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سازي کشت بافت در گندم براي فرآیند انتقال ژن یا کشت سوسپانسیون سلولی امري ضروري بهینه
,C-D-4هاينامبهگندمچهار لاین ،سازي کشت بافتبه منظور بهینه. است C-D-6, C-D-8, C-
D-9اجرا شدتکرار 3با یطرح کاملاً تصادفیهبر پایلفاکتوردر قالبیشآزما. ه شد، استفاد.

موردهاي رشد هاي تحت تیمارهاي مختلف تنظیم کنندهلاینییو باززاییزاکالوسیتقابل
اکسین از نوع حاوي سه سطحML1G1کشت یطاز محییزاکالوسبراي. گرفتندقراریابیارز

حاوي N6وMSکشتیطاز محییبراي باززاو ) یترلگرم دریلیم3و 4/2، 2(توفوردي 
متقابل دار بودن اثریمعنبا توجه به . استفاده شدKinو NAA،BAPهاي هورموناز یسطوح

لاینبهمربوطزاییکالوسمیزانیشترینبکهنشان داد یجنتالاین در تیمارهاي مختلف هورمونی، 
C-D-9)82%(میانگین لیتر توفوردي بادرگرملییم4/2سطحو)از نظر القاء کالوس . بود) %60

گرم در لیتر نیترات نقره بود، بیشترین درصد یلیم250که حاوي ML1C2زا، محیط کشت جنین
براي %62/29ییزابیشترین درصد شاخه. تولید نمودC-D-8و C-D-9هاي زایی را در لاینجنین
.آمدبه دستmg/l IAA1 +mg/l BA1حاوي N6(6)محیط کشت درC-D-9لاین 

هاي کلیديواژه
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اینکشتزیرسطح. جهان استوایرانمحصولینترمهمگندم
حدودایراندروهکتارمیلیون220-230برابردنیادرمحصول

درصد22و برابربیشترغلاتسایرازکهاستهکتارمیلیون6/5
Kazemi Arbat(است غلاتکلیهکشتزیرسطح به). 2005
کهاست جهانکشور40از بیشهعمدغذاي،علتهمین

Bushuk).(دنیاست جمعیتدرصد35جوابگوي کشت1998
بهآن نسبتمزیـتکـهاسـتغیرجنسـیتکثیرنوعیبافت،
در محیطگیـاهزیـاديتعـدادتولیـدمرسـوم،هايروشسایر
کیفیـت ویکسـانژنتیکـیمحتـوايباايیشهشدرون

باشـد مـیمحـدودترفضـاییوترـاهکوتیزماندریکنواخـت،
)Tripathi and Tripathi سازي کشت بافت منظور از بهینه.)2003

در گندم، فراهم نمودن بستر مناسب براي انتقال ژن به این گیاه یا 
اي هاي مراحل مختلف تکوین گیاه در شرایط درون شیشهبررسی
.Tarinejad et al(است  2007 .(

نارس و جنین بالغ ینآذمختلفی نظیر گلهايمونهیزندر گندم از ر
به حال کشت جنین تا شده است وبراي تولید کالوس استفاده

نارس گندم به عنوان بهترین ریزنمونه در مطالعات کشت کالوس 
.Carman et al(شده است در گندم شناخته 1988; Chowdhury

et al. 1991; Ozgen et al. 1996; NouriDelavar and Arzani

ی بذرهاي زنجوانهاستفاده از قطعات برگی حاصل از اما ). 2000
توان به میجملهازخشک داراي مزایاي متعددي است که 

سال اشاره کرد تمام طول بودن آن در دسترسقابلسهولت کار و 
)Yu et al. کشتمحیطازکالوستولید بافتغالباً براي.)2008

MSکاربهقندعنوان منبعبهگلوکزیاساکارزوشودمیاستفاده
Farsi and Zolali(رودمی گیاهاندرکالوستولید).2008
بهگیرد،میصورتايدولپهگیاهاناز ترمشکلمعمولاًيالپهتک

کردن تنظیم اضافه بهکالوس، نیازتشکیلالقاء وبرايهمین دلیل
Ichihashi and Kato(باشد میکننده هاي رشد مصنوعی 1986 .(

باشد که باززایی گیاه از کالوس یک پدیده مرفوژنتیکی پیچیده می
نقش مهمی در آن گیاهفیزیولوژیکو عوامل داخلی و خارجی 

.Hagio et al(کنندایفا می رشــددرموفقیــتمیــزان).2002
بـه نوعزیـاديبسـتگیغـلاتدرگیاهو باززاییکــالوس

بهنسبتگیاهانرویشیهايی قسمتکلطوربه. داردیزنمونهر
زایشی آمـادگی بیشـتري بـراي بـاززایی دارنـد و هـاي قسمت

