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 در .است گياهان اصلاح های برنامه سایر و ژنتيک مهندسی مراحل مهمترین از یکی بافت کشت

-ميلی 3 و 5/2 ،2 ،5/1) سطح 4 در D-2،4شامل  های رشدی مختلفاثر تنظيم کننده پژوهش این

 ارچه باززایی و زاییسکالو بر( ليتر در گرمميلی 8/0 و 4/0 ،0) سطح سه در Kin و( ليتر در گرم

 این آزمایش .گرفت قرار شفق مورد مطالعه و طارم کاظمی، ایرانی شامل ارقام هاشمی، برنج رقم

 جزیهت گردید. نتایج تکرار انجام سه در عامل سه با تصادفی کاملا پایه طرح با فاکتوریل قالب در

 رقم و گرم(ميلی 312الوس )ک تر وزن بيشترین شفق رقم که داد نشان حاصل هایداده واریانس

 .داشتند مطالعه مورد ارقام بين در را گرم(ميلی 197کالوس ) تر وزن ميزان کمترین کاظمی

-D ليتر در گرمميلی 5/2 و Kin ليتر در گرمميلی 8/0 هورمونی ترکيب در زاییکالوس بهترین

 داد نشان باززایی به زاییکالوس کشت محيط تاثير برای هاداده واریانس تجزیه. آمد بدست 2،4

 نميزا در نيز رقم اثر. است دارمعنی 01/0 سطح در باززایی درصد بر زاییکالوس هورمون اثر که

 از ریزنمونه هر برای شاخه تعداد و باززایی درصد بيشترین. داشت دارمعنی اثر باززایی

 ليتر در گرمميلی 5/1 همراهبه   Kin ليتر در گرمميلی 8/0 هورمونی تيمار از حاصل هایکالوس

D-2،4 به طمربو آن و کمترین %74 کاظمی رقم به مربوط باززایی درصد بيشترین. آمد بدست 

 س وکالو هر ازای به شاخه 41/4 با شفق رقم به مربوط زاییبيشترین شاخه .بود ٪10 طارم رقم

 ،LBA4404 ،EHA105در ميان سه سویه  یک شاخه مربوط به رقم طارم بود. با آن کمترین

AGL-1  بکار گرفته شده با ناقل بيان گياهیpCAMBIA1304 های سدر تراریختی برنج، کالو

 را نشان دادند. gusبدست آمدند  و بيان ژن  EHA105 تراریخته تنها با استفاده از سویه

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

ی مهم پس از گندم، دومین غله (Oryza sativaبرنج با نام علمی )

رصد د 90نزدیک به  .(et al Walter. 2008)شود دنیا محسوب می

و  سطح زیر کشت و تولید برنج متعلق به کشورهای آسیایی بوده

را  درصد غذای مردم دنیا 20های آن تقریبا فرآورده ی برنج ودانه

 کاهش در تواندمی آن ایتغذیه هبودنابراین بب دهد،می تشکیل

  2005ajaj Band باشد ) موثر هاکشور این در تغذیه سوء خطر

Mohantyهایروش از استفاده مرسوم هایروش کنار در (. لذا 

 دراهبر محصول یک نای عملکرد افزایش برای بیوتکنولوژی نوین

 از یکی بافت . کشت(al et Hoque. 2007)باشد می معقول

 هایبرنامه سایر و گیاهی ژنتیک مهندسی در ضروری هایابزار

 یکی لابا باززایی توانایی با برنج ارقام انتخاب. باشدمی اصلاحی

 برنج دراصلاح بیوتکنولوژی اهداف پیشبرد برای اولیه هاینیاز از

 . (et al hiTakeuc. 1997)است 

سازی بهینه برنج در ژنتیکی هایورزیاهمیت دست به توجه با

های زا و باززایی گیاهچه از این کالوسهای جنینکالوس کشت

های تراریختی این گیاه موفقیت برنامه در حیاتی نقش زا جنین

 موفقیت مورد در متعددی های. گزارش(1992et al.  Datta)دارد 

 Ramesh et) برگ قبیل از مختلف هایریزنمونه از برنج باززایی

2009al. )، بالغ جنین ( 2006Gupta and  Ramesh،) نارس جنین 

(2008et al.  Tariq)،  کلئوپتیل(2004et al.  Saharan)، دمبرگ 

(2009et al.  Ramesh) بساک و (2003et al.  Asaduzzaman) 

 سیتوکینین با ترکیب در یا و تنهایی به اکسین هورمون. دارد وجود

al Kumar et .)شود می استفاده برنج گیاه در کالوس القای برای

2010). 

