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  چکیده 

هاي شش ترکیب  روز بر روي بساك 10گراد به مدت درجه سانتی (T1=4 , T2=8)ش اثر پیش تیمارهاي دمایی در این آزمای
 N6زایی از سه محیط کشت تغییر یافته براي کالوس. ژنی مختلف از لاین پرمحصول برنج قائم مورد مطالعه قرار گرفته است

(N1,N2,N3)  و براي باززایی از محیط کشتMS  ها،  نتایج تجزیه و تحلیل آماري نشان داد که میان ژنوتیپ. استفاده شد
زایی وجود دارد  دار در میزان میانگین کالوس، پیش تیمار دمایی و اثرات متقابل آنها تفاوت معنیN6هاي تغییریافته محیط کشت

(P<%1) . و اعمال پیش تیمار % 2/18یانگین زایی با مبرترین ژنوتیپ در کالوس) قائم/ فجر // قائم / دمسیاه (ترکیب ژنتیکی
به  N1 )+N6  2,4-Dمحیط کشت  N6هاي تغییر یافته از میان محیط کشت. گراد ارزیابی گردیددرجه سانتی 8سرمایی 

برترین  –گرم در لیتر ساکارز  30گرم در لیتر مالتوز و  0/5mg/L  +NAA 2/5 mg/L  +Kin 0/5 mg/L + (20میزان 
هاي انتقالی که از کالوس% 3/23با ) قائم/ نعمت // قائم / شصتک (بالاترین باززایی کل را ترکیب ژنی . یدمحیط کشت ارزیابی گرد

بینو بوده پیش تیمار لگیاهان باززایی شده آ% 100در این آزمایش . گراد اعمال شده بود ارزیابی گردیددرجه سانتی 8پیش تیمار 
 . ها ارزیابی گردیددرجه براي القاء کالوس و باززایی این ترکیب ترینروز مناسب 10گراد براي  درجه سانتی 8
  

  برنج ، کالوس ، لاین ، کشت بساك : هاي کلیدي واژه
  

  مقدمه
درصد انرژي مورد نیاز  80تا  50 و جمعیت دنیا% 50غذاي مورد نیاز  و استبرنج متعلق به خانواده گرامینه 

افزایش تولید از  براي بهبود ژنتیکی گیاه برنج و. (Sasaki, 2005., Amarasinghe and Yang, 2005) کندرا تأمین می
 (Asaduzzaman et al, 2003).  گرددهاي مختلف در زمینه کشت بافت برنج نظیر کشت بساك استفاده میتکنیک

با افزایش محصول،  هایی دست یافت که توان با پیشرفت علوم بیوتکنولوژي و تغییر در گیاه برنج، به واریتهبنابراین می
ثر بر کشت ؤعوامل یا فاکتورهاي م .(Bajaj and Mohanty, 2005) ترین غذاي مورد نیاز انسان شدباعث تأمین مهم

هاي مختلف برنج ژاپنی و هندي مورد بررسی قرار داده شد که مهمترین آنها عبارتند از ژنوتیپ، محیط  بساك در تیپ
هاي رشد نظیر اتیلن تولید شده  کنندههاي رشد گیاه، ممانعت کنندهنی، تنظیمکشت، سطوح مختلف نیترات آلی و معد

  هراث و .  (Silva, 2010)... در محیط کشت، مرحله فیزیولوژیکی میکروسپور و گیاه بخشنده، پیش تیمار سرمایی و 
  محیط کشت  هروي س در کشت بساك برنج ارقام هندي، ژاپنی و هیبریدهاي آن بر یهایطی بررسی )2007(همکاران 
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 2به میزان  D-2,4گرم در لیتر و  میلی(به میزان  Kinهاي رشد  کنندهو میلر، مصرف تنظیم B5و  N6تغییر یافته 
تغییر یافته به میزان  N6زایی، بالاترین میزان کالوس در محیط کشت  در لیتر در هر سه محیط کشت کالوس) گرم میلی

نتیجه . بود% 41و بالاترین میزان باززایی گیاه سبز مربوط به ارقام هیبرید به میزان . نددر هیبریدها دست یافت% 4/29
زمان و مدت اعمال . باشد کار این تحقیق نشان از میزان بالایی از گیاهان آلبینو نسبت به گیاه سبز حاصل شده می

هراث و همکاران . (Datta,2005)هاي برنج متفاوت باشد  پیش تیمار ممکن است بر اساس نوع پیش تیمار و تیپ
بر روز  28 و 21، 14، 7گراد به مدت درجه سانتی 10و 8، 7، 5طی تحقیقی اثر تیمار سرمایی در دماهاي  )2009(