تمام ارقـام وجـود این خصوص در قابلیت ژنتیکی باززایی در 
Bhaskaran and Smith(دارد  عــلاوه بــر عوامــل ).1990

ـده صـفت باززایی کننهـاي کنتـرلفیزیولــوژیکی، بسیاري از ژن
شدهیهـاي گیاهی بررسدر گندم، بـرنج، جـو و سـایر گونـه

-میاست که بیانگر کنترل ژنتیکی صفات پاسخگو به کشت بافت
.Ben Amer et al(باشد هايیپپاسخ ژنوتیکلطوربه).1999

مختلف گنـدم نسـبت بـه توانـایی بـاززایی از کـالوس متفـاوت 
از محققان وجود این امـر ناشـی از تفـاوت بسیاري. باشدمی

هـاي داخلــی گیــاه و هـاي هورمـونترکیـب و غلظـت
مصـنوعی تنظیم کننده هاي رشد هــاي حساســیت بــهتفــاوت

Luica et(انـد استفاده و شـرایط محیطی گیاه اعلام نمودهمورد

al. 1997; Tarinejad et al. 2007; Mendoza and Kaeppler et

al. ، گندمهايیپتعـدادي ژن در کنتـرل بـاززایی ژنوت).2002
.Ben Amer et al)مؤثر است  دهدها نشان مییبررس.(1999

القـايبـهشده اصلاحارقام بهنسبتگندمپاسـخ ارقام بومی
Hunsinger and Schauz(اســت بیشــتربــاززاییوکــالوس

- 2وD-2,4هورمـونلیتـردرگرمیلیم1- 2یقیتحقدر).1987
هورمونیترکیببهتـرینعنوانبهکاینتینلیتردرگرممیلی25/0

.Liu et al(استشدهیمعرفکالوسالقايبراي در.)1990
گنـدملایـن84در کالوسازباززاییوالقاءقابلیتتحقیق دیگر،

بـوددارـیمعنهاژنوتیپبینو تفاوت مورد بررسـیسـیمیت
)Fennell et al. در آزمایشی از کشت جنین رسیده براي . )1996

زایی در گندم استفاده شده و نشان داده شده که بیشترین کالوس
mg/lداراي MSدر محیط کشت % 33/88زایی میزان کالوس 2,4-

D4 وmg/l NAA1آید به دست می.(Turhan and Baser 2003)

ژنوتیپ گندم از 47زایی و باززایی در پژوهشی دیگر کالوس
داري یمعناختلاف . گرفتقراری بررسموردرسیده ریزنمونه جنین

کارایی کشت و ظرفیت باززایی بین ارقام وجود باززایی،ظرناز
.et alداشت  2004)Zale( . نظر ازنانگندمواریته107تعـداد
مشـاهدهوبررسـیبـاززاییتوانـاییوکالوسالقايفراوانی

کشت محـیطبـهبهترواکنشداراييهایپژنوتکـهشـد

مقدمه
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.Machii et al(اسـتبهترژنانتقالوباززاییبرايزایی،کالوس

دهد اکثر محققین از جنین بالغ به ها نشان میاین پژوهش). 1998
اند ولی باززایی عنوان ریزنمونه در کشت بافت گندم استفاده نموده

. استستفاده از ریزنمونه جنین بالغ همیشه پایین بودهارقام با ا
بـه کشـت چهار رقم گندم ناندر تحقیق حاضر واکنش بنابراین، 

در ازنظر القاي کالوس و باززایی )کولئوپتیل(قطعات برگی 
بررسییتوکینین مورد سي اکسینی و هاهورمونسطوح مختلف 

ئه پروتکل کارآمد هدف دیگر انجام این آزمایش، ارا.قرار گرفت
یادي چهار رقم گندم و فراهم کردن ازدیزربراي کشت بافت و 

ورزي ژنتیکی با دستبراي مطالعه انتقال ژن و کارآمدابزار 
بافت، در دورنماي آینده کشتبرهاي مبتنی استفاده از روش

.است

هاواد و روشم

3با یتصادفطرح کاملاً یهبر پایلفاکتوردر قالبیشآزمااین 
مدنیشهیددانشگاهکشاورزييیوتکنولوژبیشگاه تکرار در آزما

-نامبهگندم لاین چهاربذور.اجرا شد1395سالدرآذربایجان
,C-D-4(هاي C-D-6, C-D-8, C-D-9 ( از موسسه تحقیقات

ظاهريکهبذوري. گردیدتهیهکرجاصلاح و تهیه نهال و بذر 
پس از . شدندانتخابکشتوضدعفونیبرايداشتندسالم