 تنظیم عنوان به لیتر در گرممیلی 3 تا 2 میزان به D-2،4اغلب 

 Kumar)است  شده توصیه برنج در کالوس القای برای رشد کننده

2010et al. ). از  استفادهD-4،2 با ترکیب بدون و تنهایی به Kin 

 محیط به نسبت را کمتری جنینی هایکالوس معمول طور به

 در .(et al.  Takeuchi 1997)کرد  تولید Kin با شده تکمیل

 محیط در بالغ جنین هایریزنمونه از کالوس القای ایمطالعه

 D-2،4 مختلف هایغلظت در و پرولین با شده تکمیل MS کشت

 میزان بالاترین مطالعه این در. گرفت قرار بررسی مورد Kin و

 در گرممیلی 5/2هورمونی  غلظت در( درصد 4/44) زاییکالوس

 آمد بدست Kin لیتر در مگرمیلی 5/0 همراه به  D-2،4لیتر 

(1997 al. et  Takeuchi).  ترکیب اکسین و سیتوکنین همراه با اثر

 Lee) کنندنقش مهمی در باززایی گیاهان ایفا می ماکروهای نمک

et al. 2000)در  هاکالوسززایی کامل گیاه از ای با. در مطالعه

های رشد کنندهتکمیل شده با دو ترکیب تنظیم MSمحیط کشت 

بهترین  و مورد بررسی قرار گرفت BAPو  NAAبه صورت 

 2همراه با  NAAگرم در لیتر باززایی مربوط به ترکیب یک میلی

. نتایج این (2010et al.  Hussain)بود  BAPگرم در لیتر میلی

et al.  Agrawal)آزمایش با تحقیقات آگاروال و همکارانش 

 همخوانی داشت. (2006

در القای کالوس و تراریختی گیاهان،  مؤثری عوامل سازنهیبه

ای شیشهکشت درون ی از برداربهرهبرنج، اولین قدم در  زجملها

آگروباکتریوم های با توسعه سویه باشد.در اصلاح این گیاه می

با سازی گیاهان تک لپه، تراریختی برنج مستعدتر برای آلوده

 آگروباکتریوم یک امر عادی تبدیل شده است استفاده از باکتری

(Hiei et al., 2008). این روش در انتقال ژن به گیاه به  موفقیت

ریزنمونه، نوع ناقل استفاده  سنگیاهی، نوع و  ژنوتیپ و گونه

ی آگروباکتریوم و غلظت آن، مراحل و شده برای انتقال ژن، سویه

عمل آلودگی با باکتری شامل مدت زمان تلقیح، مناسب بودن 

وابسته است  pHکشتی به خصوص از لحاظ دمایی و محیط هم

(Dai et al., 2001 .) 

بر  D-2،4و  Kinدر این پژوهش، اثر غلظت های متفاوت 

کاظمی، هاشمی،  شامل رقم برنج چهارزایی و باززایی کالوس

های مختلف آگروباکتریوم در و نیز اثر سویه شفق و طارم

رار قسی مورد برر تراریختی برنج ایرانی با استفاده از جنین بالغ،

 گرفته است.

 

  هاوشر و مواد

بذور ارقام کاظمی، هاشمی، شفق و طارم از موسسه تحقیقات 

ی بذور، بذوری که برنج کشور تهیه شد. بعد از جدا کردن پوسته

ظاهر سالمی داشتند برای ضدعفونی و کشت انتخاب شدند. 
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ثانیه  90درصد به مدت  70ضدعفونی با قرار دادن بذور در الکل 

