورد انتظار مي
گياهان موتانت با دهنده وجود   نشانM1شده در 

 ديگر اينكه، يادآورينكته قابل . باشد  مي EMSروش
لوئيد بوده و بروز گياهان ، گونه آتوتتراپM. sativaيونجه 

يا  تري نسبت به ديپلوئيدتيپ موتانت با فراواني كم فنوبا
زيرا به احتمال قوي . قابل انتظار خواهد بودآلوتتراپلوئيد 

بارز پوشيده  اثر آللهاي مغلوب توسط آللهاي غالب هم
 . شوند مي

، UVبراساس نتايج حاصل از آزمايش UV:  آزمايش
لف زده اينكه در معرض پرتو مقادير مخت  جوانهيبذرها

UV قرار گرفتند، واكنشي به اين نور نشان نداده و 
حداكثر . ها مشاهده نگرديد ي در گياهچهئگونه آثار سو هيچ

 بود J/m2 21600 بكار رفته در اين بررسي UVمقدار نور
در آزمايش  .كه از مقدار و انرژي زيادي برخوردار است
  M. sativaاعمال جهش در كالوس يونجه 
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 (Ehsanpour & Razavizadeh, 2005) از پرتوUV-C با 
كه  استفاده گرديد و در آزمايش ديگري J/m2 1500مقدار

 UV-C صورت گرفت از  Arabidopsis thalinaبر روي
 UV اين مقدار شد كهاستفاده   J/m2 30000 با مقدار
اين در حالي است كه جوانه . هش در گياه گرديدباعث ج

تفاوت در .  نداد پاسخيJ/m2 216000 يونجه به مقدار
 ممكن است به دليل تغييرات UV گياهان به پرتو واكنش

به واكنش تفاوت در . ساختاري در گياهان مختلف باشد
 عنوان به .تر استارگانيزمها مشهودكرو در ميUV-Cمقادير 
 در بررسي صورت گرفته بر روي باكتريهاي ،مثال

 E. Coli وB. thuringiensis و قارچ Penicellium 
 پاسخ ميكروارگانيزمهاشخص گرديد تفاوت فاحشي در م

از   درصد99كه بيش از  طوريه  ب، وجود داردUV-Cبه 
  دراما ،از بين رفتند J/m2 200  درE. Coliجمعيت 

B. thuringiensisدر  J/m2 2000 و در قارچ 
Penicellium در J/m2 18000  اين مقدار كاهش مشاهده

 .)مقاله در حال چاپ( گرديد
 كه در بالا اشاره شد، ميكروارگانيزمهادر مقايسه با  

  با مقدارUVجوانه يونجه در مقابل پرتو نور 
J/m2 216000 توان   ميبنابراين. واكنشي نشان نداد
هاي در حال ظهور  گيري نمود كه سلولهاي جوانه نتيجه

اين گياه، به دلايل مختلف از جمله وجود ديوارة سلولي 
  با مقدارUVفظت كننده، در مقابل نور يا ساير عوامل محا

 J/m2216000 استفاده از نور  بنابراين. باشد مقاوم ميUV 
يي نداشته و قابل براي ايجاد جهش در اين گونه كارآ
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Mutagenesis effects of EMS and UV-C eradiation doses on Medicago sativa L. 
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Abstract 
Seeds of alfalfa (Medicago sativa L.) were treated with various concentrations of Ethyl 

Methane Sulfonate (EMS) for 24 hours. The treated seeds were transferred onto 1/2 MS solid 
medium under aseptic condition. Germination percentage, shoot and root lengths and qualitative 
characteristics of the treated seedlings were evaluated. Low concentrations of EMS did not have 
adverse effects on seed germination. However, increase in concentration reduced the seed 
germination. At concentrations higher than 65mM EMS, germination as well as root and shoot 
growth were completely blocked. The inhibitory effect of EMS on root growth significantly was 
higher than on shoot growth. Seeds treated with 25mM EMS was grown under hydroponics 
condition and phenotypic changes of plants were evaluated. Only one plant exhibited 
phenotypic changes among treated population. Although leaf color change observed in one of 
the treated plants, other abnormalities were not observed in the population. The effect of UV-C 
on germinated seeds was evaluated via irradiation of the germinated seeds with 254nm wave 
length. At various doses of the UV light, however, phenotypic changes or inhibitory effects did 
not observe in the treated plants. In order to mutation induction in alfalfa, application of suitable 
concentrations of EMS gave the best results. However, irradiation of the germinated seeds with 
various doses of 254nm UV beam, did not affect the germinated seeds of alfalfa. 
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