هیپوکلریتمحلولیقه،دق1مدتبه%70با الکلبذورضدعفونی
دریقه،دق15مدتبه20تویینقطره 1باهمراه%25/2سدیم
بادقیقه5و 3، 1مدتبهمتوالیبارسهبذوراینآخريمرحله

.شدنددادهاستریل زیر هود لامینار شستشودو بار مقطر آب
سطحیآبتاشدنددادهقراراستریلصافیکاغذرويسسپ
MS ½محیطبهزنیجوانهبرايسپس. شوندخشککاملاًها آن

5-10بهگیاهچهاندازهکهوقتی. در شیشه مربا منتقل شدند
ازمترسانتی1-2اندازهبهکلئوپتیل،)1شکل (رسیدمترسانتی
.برش داده شدندمتريمیلی1-2قطعاتبهوجداساقهبخش
.ML1G1)Ahmadabadi et alمحیطدرقطعاتاینسپس

لیترگرم دریلیم2وN6هايها و نمکویتامینحاوي(، )2007
-لیترگرم دریلیم2880گلایسین، Lدرگرممیلی100ین،پرول

القايبرا) 8/5با اسیدیتهکاروزاسلیتردرگرم30کازئین،لیتر
ازلیترمیلی20حاويکهیشديپترهردر.ندگرفتقرارکالوس
دربسپس.گردیدکشتریزنمونه9تعدادبود،کشتمحیط

شرایطدرزاییکالوسجهتهانمونه. شدبستهیلمپارافباظروف
قرارهفته2مدتبهگرادسانتیيدرجه25±1دمايوتاریکی

تولید هايسکالوتعدادها،کالوسگیريشکلازبعد. شدندداده
هر برايزاییکالوسدرصدوشمارشدیشپتريهردرشده

بعدمرحلهدر. گردیدمحاسبهجداگانهطوربهتیمارهرلاین و
هاي تکثیر و تولید کالوس،رشدجهتتولید شدههايکالوس
.ML1C2)Ahmadabadi et alمشابهکشتمحیطبهزاجنین

میلی گرم 500و 250دو سطح حاويکهتفاوتاینبا،)2007
بهنیترات نقره، .)1شکل(شدندواکشتنیترات نقره بوددر لیتر
مؤثراثر اتیلن، بر تقسیم و تمایز سلولی ممانعت کنندهعنوان
باززاییبرايزاجنینهايکالوسواکشت،ازپسهفتهدو. است
.ML1R3)Ahmadabadi et alییباززامحیطبهگیاه 2007( ،

باززایی،برايشده استفادههايکشتمحیط.شدنددادهانتقال
هرکدام شامل شش محیط که.بودندN6و MSکشت محیط

).1جدول (بودند کشت متفاوت 

1مدت بههانمونهابتداباززایی،محیطدرهاکالوسکشتازبعد
گرادسانتیيدرجه25±1دمايوتاریکیشرایطدرهفته

ساعت 16تیمارتحتهانمونهمدتیناازبعد. تیمارگردیدند
گرادسانتیيدرجه25±1دمايدرتاریکیساعت8وروشنایی

بهدادهرنگتغییرهايکالوسباززایی،آغازازپس.گرفتندقرار
کافیفضايتاشدندمنتقلمشابهکشتمحیطباآزمایشهايلوله
به هاي باززا شده شاخه. باشدداشتهوجودگیاهچهرشدبراي
به محیط ها،ریشهيتوسعهوتولیدجهتمتر،یسانت3الی 2طول

انتقال داده گرم در لیتر ساکارز 30فاقد هورمون حاوي MSکشت 
ازپسوشده خارجآزمایشيلولهازشدهدارریشهگیاهان. شد

شدند دادهانتقاليسازگار سازمحیطبهاستریلخاكدرکشت
.)1شکل(
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انواع محیط کشت باززایی مورد استفاده براي ریزنمونه قطعات برگی گندم-1جدول 
Table1-Type of regeneration media used for wheat coleoptile segment explants

محیط  
کشت 

غلظت تنظیم نوع و
هاي رشدکننده

محیط 
کشت 

غلظت تنظیم نوع و
هاي رشدکننده

محیط 
کشت 

غلظت تنظیم ونوع 
هاي رشدکننده

محیط  
کشت 

غلظت تنظیم نوع و
هاي رشدکننده

MS(1) بدون هورمون MS(4) 2 mg/l KIN +
0.5 mg/l NAA

N6(1) 0.5 mg/l BAP N6(4) 0.5 mg/l KIN

MS(2) 1 mg/l IAA +
1 mg/l BA

MS(5) 2 mg/l BAP +
0.5 mg/l IAA

N6(2) 2 mg/l BAP N6(5) 2 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA

MS(3) 1 mg/l IAA +
0.5 mg/l BA

MS(6) 2 mg/l BAP+
1 mg/l NAA

N6(3) 2 mg/l KIN +
0.5 mg/l NAA

N6(6) 1 mg/l IAA +
1 mg/l BA

بادرصد باززاییو1رابطهازاستفادهبازاییکالوسدرصد
.گردیدمحاسبه2رابطهازاستفاده

مراحل مختلف کشت بافت، القاء کالوس و باززایی را در 1شکل 
در محیط هاریزنمونهبعد از اینکهچند روز. دهدگندم نشان می
زایی قرار گرفتند شروع به کالوس) ML1G1(ییزاکشت کالوس