ها در آب مقطر ختن آنو سپس شستشوی بذور با شناور سا

ی استریل هود لامینار استریل آغاز شد. سپس بذور در زیر محفظه

دقیقه  20درصد حجمی به مدت  5در محلول هیپوکلریت سدیم 

ی آخر این بذور سه بار متوالی به مدت قرار داده شدند. در مرحله

دقیقه با آب مقطر استریل شستشو داده شدند. بذور  15و  10، 5

ی شده روی کاغذ صافی استریل قرار داده شد تا آب ضدعفون

سطحی آنها کاملا خشک شود. بذور به طور مستقیم روی محیط 

های )غلظت D-2،4از  ترکیبات مختلفتکمیل شده با  MSکشت 

و  8/0های )غلظت Kin( و گرم در لیترمیلی 5/1، 2، 5/2و  3

دیش که ریدر هر پت ( کشت داده شدند.گرم در لیترمیلی 0، 4/0

بذر کشت  12سی از محیط کشت بود، تعداد سی 40حاوی 

ها ها با پارافیلم بسته شد. نمونهدیشگردید. سپس درب پتری

ی درجه 25±1زایی در شرایط تاریکی و در دمای جهت کالوس

روز قرار داده شدند. بعد از یک ماه  30گراد به مدت سانتی

یر به محیط کشت های تولید شده جهت رشد و تکثکالوس

 کالوس درصد و هامشابهی واکشت شد. بعد از دو ماه کالوس

 محیط به و گردید یادداشت تیمارها تمام برای هاریزنمونه زایی

شدند. محیط کشت استفاده شده برای  منتقل باززایی کشت

 100درصد ساکاروز،  3تکمیل شده با  MSباززایی، محیط پایه 

بود.  BAPگرم در لیتر میلی 5/2زیتول و گرم در لیتر میواینومیلی

ها به محیط ها در محیط باززایی، نمونهکالوس قرار دادنبعد از 

ساعت تاریکی با  8ساعت روشنایی و  16روشنایی به صورت 

ها، درصد باززایی قرار گرفتند. پس از باززایی کالوس 25±1دمای 

حاسبه شد. م Kinکننده رشد زایی تحت تنظیمو سپس میزان شاخه

ها در محیط باززایی، نیازی به با توجه به ریشه دار شدن گیاهچه

زایی نبود و مستقیما به خاک انتقال آنها به محیط کشت ریشه

زایی ارقام مختلف برنج، در قالب منتقل شدند. درصد کالوس

 تکرار سه در عامل سه با تصادفی کاملا پایه طرح با فاکتوریل

کاظمی، هاشمی ، شفق و )اول شامل ارقام  گردید. فاکتور انجام

بود. برای  های رشدیکنندهترکیب تنظیمو فاکتور دوم  (طارم

 از پس و محاسبه باززایی بررسی درصد باززایی ارقام نیز درصد

 شمارش ریزنمونه هر شده برای باززایی هاشاخه تعداد باززایی

 شد.

زایی با صد بازو در 1ی زایی با استفاده از رابطهدرصد کالوس

 محاسبه گردید. 2رابطه 

 1زایی  )= درصد کالوس

 2= درصد  باززایی )

 نرمال روشی هیچ با زاییکالوس درصد های داده اینکه دلیل به

 Kruskal- Wallis غیرپارامتری آزمون از خاطر همین به نشدند،

 بوده و نرمال هاکالوس تر نوز  ولی. شد استفاده هاآن آنالیز برای

متقابل ژنوتیپ و ترکیبات  اثر داریمعنی به توجه با

 قرار سیبرر مورد تیماری ترکیبات گیاهی، رشد هایکنندهتنظیم

 با ابتدا زاییشاخه و باززایی درصد برای حاصل هایگرفت. داده

 مورد SPSS افزار نرم از استفاده با سپس و شدند نرمال روش

 گرفتند. قرار ریانسوا تجزیه

ترین سویه باکتری، سه سویه مناسب وردنآبه منظور بدست 

LBA4404 ،EHA105، AGL-1 گیاهی  گروباکتریوم با ناقل بیانا

pCAMBIA1304  ژن حاویGUS  .مولکولی تأیید تراریخت شد

کنش ز واتراریختی اگروباکتریوم با پلاسمید نوترکیب با استفاده ا

ختصاصی، صورت اا استفاده از آغازگرهای بای پلیمراز زنجیره

 . گرفت

 هایکالوس تراریخت، یهاباکتریپس از تایید مولکولی 

دقیقه در  2تحت شرایط استریل به مدت  ،روزه 21 زایجنین

از  هازنمونهیرور شدند. سپس سوسپانسیون باکتری غوطه

سوسپانسیون باکتری خارج و روی کاغذ واتمن استریل بطور 

کشتی در ساعت  برای هم 48شک شدند. سپس به مدت نسبی خ

بیوتیک های رشد گیاهی و آنتیجامد بدون تنظیم کننده MSمحیط 

پس از سپری میلی مولار قرار گرفتند.  100ون و دارای استوسرینگ

 MSها در محیط کشتی، ریزنمونهشدن مدت زمان لازم برای هم

 50تیک سفوتاکسیم و بیوگرم بر لیتر آنتیمیلی 250مایع حاوی 

بیوتیک هیگرومایسین شستشو داده شدند و گرم بر لیتر آنتیمیلی

 MSپس از خشک شدن روی کاغذ واتمن استریل، در محیط 

 50بیوتیک سفوتاکسیم و گرم بر لیتر آنتیمیلی 250جامد دارای 

بیوتیک هیگرومایسین واکشت شدند. به گرم در لیتر آنتیمیلی

100× 

100× 
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وس جنین زای رقم شفق رشد یافته در محیط تعداد پنجاه کال

میلی  8/0و   D-2,4میلی گرم در لیتر  5/2کشت تکمیل شده با 

در پنج تکرار )ده کالوس در یک پتریدیش(    Kinگرم در لیتر 

ها در نمونهبرای تراریختی با هر کدام از سویه ها انتخاب شدند. 

و در واکشت شدند  در همان محیط کشت  روز 15پایان هر 

 های رشد یافته به منظور بررسی هیستوشیمیایینهایت کالوس

آمیزی شدند. به این رنگ X-glucتراریخته با محلول  هایکالوس

در متیل فورمامید حل گردید  X-glucگرم از پودر میلی 10منظور 

 لیتر محلول بافر فسفات اضافه شد.میلی 100و محلول حاصل به 

گراد و درجه سانتی 27±2د با دمای ها در اتاق رشکشت تمامی

 تحت شرایط تاریکی قرار گرفتند. 