هندي بالاترین  /هاي ژاپنی و ژاپنی  نشان دادند که تیپ مطالعه و هاي ژاپنی، هندي و هیبریدهاي آنها روي تیپ
/ و بالاترین گیاه سبز را هیبرید ژاپنی  ،)درصد 3/12-70(روز  14گراد براي  سانتی  درجه 8ار تیمزایی را در پیش کالوس

زایی، باززایی گیاه سبز، و  هدف از تحقیق حاضر بررسی درصد کالوس .روز دارا بود 14براي درجه سانتیگراد 8هندي در 
  . باشد ها می رهاي اعمال شده در محیط کشتتعیین بهترین ترکیب ژنتیکی از نظر پاسخ به کشت بساك با پیش تیما

  
  هامواد و روش

  صبح از 8الی  6ها جهت تأمین بساك در ساعات اولیه صبح یعنی حدود آوري خوشهانتخاب و جمع
% 70ها با اتانول سپس خوشه. بوده انجام شد مترتیسان 5-9هاي اولیه که فاصله قاعده برگ پرچم تا برگ بعدي پنجه

دستمال کاغذي مرطوب در فویل آلومینیمی پیچیده و جهت اعمال پیش تیمار سرمایی در  باحی شده و ضدعفونی سط
هاي هاي حاوي بساكگلچه. روز نگهداري شدند  10گراد بطور مجزا به مدت درجه سانتی 4و  8یخچال در دو دماي 

با یک یا دو % 1حلول هیپوکلریت سدیم اتانول به مدت یک دقیقه و بعد با م % 70مستعد براي کشت ابتدا با الکل 
مرحله شستشو با آب دو بار تقطیر استریل  3دقیقه ضد عفونی شدند و در نهایت با  25درصد به مدت  20قطره توین 

 6-8به مدت  و. متر قرار داده شدمیلی 60×15هاي بساك در پتري 50تعداد تقریبی . شده ، عملیات شستشو انجام شد
زایی  هاي کالمحیط کشت. گراد در اتاقک رشد در تاریکی کامل قرار داده شدنددرجه سانتی 25±1هفته در دماي 

 D  +5/2-2,4میلی گرم در لیتر  N1  )N6  +5/0 :تغییر یافته به شرح N6محیط  3مورد استفاده در این تحقیق ، 
+ N2 ( N6) گرم در لیتر ساکارز 30+ ز گرم در لیتر مالتو Kin  +20گرم در لیتر  میلی NAA  +5/0گرم در لیتر  میلی

  )لیتر ساکارز .گرم در Kin  +50گرم در لیتر  میلی NAA  +5/0گرم در لیتر  میلی D  +2-2,4گرم در لیتر  میلی 5/0
 N6 ) N3+5/1 2,4گرم در لیتر  میلی-D  +5/0 گرم در لیتر  میلیKin   +50 کالوس دهی در اواخر .)گرم در لیتر ساکارز
لیتر رسید، به محیط کشت باززایی انتقال  میلی 2-4بعد از اینکه قطر کالوسها به اندازه تقریبی . تم شروع شدهفته هف
بعد از . استفاده شد Kinگرم در لیتر  میلی BA  +2گرم در لیتر  میلی Ms+1جهت باززایی از محیط کشت . داده شد

ساعت  16ساعت تاریکی و  8ق روشنایی تحت شرایط نوري ها به اتاها به محیط کشت باززایی ، کالوسانتقال کالوس
 . گراد انتقال داده شددرجه سانتی 25لوکس و دماي  2500- 2800روشنایی با شدت نور 

براي . گردیددر قالب طرح پایه کاملاً تصادفی در هشت تکرار اجرا  لاین طرح به صورت آزمایشات فاکتوری
 ARCSin x+0/5ایی  ها از تبدیل زاویه و براي نرمال سازي داده MSTATCافزار  ها از نرم تجزیه و تحلیل آماري داده

اي دانکن استفاده  ها از آزمون چند دامنه براي مقایسه میانگین وهاي نرمال انجام  تجزیه واریانس روي داده .استفاده شد
 .شد
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  نتایج و بحث 
زایی و  ها ، محیط هاي کشت کالوس داري بین ژنوتیپ عنینشان داد که اختلاف م 1نتایج تجزیه واریانس در جدول 

زایی و اثرات متقابل آنها وجود  گراد در مرحله کالوس درجه سانتی 8گراد و  درجه سانتی 4اعمال پیش تیمار سرمایی 
  .داشت