ها خیلی کم بود و در دو هفته اول رشد کالوس). 1شکل (کردند 
به. شد بیشتري از خود نشان دادندرهاکالوسدو هفتهبعد از 
هاي پنجم و ششم رخ بیشترین رشد کالوس بین هفتهکهطوري

ساختار متراکم، ترد و داراي سطح از نظر هاي حاصله کالوس. داد
به دلیل (رنگ کرم تا کرم مایل به زرد از لحاظ ناصاف بودند و 

در .بودند) قرارگیري در شرایط تاریکی و عدم تولید کلروفیل
Mendoza and Kaeppler(یشآزما هاي بالغ بعد ، جنین)2002

Chen(سه روز و در آزمایش  et al. سه روز یااز دوبعد، )2006
.Yu et al(یشآزماو در  - بعد از سه روز شروع به کالوس،)2008

.زایی کردند

زایی قطعات برگیبر القاي کالوستوفورديغلظتتأثیر
ي سطوح روزایی بر هاي حاصل از کالوسدهتجزیه واریانس دا

نشان داد که بین چهار توفورديکننده هاي رشد تنظیممختلف
×توفوردي، اثر متقابل لاین هورمونلاین گندم، سطوح مختلف 

زایی در سطح درصد کالوساز نظر مختلف هورمونسطوح 
).2جدول (داري وجود دارد یمعناحتمال یک درصد اختلاف 

رازاییکالوسمیزاندار بودن اثرمتقابل، بالاترینبه معنیبا توجه
یترلدرگرممیلی4/2و 2سطوحدر C-D-8لاینوC-D-9لاین

-C-Dبه لاینمتعلقزاییکالوسمیزانکمترینوداشتند توفوردي

-Cلایندر. بودتوفورديلیتردرگرممیلی4/2و2سطوحدر 4

D-9لیتر،درگرممیلی3به2از توفورديهورمونسطوحتغییربا
لایندرکه در حالی. نشدایجادزاییکالوسدرداريمعنیتغییر

C-D-4گرمیلیم3به4/2ازتوفورديهورمونغلظتافزایشبا
در. شدحاصلزاییکالوسمیزاندرداريمعنیافزایشلیتردر

ورمونهغلظتافزایش،C-D-4لاینبرعکسC-D-8ژنوتیپ
-کالوسمیزاندرداريمعنیکاهشبهمنجر3به4/2ازتوفوردي

زایی بالاتري از توان کالوسC-D-9بطور کلی، لاین . شدزایی 
برخوردار بود و در بین تیمارهاي مختلف هالایننسبت به سایر 
گرم در لیتر توفوردي نسبت به میلی4/2و 2هورمونی، سطح

داده به کشت بافت بهتر پاسخ نشانها لاینسایر سطوح در اکثر
).2شکل (است 

ثبحونتایج
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از ریزنمونه قطعات کولئوپتیلزاییکالوسدرصدگندم بر روي هايلاینتجزیه واریانس تأثیر سطوح مختلف توفوردي و- 2جدول 
Table 2- Variance analysis of 2, 4-D different levels and cultivar on callus induction from  coleoptile segment explants

زاییدرصد کالوسمیانگین مربعات  درجه آزادي منابع تغییر
**77/2 2 توفوردي
**56/49 3 لاین
**83/3 6 توفوردي×لاین

375/0 24 خطا
45/12 %)CV(ضریب تغییرات

ns ، *است%1و % 5در سطح احتمال داریدهنده اختلاف معنبه ترتیب نشان** و.
ns,*,** : non significant, significant at 5% and 1% probability level, respectively.