 

  و بحث نتایج

 کالوس زایی 

 یک گذشت از پس طارم و شفق کاظمی، هاشمی، ارقام بالغ بذور

 مختلف ترکیبات حاوی MS کشت محیط در کشت زمان از هفته

D-2،4 (5/1 ،2 ،5/2 3 و )و لیتر در گرممیلی Kin (0 ،4/0  و

 و نمودند کالوس تولید به شروع لیتر در گرم( میلی8/0

مانده بذر و  ماه از بخش باقی یک از پس شده تولید هایکالوس

کلئوپتیل رشد کرده جدا شده و به محیط جدید با همان ترکیب 

 روی بر 05/0 احتمال سطح در طارم رقم اثر منتقل شدند. فقط

 رقم. داشت دارییمعن تفاوت ارقام سایر با زاییکالوس درصد

 زاییکالوس درصد در داریمعنی تفاوت هاشمی با کاظمی

 هایرقم با مقایسه در کاظمی رقم زاییکالوس درصد .نداشتند

داری نشان تفاوت معنی 01/0شفق در سطح احتمال  و هاشمی

 05/0 احتمال سطح در طارم با هاشمی و شفق رقم داد. همچنین

 در هاکالوس زایی،کالوس درصد همحاسب از پسشدند.  دارمعنی

 گذشت از پس. گردیدند واکشت ترکیبات همان با جدید محیط

 واریانس گردید. تجزیه یادداشت هاکالوستر وزن دیگر ماه یک

نتایج حاصل از تجزیه واریانس  شد. انجام آمده بدست هایداده

 05/0ر سطح احتمال د D-2،4و  Kinنشان داد که اثرات رقم، 

 دار بود و در بین اثرات متقابل آنها فقط اثر متقابل رقم و معنی 

Kin با توجه به جدول تجزیه معنی دار بود.  05/0در سطح احتمال

داری تحت تاثیر ها به صورت معنیکالوسواریانس وزن تر

های رشد گیاهی و اثرات متقابل آنها ژنوتیپ، تیمار تنظیم کننده

 درصد دارای زاییرصد کالوسد 99 با طارم رقم (.1بود )جدول

 داریمعنی تفاوت شفق و هاشمی ارقام و بود زایی بیشتریکالوس

 ( داشتند%97 ) یکسانی تقریبا زاییکالوس درصد و نداشته هم با

بود  کاظمی رقم به مربوط زاییکالوس درصد میزان کمترین و

 (. 1)شکل 

 
 (برنج باززایی و زاییکالوس روی بر گیاهی رشد هایکنندهتنظیم هایتیمار اثر مطالعه)  مطالعه مورد صفات واریانس تجزیه -1 جدول

Table 1. The variance analysis of studied traits (study of the effect of plant growth regulatory treatments on callus formation and regeneration 

of rice) 

  میانگین مربعات   

زایی در متوسط تعداد شاخه هاوزن تر کالوس درجه آزادی غییرمنابع ت
 هاکالوس

 هادرصد باززایی از کالوس

 **286 **96/9 **100 3 رقم

2,4-D 3 807** 8/27** 813** 

Kin 2 543** 107** 486* 

2,4-D × Kin 6 890ns 10/1** 103* 

 D 9 112ns 2/72** 477ns-2,4 × رقم

 *Kin 6 898** 7/64** 120 × رقم

 **Kin ×  2,4-D 18 178ns 2/99** 564 × رقم

 347 697/0 117 96 خطای آزمایش

 456/0 28/0 2/4  ضریب تغییرات )%(

  و و  0/ 05و 01/0داری در سطح احتمال به ترتیب معنیns دارغیر معنی    W/C 
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 زایی ارقام مختلف برنجدرصد کالوس -1 شکل

Figure 1. The percentage of callus formation of different 

rice cultivars 
 باشد.می %1دار در سطح احتمال حروف مشابه نشانگر اختلاف معنی*

 

 

ها نشان داد که کالوستایج تجزیه واریانس برای صفت وزن ترن

 های رشدی و اثرها و سطوح مختلف تنظیم کنندهبین ژنوتیپ

های رشدی در سطح احتمال نظیم کنندهمتقابل ژنوتیپ و تیمار ت

بیشترین میزان میانگین وزن  .داری وجود دارداختلاف معنی 01/0

گرم و کمترین میزان میلی 312تر کالوس مربوط به رقم شفق 

گرم بود میلی 197میانگین وزن تر کالوس مربوط به رقم کاظمی 

  Kin(. در سطوح مختلف تنظیم کننده رشد گیاهی2)شکل

های رشد زایی مربوط به ترکیب تنظیم کنندهرین میزان کالوسبیشت

گرم و میلی 276به میزان  Kin گرم در لیترمیلی 8/0گیاهی 

کننده کالوس مربوط به ترکیب فاقد تنظیمکمترین میزان وزن تر

(. بالاترین میزان وزن 2گرم بود )شکلمیلی Kin  ،213رشد گیاهی

، هاشمی و کاظمی در محیط حاوی کالوس را به ترتیب ارقام شفق

 4/0و رقم کاظمی در محیط حاوی  Kinگرم در لیتر میلی 8/0

 (.2تولید کردند )شکل  Kinگرم در لیتر میلی

 
 گرم در لیتر()میلی  Kinتیمار تحت برنج مطالعه مورد در ارقام هاکالوس تر وزن میانگین -2شکل

Figure 2. Mean fresh weight of calluses in studied rice cultivars under Kin treatment 

 

 
 گرم در لیتر()میلی D-2,4یکننده رشد گیاهها در سطوح مختلف تنظیممقایسه میانگین وزن تر کالوس -3 شکل