  
زایی به روش  مقایسه میانگین اثرات ژنوتیپ و دما در کالوس -2جدول                                     هاتجزیه واریانس داده -1جدول   

  )a%=1(دانکن 
                                                                                                                                       

                       
%  1در هر ستون اعدادي که حداقل یک حرف مشترك دارند اختلاف معنیداري در سطح *                                                                                                           

  .ندارند

درجه  8درصد در دماي  2/18قائم با تولید میانگین / فجر // قائم / ترکیب ژنی دمسیاه  2برابر جدول شماره 
ممکن است بر اساس نوع پیش تیمار و  مدت اعمال پیش تیمار. گراد بالاترین میزان کالوس دهی را داشته بود سانتی

روز  8گراد براي مدت زمان  درجه سانتی 10گراد تا  درجه سانتی 8دماهاي . (Datta, 2005)هاي برنج متفاوت باشد  تیپ
  .(Zapata and Arias , 2003)باشد  ها در ارقام برنج مناسب و مطلوب می براي اکثر تیپ

 
  (a=%1)زایی به روش دانکن  کشت و دما در کالوس مقایسه میانگین اثرات محیط -3جدول 

  
  محیط کشت

  دما
  

 زائیدرصد میانگین کالوس

N1 cْ4 =T1 d59/5  
cْ8 =T2 a1/11 

N2 cْ4 =T1 d34/5  
cْ8 =T2 b02/10 

N3 cْ4 =T1 d18/5  
cْ8 =T2 c07/8 

 (P<%1)دار ندارند  ك دارند بر اساس آزمون دانکن ، اختلاف معنیدر هر ستون اعدادي که حداقل یک حرف مشتر*                             
 

  
  
  

درجه   منابع تغییرات
آزادي 

(df)  

مربعات  میانگین
(MS) 

  08/72**  2  محیط کشت
  36/452**  5  ژنوتیپ

  21/1367**  1  ادم
  37/11**  10  ژنوتیپ× محیط کشت 
  99/42**  2  دما× محیط کشت 

  32/149**  5  دما× ژنوتیپ 
  86/10**  10  دما× محیط کشت× ژنوتیپ

  374/1  252  خطاي آزمایش
  C.V=52/15                   % 1 احتمال سطح در دارمعنی**

    کد
  ژنوتیپ

 
  دما

درصد میانگین 
  زائیکالوس

  c4ْ =T1  f64/5  قائم/ سخت // قائم / صتک ش  1
c8ْ =T2  c95/8 

  c4ْ =T1  g48/4  قائم/ دمسیاه // قائم / شصتک   2
c8ْ =T2  e61/6 

  c4ْ =T1  g34/4  قائم/ دمسیاه // قائم / نعمت   3
c8ْ =T2  ef44/6 

  c4ْ =T1  ef77/5  قائم/ فجر // قائم / شصتک   4
c8ْ =T2  b46/12 

  c4ْ =T1  g27/4  قائم/ فجر // ائم ق/ نعمت   5
c8ْ =T2  ef74/5 

  c4ْ =T1  d75/7  قائم/ فجر // قائم / دمسیاه   6
c8ْ =T2  a2/18 
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هیبریدهاي  وهاي ژاپنی و هندي  گراد در تیپ درجه سانتی) 10، 8، 7، 5(هاي  اثر پیش تیمار سرما در درجه
معنی % 5طح هاي و پیش تیمارهاي سرمایی در س واریته. هاي مختلف مورد بررسی قرار دادند آنها را براي مدت زمان

-70(گراد در ارقام ژاپنی و هیبریدهاي آن به میزان درجه سانتی 8و بالاترین و بهترین تولید کالوس در دماي . گردید
 گرادیدرجه سانت 8دهی در دماي بالاترین میزان کالوس 3برابر جدول شماره . )Herath et al, 2009( درصد بود) 3/12

بنابراین نتایج حاصله در مرحله تولید کالوس، از شش ترکیب ژنی . بود) درصد 1/11(به میزان  N1در محیط کشت 
گراد بهترین درجه سانتی 8در دماي  N1قائم در محیط کشت / فجر // قائم / مورد آزمایش، ترکیب ژنی دمسیاه 

  .دهی ارزیابی گردیدژنوتیپ براي کالوس
 

 شیمورد آزما يها پیژنوت يبرا نویسبز و آلب اهیگ ییباززامجموع درصد  یفراوان 4جدول                        
محیط 
  کشت

تعداد 
کالوس 

انتقال داده 
  شده

  باززانی
باززانی   کالوس بدون تغییر  گیاه آلبینو  گیاه سبز  فقط ریشه دار شده  مرده و قهوه اي شده