هاي زیر برگMS2/1.:Bیطمحهاي رشد کرده در شرایط استریل روي گیاهچهA:.از ریزنمونه قطعات برگیگندم مراحل کشت و القا کالوس و باززایی گیاه-1شکل 
تکثیر : D. هفته کشت در تاریکی5پس از ML1G1القا کالوس از قطعات برگ روي محیط :C.متري تقسیم و کشت شدندمیلی1-2راي القا کالوس به قطعات کلئوپتیل ب

القا ساقه : G. زاس غیر جنیننماي نزدیک از یک کالو: F. زانمایی نزدیک از یک کالوس جنین:ML1C2 .Eاز قطعات برگ روي محیط آمدهدستبهزایی هاي جنینکالوس
هاي انتقال گیاهچه: J. زانمایی نزدیک از یک ساقه هوایی حاصل از کالوس جنین: Iو ML1R3 .Hاز قطعات برگ در محیط آمدهدستبهزا ینجنهاي هوایی از کالوس

.سازگاري گیاهان به شرایط طبیعیدار شده به خاك وهاي ریشهانتقال گیاهچه: K. زاییحاصل از باززایی به محیط کشت ریشه

Figure 1- Different stage of culture, callus induction and regeneration from wheat coleoptile explants.
a) Growth of seedling under sterile condition on ½ MS media b) Leaves under coleoptile divided into 1-2 mm segments for
culture c) callus induction from coleoptile segments on ML1G1 media after 5 weeks from culture. d) proliferation of
embryogenic callus obtained from coleoptile segments on ML1G2 media e) Magnification view from embryogenic callus f)
Magnification view from non embryogenic callus g) Shoot induction from embryogenic callus on ML1R3 media h&i)
Magnification view of shoot resulted from embryogenic callus j) plantlet transfer to shoot induction media k) seedling transfer
to sterile soil for accumulation to the environment.
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توفورديدر سطوح مختلف غلظت هورمونگندمزایی ارقاممیانگین درصد کالوسمقایسه- 2شکل 
Figure 2 –Mean comparisons of cultivar*2,4-D on callus induction percent

ي محور هاو بخشی درگیاه گندم از جنین بالغ، میانگرهپژوهشدر 
گرم در میلی1حاوي MSریزنمونه و از محیط سنبله به عنوان

زایی به لیتر توفوردي استفاده نمودند و نتایج نشان داده که کالوس
این محققین همچنین. ژنوتیپ ارقام مورد استفاده بستگی دارد

نشان دادند حضور اکسین در محیط القاء کالوس ضروري است 
)O'Hara and Street زایی ر روي کالوساي که بدر مطالعه). 1978

زایی در هاي بالغ گندم صورت گرفت درصد کالوساز جنین
و در %67/86، توفورديگرم در لیتر میلی2محیط کشت حاوي 
در و% 86/87،توفورديگرم در لیتر میلی3محیط کشت حاوي 
به دست%85، توفورديگرم در لیتر میلی4محیط کشت حاوي 

.Bi et al(آمد  گرم در لیتر میلی2یط کشت حاوي در مح). 2007
-20/96هاي بالغ بین زایی از جنیندرصد کالوستوفوردي

Bi and Wanh(یر بود متغ% 75/68 آزمایش دیگري از در). 2008
کردند و براي القاي کالوس استفادهتوفورديگرم در لیتر میلی2

%82-85زایی در گندم زراعی بین مشاهده شد که درصد کالوس
.Chauhan et al(باشد یم% 77-79بین دورومگندم و در 2007 .(

MSدر پژوهشی دیگر مشخص شد که نوع ترکیبات محیط کشت 

مؤثردر باززایی جنین گندم رسیده) نصف کردن(و برش طولی 
القاي کالوس اولیه در تمام ارقام مورد آزمایش در % 70.است

Yu(آمد به دست توفورديmg/l2محیط کشت حاوي and Wei

2007(.

زاالقاء کالوس جنینبر ) AgNO3(نقره اثر نیترات 
ي روزایی بر هاي حاصل از کالوسفاکتوریل دادهتجزیه واریانس

هاي و چهار رقم گندم نشان داد که بین لایندو سطح نیترات نقره
زایی در سطح احتمال یک درصد اختلاف کالوسنظرازگندم 

).3دول ج(داري وجود دارد یمعن

بر روي ریزنمونه قطعات کولئوپتیلزاییو ارقام گندم بر روي کالوس) AgNO3(نقرهنیترات تجزیه واریانس فاکتوریل تأثیر سطوح مختلف- 3جدول
Table 3- Factorial variance analysis of AgNO3 and cultivar different levels on callus induction from coleoptile segment
explants

زاییدرصد کالوسدرجه آزاديمنابع تغییر

AgNO3(14227/0(نقره یتراتن ns

338/28لاین **

AgNO3(336/1(نقره یتراتن×لاین *

16347/0خطا
CV(%24/11(ضریب تغییرات

ns ، *است% 1و % 5در سطح احتمال داریاختلاف معندار، غیر معنیدهنده نشانیببه ترت** و.
ns,*,** : non significant, significant at 5% and 1% probability level, respectively.
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ي اثر اتیلن، بر تقسیم و تمایز ممانعت کنندهعنوانبهنیترات نقره، 
نیتـرات نقـره بـر    مـؤثر این بررسی حضـور  در.استمؤثرسلولی 
 ـ    زایی، جنینکالوس دار بـودن  ه معنـی زایـی و بـاززایی بـا توجـه ب