Figure 3. Comparison of the average fresh weight of callus at different levels of plant growth regulator 2,4-D
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  Kinگرم میلی 8/0  و صفر سطوح در کاظمی رقم که شد مشاهده

 کالوس تر وزن Kin فاقد تیمارهای در هاشمی رقم همچنین و

-لیمی 8/0 حاوی تیمارهای در شفق رقم و کردند تولید را کمتری

 (.2شد )شکل  موجب را کالوس تر وزن میزان بیشترین گرم

 رشد کننده تنظیم سطح افزایش با طارم و هاشمی شفق، ارقام در

 8/0به  4/0و از  4/0القای کالوس از صفر به  محیط  Kinگیاهی

داری در میزان درصد باززایی گرم در لیتر نیز افزایش معنیمیلی

 کنندهتنظیم مختلف سطوح بین کاظمی رقم دیده شد. ولی در

از نظر  داریمعنی اختلاف کالوس القای محیط Kinرشدی 

توان گفت که کاظمی از نظر ژنوتیپ شت میباززایی وجود ندا

 از مطالعه این در(. 4باشد )شکلدارای درصد باززایی بالایی می

 بعنوان نوع یک شدند، تولید کالوس نوع دو مورفولوژی نظر

 دار،گره سفید، به مایل زرد رنگ زا دارایهای جنینکالوس

 دوم گروه اما( ب -6شکل) بودند فشرده و شکننده خشک،

 صاف سطح و لزج آبدار، ای،قهوه به مایل زرد رنگ با هایلوسکا

 شفق رقم آزمایش این در (.ج -6 شکل)بودندن زاجنین که بودند

 ارقام سایر با مقایسه در و کردند تولید جنینی هایبیشترکالوس

 در کلئوپتیل رشد این بر علاوه. شدند فنوله دیرتر و کمتر خیلی

 جنینی هایکالوس کاظمی رقم در. بود قامار سایر از کمتر رقم این

 ابتدا رقم این در. شدند حاصل دو هر غیرجنینی هایکالوس و

 از جنینی هایکالوس و شد تولید جنینیغیر هایکالوس

 از بعد فشرده و خشک دار،گره حالت به جنینیغیر هایکالوس

 چنانچه. شدندمی باززا راحتی به نیز آنها که شدند حاصل مدتی

رفت می بین از و شده فنوله سریعاً نبود شدن باززا به قادر کالوسی

 تولید جنینیغیر هایکالوس هاشمی و طارم ارقام (.ب -6)شکل

 دو این گرددمی ملاحظه( ب -6)شکل  در همانطوریکه کردند

 هایکالوس.کردند تولید متفاوت مورفولوژی با هاییکالوس رقم

 ولی بود لزج و آبکی صاف، سطح ،سفید رنگ دارای هاشمی رقم

 و آبدار ترد، ای،قهوه به مایل زرد رنگ به طارم رقم هایکالوس

 .(ج -6شکل) بودند لزج

 

 
های با تیمارهای مختلفمقایسه میانگین درصد باززایی ارقام برنج از کالوس -4شکل    

Figure 4. Comparison of the average percentage of regeneration of rice cultivars from callus with different treatments  LSD   = 8/725 

 

 باززایی

 سطح در Kin و D-2،4 اثرات رقم، واریانس تجزیه براساس 

 متقابل اثرات و بودند دارمعنی باززایی درصد برای 05/0 احتمال

 درصد 01/0 سطح درKin  و D-2،4 متقابل اثرات و Kinرقم و 

-Dو  رقم متقابل اثرات ولی شدند، دارمعنی اززاییب درصد برای

 در Kinو  D-2،4سه جانبه رقم،  متقابل اثرات. نشد دار معنی 2،4

 هایهورمون (. بین1گردید )جدول  دار معنی 05/0 احتمال سطح
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 متقابل باززایی اثر درصد مطالعه مورد ارقام و کالوس القای محیط

 نشان باززایی صفت برای اتیماره میانگین مقایسه .داشت وجود

 8/0 وD-2،4 لیتر در گرممیلی 5/1 در سطح شفق رقم که داد

 داشت را( درصد 90)میزان باززایی  بیشترین Kin لیتر در گرممیلی

 بقیه های رشدی درترکیب تنظیم کننده 4 جز در به طارم رقم

 درصد با تیمارها همه در هاشمی رقم(. 4شکل) نشد باززا تیمارها

 میزان در داری معنی بسیار اختلاف شفق رقم. شد باززا ینیپای

 .داد نشان Kin  مختلف سطوح بین باززایی

هر چند درصد باززایی در طارم در اغلب تیمارها پایین بود ولی 

های باززا شده از نظر مرفولوژیکی و توانایی بالای رشد گیاهچه

های اصل ریشهها را تولید کرد. بطوریکه گیاهان حبهترین گیاهچه

و پس از آن به ترتیب  داشتندفراوان و سرعت رشد زیادی 

های خوبی را تولید کردند ولی های کاظمی و شفق گیاهچهرقم

  های نسبتا ضعیفی بوجود آورد.رقم هاشمی گیاهچه

 

 های رشدیکنندهختلف تنظیمهای مهای حاصل از تیمارزایی در چهار رقم برنج از کالوسمقایسه میانگین میزان شاخه  -5شکل 