  کل
    درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد

MS30 490  130  53/26  106  63/21  0  0  54  02/11  200  81/40  02/11  

 
درجه  4هایی که از پیش تیمار سرمایی کالوس-1 .ها در دو گروه انجام گردید بررسی باززایی بر روي ژنوتیپ   

 گراد دردرجه سانتی 8هایی که از پیش تیمار سرمایی کالوس -2. زایی بدست آمده بودندگراد در مرحله کالوسسانتی
مورد بررسی ) هاي ساکارزبا تغییر هورن( MSترکیبات مختلفی از محیط کشت . زایی حاصل شده بودندمرحله کالوس

 MS+1mg/l BAساکارز (که بهترین نتیجه را داشت محیط کشتی با ترکیبات  MSقرار گرفتند و تنها محیط کشتی از 

+ 2 mg/L Kin + 30 g/L (در این محیط ترکیب ژنی  .بود)بالاترین درصد باززایی کل ) قائم/ نعمت // قائم / ک شصت
که در مرحله  6یا کد ) قائم/ فجر // قائم / دمسیاه (ترکیب ژنی  .را نسبت به سایر ترکیبات ژنی داشت) 3/23(

یا ) قائم/ نعمت // قائم / شصتک (اما ترکیب ژنی . بود زایی بالاترین میزان  کالوس را داشت ، داراي باززایی پائین کالوس
یعنی القاء کالوس و باززایی همیشه . ایی کل را داشتزازبزایی کمی بود در باززایی بالاترین  که داراي کالوس 1کد 

هاي با القاء کالوس بالا، داراي توانایی  همچنین اغلب گونه. (Javed et al ., 2007)باشند  داراي ارتباط مثبت با هم نمی
گراد بر روي  درجه سانتی 8هایی که از پیش تیمار  کالوس). (Talebi et al., 2007 باشند ضعیف تري در باززایی می

گراد  درجه سانتی 4از پیش تیمار  باززایی بالاتري بودند ، زایی ، به محیط باززایی منتقل شده ها در مرحله کالوس بساك
، و صفت هها دو صفت مستقل بود ژنوتیپزایی در این  دهد که صفت باززایی و کالوس نتایج باززایی نشان می. داشتند

باززایی در این ترکیبات ژنی ممکن است به صورت آثار ژنتیکی افزایشی و غالبیت به ارث رسیده باشد و تحت تأثیر 
هاي یک سنبلچه هویدا  هاي گیاه و حتی بساك این اختلاف حتی ممکن است در سنبلچه. عوامل محیط کشت باشد

بر روي کشت بساك برنج ، اعمال پیش   (Herath et al., 2009)نتایج آزمایشات . )1388طباطبائی و امیدي (گردد 
و از طرفی پاسخ یا واکنش به . تیمارها بیان داشتند  تر از سایر پیش روز را مناسب 10گراد در  درجه سانتی 8تیمار 

این  گیاهان حاصل از) 4(ل شماره برابر جدو.  (Datta,2005)پیش تیمار سرمایی یا گرمایی به ژنوتیپ وابسته است
) 54(تعداد ) 490(انتقالی براي باززایی  آلبینو بود بطوریکه از تعداد کل کالوس صد درصدترکیب ژنی مختلف  شش

  : تواند تحت تأثیر یک عامل یا ترکیبی از عوامل باشد شامل آلبینیسم می(Yao et al., 2000)  گیاه آلینو حاصل شد
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پلاستیدي،  –ایی هسته هاي غیرنرمال تقسیم میوزي، عدم تعادل هورمونی، ناسازگاري ژنومکشت، حالتژنوتیپ، محیط 
باززایی گیاه آلیینودر برنج . باشد غیرههاي مسئول بیوژنز کلروفیل و هایی در ژنپلاستیدي، موتاسیون DNAحذف در 

در آزمایشات مختلف کشت بساك برنج نظیر  همچنین. (TaLebi et al., 2007)درصد باشد  100تا  5تواند از  می
بینیم که بعضی از  می (Gueye and Ndir, 2010; Niroula and Bimb, 2009; Herath et al., 2009)  آزمایشات

که در تحقیق حاضرمشخص گردید. اند باززایی آلبینیسم بوده% 100ها یا هیبریدها و ترکیبات ژنی مختلف داراي ژنوتیپ
براي ایجاد القاء و در نهایت باززایی لازم است که در این مجموعه، شرایط براي هر ژنوتیپ ، خاص آن مجموعه شرایطی 

 .باشد بوده و در صورت تحقق ، رسیدن هدف تضمین شده می
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