-، به نظـر مـی  حالینابا. اثرمتقابل لاین در نیترات نقره تائید شد
افـزایش  که در حالی.یپ گیاه وابسته استژنوترسد این اثر نیز به 

یر تأثبیC-D-9زایی بر لایننیترات نقره در محیط کشت کالوس
منفی داشـته ولـی باعـث    تأثیرC-D-6و C-D-8هايو در لاین

بیشـترین میـزان   . شده استC-D-4زایی در لاین یش کالوسافزا
گرم در لیتر نیترات نقـره از  میلی250و 500زایی در سطح کالوس

هـا، یشـترین  بطورکلی در اکثـر لایـن  . به دست آمدC-D-9لاین 
نیتـرات  لیتـر درگـرم یلیم250سطحبهمربوطزاییکالوسمیزان

نیتـرات نقـره از طریـق    .)3ل شـک (بود ) %71/59(میانگین نقره با
رقابت در ایجاد پیوند با جایگاه اتصال اتیلن از عمل آن جلوگیري 

-هاي جنینبنابراین باعث تحریک تشکیل کالوس، کالوس.کندمی

.Songstad et al(شــود زا و افــزایش بــاززایی مــی 1991 .(
هـاي مختلـف ذرت   همچنین آثار مثبت نیترات نقره روي ژنوتیـپ 

)Vain and Dunl .Fernandez et al(و گنـدم  ) 1989

.استشدهگزارشنیز ) 1999

)AgNO3(نقره زایی ارقام مختلف گندم در سطوح مختلف غلظت نیترات ي میانگین درصد کالوسمقایسه- 3شکل 

Figure 3 – Mean comparison of cultivar*AgNO3 media on callus induction percent

هاي حاصـل از  نواع محیط کشت بر توان باززایی کالوستاثیر ا
قطعات برگی

هـا، براي بررسی اثر انواع محیط کشت در توانـایی بـاززایی لایـن   
4/2هاي قطعات برگی آن در محـیط کشـت حـاوي    ابتدا ریزنمونه

تولیـد کـالوس،   بعـد از کشت شدند و توفورديگرم در لیتر میلی
و MS(1ایـه مطـابق جـدول    دو نوع محیط کشـت پ ها بهکالوس

N6(  که هرکدام شامل شش محیط کشت  باززایی متفاوت بودنـد
زایـی در محـیط   بعد از شش هفتـه درصـد شـاخه   . منتقل گردیدند

از این دو نـوع  آمدهدستبههاي با بررسی داده. کشت ثبت گردید
هاي کشت و لاین و پایه مشخص شد که بین محیطکشت محیط 

درصـد بـاززایی تفـاوت    از نظـر  محـیط کشـت   اثرمتقابل لایـن و 
).4جدول (داري در سطح احتمال یک درصد وجود دارد معنی

هاي لاینزانیجنهاي باززایی کالوسبرMSیر محیط کشت تأث
مختلف گندم

و نسـبت بـه محـیط کشـت    لایـن بهبستهآزمایشایندرباززایی
در C-D-9بـالاترین میـزان بـاززایی لایـن    ). 4جدول(بود متفاوت
+mg/l IAA 1حـاوي MSپایـه  کشـت محـیط   0.5 mg/l BA  بـه
در محـیط  C-D-9و کمترین میزان باززایی لاین  )%22/22(میزان 

+1mg/l IAAحـاوي  MSکشت پایـه   1 mg/l BA  وmg/l BAP

0.5 mg/l IAA+2 بود) %7/3(به میزان.
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باززایی بر روي ریزنمونه قطعات برگیگندم بر روي مختلف هايلاینو مختلفهايمحیط کشتتجزیه واریانس فاکتوریل تأثیر -4جدول 
Table 4- Factorial variance analysis of media and lines different levels on regeneration from coleoptile segment explants

درجهمنابع تغییر
آزادي

زاییدرصد باز

1133/5محیط کشت **

354/3نلای *

33431/0محیط کشت×لاین ns

96062/1خطا
CV(%65/17(ضریب تغییرات

ns، *است% 1و % 5در سطح احتمال داریاختلاف معندار، غیر معنیدهنده به ترتیب نشان** و.
ns,*,** : non significant, significant at 5% and 1% probability level, respectively.