Figure 5. Comparison of the average rate of shooting in four rice cultivars from calluses from different treatments of growth regulators  

LSD=0.391 

 

 زاییشاخه

 درصد 05/0 سطح در آنها متقابل اثرات و D-2،4و  Kin رقم،

 مقایسه (.1جدول) داشتند دارمعنی راتاث زاییشاخه صفت

 بیشترین که داد نشان دانکن روش از استفاده با تیمارها میانگین

 هر ازای به شاخه 41/4 با شفق رقم به مربوط زاییشاخه میزان

 هر ازای به شاخه 2/1با  زاییشاخه میزان کمترین و کالوس

 هر ازای هب شاخه تعداد بیشترین. بود طارم رقم به کالوس مربوط

 هایکنندهتنظیم تیمار از حاصل هایکالوس به مربوط ریزنمونه

 در گرممیلی 5/1 همراهبه Kin لیتر در گرممیلی 8/0 گیاهی رشد

 شاخه تولید میزان کمترین. بود شاخه 31/6 میانگین با D-2،4 لیتر

 کالوس القای محیط گیاهی رشد هایکننده تنظیم تیمار به مربوط

 -6شکل)بود  شاخه 41/1 میانگین با D-2،4 لیتر در رمگمیلی 3

 Kin تاثیر نمودند باززایی به شروع هاکالوس که ابتدا همان از (.د

 محیط در گرفته شکل کالوس طوریکه به بود واضح زاییشاخه در

  حاوی محیط در گرفته شکل کالوس و کم شاخه دارای Kin فاقد

Kinبود. زیادی های شاخه دارای 
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 رشد هایکنندهتنظیم تیمار و رقم براساس ها گیاهچه رشد سرعت

 رقم در گیاهچه رشد سرعت. بود متفاوت زاییگیاهی کالوس

 سرعت هاشمی رقم هایگیاهچه و بود ارقام سایر از بهتر طارم

 کنندهتنظیم تیمار از حاصل هایکالوس. داشت را کمتری رشد

 در گرممیلی 5/1 همراه به Kin لیتر در گرممیلی 8/0گیاهی  رشد

 سایر به نسبت بیشتری رشد و باززایی سرعت از D-2،4 لیتر

 رقم به مربوط زاییشاخه میزان بالاترین. بودند برخوردار تیمارها

 لیتر در گرممیلی 8/0 گیاهی رشد کننده تنظیم ترکیب در شفق

Kin (.ه -6شکل) بود لیتر در گرممیلی 5/1 همراه به و 

 
ید ( مقایسه تولبرقم شفق -2کاظمی  رقم -1م در دو رق  Kinمیلی گرم در لیتر  8/0و  D-2,4میلی گرم در لیتر  5/2تکمیل شده با  MSزایی در محیط (  مقایسه کالوسلفا -6شکل 

-میلی 5/1ه با تکمیل شد MSهای غیرجنینی در محیط ( کالوسجق : در رقم  شفKinگرم در لیتر میلی 8/0و  D-2,4گرم در لیتر میلی 5/1تکمیل شده با  MSهای جنینی در محیط کالوس

های الوسک -2و   Kinگرم در لیتر میلی 8/0ل از محیط کشت حاوی های حاصکالوس -1ها: زایی از کالوس( شاخه ددر رقم هاشمی  Kinگرم در لیتر میلی 8/0و  D-2,4گرم در لیتر 

های حاصل زایی کالوسشاخه -Kin  2های حاصل از محیط کشت حاوی زایی کالوسشاخه -1زایی برنج در محیط القای کالوس بر شاخه Kin( تاثیر ه  Kinحاصل از محیط کشت فاقد 

 های حاصل از کالوس در محیط خاک( استقرار گیاهچهی Kin از محیط کشت فاقد 

Figure 6. a) Comparison of callus formation in MS medium supplemented with 2.5 mg / l 2,4-D and 0.8 mg / l Kin in two cultivars 1- 

Kazemi cultivar 2- Shafaq cultivar, b) Comparison of embryonic callus production in MS medium supplemented with 1.5 mg / l 2,4-D and 

0.8 mg / l Kin: in Shafaq cultivar, c) Non-embryonic calli in MS medium supplemented with 1.5 mg / l 2,4-D and 0.8 mg / l Kin in Hashemi 

cultivar, d) Shooting of calluses: 1- Calluses from culture medium containing 0.8 mg / l Kin and 2- Calluses from culture medium without 

Kin, e) The effect of Kin in callus induction medium on shooting of rice 1- shooting of calluses from culture medium containing Kin 2- 

shooting of calluses from culture medium without Kin, f) Establishment of callus plantlet in soil 

 