MSپایـه  کشـت در محـیط  C-D-8بالاترین میزان باززایی لایـن   

+mg/l IAA 1حاوي 0.5 mg/l BA و کمتـرین  )%51/18(به میزان
حـاوي  MSدر محـیط کشـت پایـه    C-D-8میزان بـاززایی لایـن    

1mg/l IAA+ 1 mg/l BA  وmg/l BAP0.5 mg/l IAA+2

پایـه  کشـت یط در مح ـC-D-6بالاترین میزان باززایی لایـن   .بود
MS پایه کشتمحیط فاقد تنظیم کننده رشد وMS  حـاويmg/l

BAP1mg/l NAA+2 ــزان ــه می ــزان )%81/14(ب ــرین می و کمت
1mg/lحـاوي  MSپایـه  کشـت در محـیط  C-D-6باززایی لاین 

IAA+ 1 mg/l BAوmg/l BAP0.5 mg/l IAA+2 وmg/l

KIN0.5 mg/l NAA+2 میـزان بـالاترین . بـود ) %7/3(به میزان
mg/l 1حـاوي MSپایـه  کشـت در محـیط  C-D-4باززایی لایـن  

IAA+ 0.5 mg/l BA و کمترین باززایی لایـن  )%95/25(به میزان
C-D-4 پایه کشتدر محیطMS  هـاي رشـد و   فاقد تنظـیم کننـده
+1mg/l IAAحاويMSپایه کشتمحیط  1 mg/l BA   بـه میـزان

هـاي  دراکثـر محـیط  باززایییزانمبیشترینبطورکلی، . بود) 4/7%(
زایـی در  بـاز میـزان کمترینوC-D-4لاینبهمربوطMSکشت 

.)4شکل (بود C-D-6لاینبهمربوطMSهاي کشت اکثر محیط

MSهاي مختلف در محیط کشتگندمزایی ارقام مختلفبازمیانگین درصدمقایسه-4شکل 

Figure 4 – Mean comparison of cultivar*MS media on regeneration percent
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هاي گندمباززایی لاینبرN6محیط کشت یرتأث
و نسبت به محیط کشتلاینبهبستهآزمایشایندرباززایی
دارد مطابقتنیزمحققینسایرنتایجباکه)4جدول(بود متفاوت

)Sears and Decard 1982; Mathias and Simpson 1986;

Przetakiewicz et al. 2003; Tarinejad et al. مقایسه .)2007
،C-D-9میانگین اثر متقابل نشان داد بالاترین میزان باززایی لاین 

به میزان mg/l IAA1mg/l BA+1حاوي N6پایهکشتدر محیط 
کشتمحیط در ،C-D-9و کمترین میزان باززایی لاین )62/29%(

-Cباززایی لاین ترین میزانبالا. بودmg/l KIN 0.5حاويN6پایه

D-8 پایهکشتدر محیطN6حاويmg/l KIN0.5 mg/l

NAA+2 وmg/l BAPmg/l NAA+20.5 و )%51/18(به میزان
حاوي N6پایهکشتمحیط در C-D-8کمترین میزان باززایی لاین 

0.5 mg/l BAP  وmg/l KIN0.5باززایی بالاترین میزان.بود

mg/l KIN0.5 mg/lحاويN6پایهکشتط محیدر C-D-6لاین 

NAA+2 و کمترین میزان باززایی لاین )%81/14(به میزانC-D-

mg/l KINو  mg/l BAP 0.5حاوي N6پایهکشتمحیط در 6

کشتمحیط در C-D-4باززایی لاین بالاترین میزان. بود0.5
)%95/25(به میزان mg/l KIN0.5 mg/l NAA+2حاويN6پایه
N6پایهکشتمحیط در C-D-4مترین میزان باززایی لاین و ک

در باززاییمیزانبیشتریندر نهایت، . بودmg/l KIN0.5حاوي
زاییبازمیزانکمترینوC-D-9به لاینمربوطN6محیط کشت 

ها همچنین  براي اکثر لاین.باشدمیC-D-6لاینبهمربوط
mg/lحاويN6پایهکشتمحیطمربوط بهبیشترین میزان باززایی

KIN0.5 mg/l NAA+2 میزان و کمترین%)04/20(با میانگین
بود mg/l KIN0.5حاويN6پایهکشتمحیط باززایی مربوط به

).5شکل (

زاییبازروي درصدN6در محیط کشت مختلف گندممیانگین اثرمتقابل ارقام مختلفمقایسه- 5شکل

Figure 5 – Mean comparison of cultivar*N6 media on callus induction percent

در باززایی N6با MSهاي مشابهمقایسه دو به دو محیط کشت
ارقام گندم

mg/l IAA1 +mg/lيحاوN6(6)و MS(2)هاي محیط کشت

BA1هاي و محیط کشتMS(4) وN6(3)حاويmg/l NAA

5/0 +mg/l Kin2هايو محیط کشتMS(6)وN6(5) حاوي
mg/l BAP1+ mg/l NAA1باززایی مورد مقایسه از نظر درصد
.قرار گرفتند

ها نشان داد که ها با لاینمقایسه میانگین اثر متقابل محیط کشت
از توان باززایی MSنسبت به محیط کشت N6محیط کشت 

نسبت به محیط N6در نتیجه محیط کشت. بهتري برخوردار است
است ه دادپاسخ بهتري به القاي باززایی از خود نشان MSکشت 

).6شکل (
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MSو N6در محیط کشت مختلف گندمزایی ارقام مختلفبازدرصددوبهدومیانگینمقایسه- 6شکل 

Figure 6 – Mean comparison of regeneration percent on wheat cultivar in MS and N6 media

هاي سبز گندم را بر زایی و باززایی گیاهچهجنینی در آزمایش
هاي روزه در بین ژنوتیپ3-3هاي اساس قطعات برگی از گیاهچه

ها، محیط مختلف بررسی و نتیجه گرفتند در بین محیط کشت
القاء کالوس و تولید از نظر L3و N6نسبت به محیط MSکشت 

یجه گرفتند همچنین این محققین نت. گیاهچه بهتر عمل نمودند
فراوانی تشکیل کالوس بعلاوه فراوانی باززایی گیاهی وابسته به 

MSمحیط کشت . استتوفورديترکیب محیط کشت و غلظت 

براي کشت قطعات برگی توفورديبر لیتر مولیکروم59/4با 
یکروم36به 59/4از توفورديافزودن غلظت . گندم مطلوب بود

داشت ولی مانع باززایی گیاه روي القاء کالوس اثر مثبت مول
Wang and(شد می Wei با وجود این، در این آزمایش ). 2004

از توان باززایی MSنسبت به محیط کشت N6محیط کشت 
اي، اثرات ژنوتیپ، نوع محیط در مطالعه. بهتري برخوردار بود

، همچنین BAPوتوفورديهاي کشت پایه، غلظت هورمون
را در القاي ) یتردر لگرم میلی10و 8، 6(هاي مختلف آگار غلظت

رقم 5اي جنین بالغ یشهشدرونکالوس و باززایی آن در کشت 
گندم را بررسی کردند، این محققین مشاهده کردند که محیط 

پاسخ LSها نسبت به محیط کشت در تمامی رقمMSکشت پایه 
هايدهد و در غلظتبهتري به القاي کالوس و باززایی نشان می

ها در ، تمامی رقم)گرم در لیترمیلی10و 8، 6(آگار مختلف 
گرم در لیتر آگار، پاسخ بهتري به باززایی نشان میلی8غلظت 

بیشترین درصد القاي کالوس توفورديدادند و در غلظت مختلف 
ها و غلظت هورمون ها متفاوت بوده و بین ژنوتیپبراي رقم

اي از دو نوع محیط کشت هدر مطالع.اثرات متقابل وجود داشت
چو و همکاران، (LSو ) 1962موراشگ و اسکوگ، (MSي پایه

ي در کشت بافت گندم استفاده شد که محیط کشت پایه) 1975
MS بهتر ازLS داد به کشت بافت پاسخ)Mehmood et al.

توان نتیجه هاي انجام شده میبنابراین با توجه به بررسی. )2013
مناسب و هورمون مورد استفاده بسته به گرفت محیط کشت 

.تواند متفاوت باشدژنوتیپ و شرایط محیط کشت می

گیري نهایییجهنت

در این پژوهش، با در نظر گرفتن تعدادي از فاکتورهاي 
هاي گندم، مهم از قبیل اهمیت غذایی و بومی بودن واریته

ور از هاي گندم در دست معرفی کشریزازدیادي تعدادي از لاین
بررسی و C-D-9و C-D-8 ،C-D-6 ،C-D-4قبیل 
باتوجه به .ها مورد ارزیابی قرار گرفتزایی و باززایی آنکالوس

ها و سطوح مختلف هورمون دار بودن اثر متقابل لاینمعنی
-C-Dزایی در لاین توفوردي نشان داد که بیشترین میزان کالوس

داده و در در تمام سطوح مختلف هورمون توفوردي رخ9
گرم در لیتر توفوردي رخ میلی4/2و 2در سطوح C-D-8لاین
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و داري وجود ندارداهم اختلاف معنیداده که در این دو لاین ب
دار بودن اثر متقابل سطوح مختلف نیترات نقره با باتوجه به معنی

زا جنینهاي مورد استفاده نشان داد که بیشترین میزان کالوسلاین

بیشترین درصد . مشاهده شدC-D-8وC-D-9هاي در لاین
N6(6)در محیط کشت C-D-9براي لاین % 62/29زایی شاخه

. به دست آمدmg/l BA1به همراه mg/l IAA1حاوي 
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