 و Kin مختلف سطوح از حاصل هایکالوس از زاییشاخه میزان

 تیمار دارای سطح کلی حالت در و بود متفاوت مختلف ارقام در

 زاییشاخه میزان در داریمعنی اثرKin گیاهی  رشد کننده تنظیم

 به 4/0 از و 4/0 به صفر از Kin سطح افزایش با بطوریکه داشت

 افزایش توجهی مقدار قابل به نیز زاییشاخه لیتر در گرممیلی 8/0

در  گرممیلی 4/0 و صفر سطوح بین که هاشمی رقم بجز. یافت

 سطوح در نیز ارقام. نداد نشان را داریمعنی تفاوت Kin لیتر

 نشان را داریمعنی تفاوت زاییشاخه میزان لحاظ از Kin مختلف

 ترکیب در شفق رقم در زاییشاخه میزان بالاترین. دادند

 همراهبه  و  Kinلیتر  در گرممیلی 8/0 گیاهی رشد هایکنندهتنظیم

 (.5و   د -6شکل) شد حاصل D-2،4 لیتر در گرممیلی 5/1

 بودند خوبی هایریشه دارای آمده بدست هایگیاهچه که آنجا از

 شدند داده انتقال خاک به مستقیما زاییریشه محیط به انتقال بدون
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 رشد به آسیب بدون توانستند شده منتقل گیاهان درصد 100 و

 ی(.-6دهند )شکل ادامه خاک در خود

ها در تراریزش کالوس اگروباکتریوم سویهر آزمایش دوم، اثر د

در بررسی اثر سویه بر تراریختی و مورد بررسی قرار گرفت 

هایی که با سه های برنج، مشاهده شد که از میان کالوسکالوس

تلقیح شده  AGL1 LBA4404, EHA105سویه اگروباکتریوم

رشد در محیط قادر به  EHA105های سویه بودند، تنها کالوس

 20د کشت حاوی آنتی بیوتیک بود و در مجموع سه تکرار تعدا

الف، ب، ج( و رنگ -7ریزنمونه رشد کالوسی داشتند )شکل 

آمیزی برای بیان ژن گاس بیان ژن گاس را در کالوس های 

 د(.  -7تراریخت نشان داد )شکل 

 
ها در تلقیح با سویه  ها  و  ادامه رشد کالوس)ب( و تراریختی کالوس LBA4404ف( و  ) الAGL-1یح با  سویه زای برنج  در تلقهای جنینالف( نکروزه شدن  کالوس -7شکل 

EHA105 های رنگ آمیزی شده با محلول رنگ آمیزی  ،  د( کالوسX-gluc 

Figure 7. a) Necrosis of embryonic calluses of rice in inoculation with AGL-1 strain, b) And LBA4404, c) And transgenic calluses and 

continued callus growth in EHA105 inoculation, d) Calluses stained with X-gluc staining solution 

 

رقم برنج و سطوح  4نتایج حاصل از این مطالعه روی 

های رشد گیاهی مختلف، حاکی از اهمیت و تاثیر کنندهتنظیم

ها در های رشدی و اثر متقابل آننظیم کنندهژنوتیپ، غلظت ت

باشد. نتایج این تحقیقات با زایی و باززایی گیاه برنج میکالوس

نتایج کارهای هوگ و همکاران مطابقت دارد به طوری که آنها نیز 

در تحقیقات خود به این نتیجه رسیدند که توانایی باززایی گیاه از 

های رشدی محیط کنندهیمکالوس بستگی به ژنوتیپ و غلظت تنظ

های . گزارش(2004Mansfield and  Hoque)القای کالوس دارد 

مختلف از جمله ژنوتیپ و نوع متعددی حاکی از تاثیر عوامل 

(. مطالعات et al. Htwe 2011محیط در باززایی گیاه است )

در محیط کشت باعث  D -2،4متعددی ثابت کرده اند که افزودن

et al. Thadavong )القای تشکیل کالوس از بذر برنج می شود 

برای القای کالوس به  D -2،4. با این حال، غلظت مناسب (2002

 . (Raina 1989)منبع ریزنمونه و ژنوتیپ برنج بستگی دارد 

 غلظت و نوع رقم، به بسته آزمایش این در ارقام زاییکالوس میزان

 محققین سایر نتایج با که بود گیاهی متفاوت رشد ایهکننده تنظیم

 برای القای ایمطالعه در. (et al. Zaidi 2006)داشت  مطابقت
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 تکمیل MS کشت محیط در بالغ جنین هاینمونه ریز از کالوس

 و D-2،4گیاهی رشد هایکننده تنظیم مختلف هایغلظت با شده

Kinدر گرممیلی 5/2 دارای محیط زایی ازکالوس میزان ، بالاترین 

Takeuchi )آمد  بدست Kin لیتر در گرممیلی 5/0 و D-4،2 لیتر

et al. 1997) خانا و رینا اثر متقابل ژنوتیپ و محیط کشت را .

مشاهده زایی و باززایی مورد مطالعه قرار دادند و جهت کالوس

های ژنتیکی زایی و باززایی گیاه از طریق عاملکردند که کالوس

 و زاییکالوس کنترل از های فراوانیشود. گزارشکنترل می

دارد  وجود ژنوتیپ طریق از مختلف ارقام در گیاه باززایی

(1998 Rainaand  Khanna). 

et al. Pandey )نتایج مطالعه حاضر، با مطالعات پاندی و همکاران 

و  ( .2002Thadavong et al)، تاداونگ و همکاران (1994

مقایسه شده  (et al. Abeyaratne 2004)ران آبیارانت و همکا

 D-2،4 گرم در لیترمیلی 2است. نتایج نشان داد که غلظت 

دهد. در بیشترین میزان القای کالوس از بذر برنج را به دست می

د دریافتن (et al. Hussain 2010)تحقیقی دیگر حسین و همکاران 

 2که در القای کالوس مربوط به سه رقم متفاوت برنج، میزان 

 زایی را دارد.بیشترین کالوس D-2،4گرم در لیتر میلی

ها ترکیب اکسین و سایتوکنین معمولا برای باززایی گیاه از کالوس

 et al. Rueb )شود های برنج استفاده مینیز در برخی واریته

به عنوان بهترین  Kinو  D-2،4، در این مطالعه نیز ترکیب (1994

 س و باززایی به دست آمد. این نتایج باتیمار برای القای کالو

 هایو گزارش نباتات اصلاح در تنوع وجود به اهمیت توجه

 و بافت کشت اثر در تنوع سوماکلونال ایجاد بر مبنی متعدد

سوماکلونال  تنوع شودمی پیشنهاد کالوس، گیاهچه از باززایی

 و نشانگرهای مورفولوژیکی از استفاده با شده باززایی گیاهان

 مفید صورت در تا گیرد شناسایی قرار و بررسی مورد مولکولی

 .گیرد قرار استفاده مورد بعدی مراحل در اصلاح گیاه جهت بودن

ای، میزان القای کالوس از بذر برنج بیریس و باززایی آن در مطالعه

زایی بررسی شده است. نتایج نشان داده که بالاترین میزان کالوس

بوده  D-2،4گرم در لیتر ی دو میلیحاو MS( در محیط 97%)

های کنندههای ایجاد شده برای بررسی اثر تنظیماست. کالوس

برای توانایی باززایی گیاه، مورد آزمایش قرار  Kinو  NAAرشد 

 MSهای موجود در محیط گرفت. نتایج نشان داد که کالوس

گرم در در ترکیب با یک میلی NAAگرم در لیتر میلی 5/0حاوی 

 .(2012et al.  Libin)باززایی موفقی داشتند  Kinیتر ل

ورد اززایی جنین بالغ در سه رقم برنج هندی مالقای کالوس و ب

 لقایمطالعه قرار گرفتند. هر سه رقم دارای بیشترین فراوانی ا

بودند.  D-2،4گرم در لیتر با دو میلی MSکالوس در محیط 

د ل شدنها نیز با موفقیت انجام شد و به خاک منتقباززایی کالوس

(2015 et al. Upadhyaya). 

مشاهده شد که ها کالوس یختیترار دأییت یبرادر آزمایش دوم، 

ر است ولی برای انتقال ژن به این گیاه کارآت EHA105سویه 

وجود  AGL1و  EHA105اختلاف معنی داری بین دو سویه 

  .نداشت

با  IR58025Bرقم  Indicaدر آزمایشی که برای تراریختی برنج 

و  EHA105 ،EHA101 ،LBA404چهار سویه از آگروباکتریوم 

AGL1  انجام دادند؛ بیشترین کارایی تراریختی با سویهEHA105 

(. از طرفی در آزمایشی که Guiet al., 2016حاصل شده است )

 LBA4404 (pTOK233) ،LBA4404های آگروباکتریوم سویه

(pIG121Hm)  وEHA101 (pIG121Hm)   برای بررسی میزان

مقایسه شدند،  IR72و  IR64ارقام  های نابالغتراریختی جنین

بیشترین  LBA4404 (pTOK233)مشاهده شد که انتقال ژن با 

 (. Hiei and Komari, 2006برداشته است ) کارایی تراریختی را در
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Abstract 

Tissue culture is one of the most critical steps in genetic engineering and other breeding 

programs of plants. In this study, the effect of some factors in regeneration of four rice 

cultivars, including: Hashemi, Kazemi, Tarom and Shafagh has been studied. In the first 

experiment the effect of 2,4-D at 4 levels (1.5, 2, 2.5 and 3 mg/l) combination with Kin at 

three levels (0, 0.4 and 0.8 mg/l) on callus induction and plant regeneration in rice cultivars 

were studied. After two months calli were transferred to MS medium supplemented with 

30g sucrose containing 2.5 mg/l BAP. Analysis of variance showed that Shafagh and 

Kazemi give the highest and lowest callus respectively. The best callus was obtained in 

medium supplemented with 0.8 mg/l Kin and 2.5 mg/l of 2,4-D. Analysis of variance 

showed that plant growth regulators used in callus induction medium, significantly affected 

the regeneration of plants. Cultivar had a significant effect on the regeneration rate. The 

highest plant regeneration and number of shoots per explant were obtained from callus 

derived from medium containing 0.8 mg/l Kin and 1.5 mg/l of 2,4-D. The Kazemi gave the 

highest percentage (74 %) and Tarom gave the lowest percentage (10%). Among the three 

strains used for transformation of rice, transgenic callus was obtained only with strain 

EHA105. 

Key words: Agrobacterium, Transgenic, Callus induction, Regeneration, Rice 
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