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زایی و باززایی چند رقم برنجهاي رشدي روي کالوسبررسی اثر تنظیم کننده

4باقري.ع. نو 3رنجبر.ع. غ، 2بابائیان جلودار.ع. ، ن1صالحیان آقبلاغ.ح

چکیده
مورد)دانش، سنگ طارم و نداطارمجلودار،طارم(برنج ارقامزایی و باززاییکالوسقابلیت در این مطالعه
گرم در میلی0/3و 5/2، 0/2حاوي سه سطحMSي پایهکشت محیط از زاییکالوسبراي. ندارزیابی قرار گرفت

,2هورمون لیتر 4-D و براي باززایی از محیط کشتMSهاي هورمونحاوي سطوح مختلفBAP ،NAA وKin

تکرار در آزمایشگاه 4ا این آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی ب. استفاده شد
انجام 1389ي علوم زراعی دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري در سال بیوتکنولوژي دانشکده

) = %82/23(و رقم طارم جلودار کمترین ) = %92/81(نتایج نشان داد که رقم طارم دانش بیشترین . گرفت
5/2و 0/2هاي زایی در غلظتواکنش ارقام براي کالوس. زایی را در بین ارقام مورد مطالعه داشتندکالوس

,2میلی گرم در لیتر  4-D 2هاي اثر متقابل غلظت. میلی گرم در لیتر بوده است3بیش از غلظت, 4-D و ارقام
,2سطح نشان داد که رقم طارم دانش در هر سه 4-D میلی گرم در لیتر 5/2و 0/2و رقم ندا در دو سطح

و ) =%0/20(ارزیابی باززایی ارقام نیز نشان داد که رقم طارم دانش . اندزایی را داشتهبیشترین میزان کالوس
را در بین ارقام مورد آزمایش ززاییبیشترین باKinو BAPبه ترتیب در تیمار با هورمون هاي ) = %7/16(ندا 

.را داشت)=%3/3(کمترین باززایی Kinو BAPهمچنین رقم طارم جلودار در تیمارهاي هورمونی . داشتند

برنج،جنینکشت زایی، باززایی، کالوس: هاي کلیديواژه

مقدمه
ی بیش از نیمی از غذاي اصلکهبرنج

اي تک لپهگیاه مدلیکبهمردم جهان است
و مطالعات ژنومیکی براي مطالعات ژنتیکی 

در . )26و 22(کاربردي تبدیل شده است
اي قابل توجهی به طور ههاي اخیر تلاشسال

ات مهم زراعی برنج از ي بهبود صفمستقیم برا
اصلاح .)22(انجام شده است طریق بیوتکنولوژي

)hamed.salehian@yahoo.com(:نویسنده مسئول،موخته کارشناسی ارشد دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريآدانش -1
ياستاد، دانشیار و استادیار دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی سار- 4و 3، 2

2/5/90: تاریخ پذیرش4/12/89: تاریخ دریافت

وم کشاورزي و منابع طبیعی ساريدانشگاه عل
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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ایش داري در جهت افزبرنج، پیشرفت معنی
ها و عملکرد، بهبود کیفیت، مقاومت به بیماري

سایر ویژگی مهم زراعی ایجاد کرده و هنوز هم 
این همچنین ). 15(کند نقش مهمی را بازي می

کاري افزایش عملکرد ممکن است از طریق دست
شود پیش بینی می. ژنتیکی نیز به دست آید
10به بیش از 2050جمعیت جهان در سال 

ین نیاز به بهبود عملکرد ابرسد، بنابرمیلیارد نفر
یکی از .هاي محلی وجود داردارقام و واریته

افزایش براي نیل به این هدف،هاي ممکنراه
) تنوع سوماکلونال(عملکرد از طریق کشت بافت 

کاري است که بدون دخالت زیاد در دست
ي به سبب مداخله.گیردصورت میژنتیکی

ي مختلف در فرایند عوامل زنده و غیر زنده
نامنظم در گیاهان باززایی کشت بافت، تنوع

بنابراین . یند قابل ملاحظه استآشده از این فر
هاي مقاوم و با می توان نسبت به اصلاح واریته

عملکرد بالا  از طریق کشت بافت در برنج اقدام 
کشت ریزنمونه روشی سریع براي . )5(نمود 

ب محسوب می شود هاي مطلوباززایی از ژنوتیپ
هاي کشت ي اخیر تکنیکدر چند دهه). 23(

امتزاج پروتوپلاست، بافت، مانند کشت بساك،
بذور بدون پوسته در اصلاح کشت برگ، ریشه و

گیري از تنوع سوماکلونال جهت برنج براي بهره
هاي جدید برنج به کار گرفته شده تولید واریته

پوسته کشت بذور بدوندر این بین.)15(است 
گیري از تنوع سوماکلونال روش مهمی براي بهره

باشد ولی عوامل موثر بر کارایی کشت مانند می
هاي کشت، محیط کشت و ژنوتیپ گیاهی، روش

شرایط کشت کاربرد این روش را محدود 
در گیاهان زراعی تولید کالوس و . می نمایند

اري کباززایی متعاقب آن، اولین قدم براي دست
ق بیوتکنولوژي براي استفاده از تنوع از طری

باززایی گیاه به ). 15(باشد سوماکلونال می
هاي کشت سلول و بافت ي تکنیکوسیله

ي اصلاح سنتی برنج را تکمیل تواند رویهمی
، مشروط بر اینکه گیاهان بتوانند به تعداد کند

زیاد باززایی شوند و موفقیت این روش اصلاحی 
هاي کشت شده براي لولبه کارایی انتخاب س

کار براي این.)19(صفات مطلوب بستگی دارد
ي روشی موثر نیاز است تا براي باززایی به توسعه

.گیاه از کالوس مورد استفاده قرار گیرد
تشکیل کالوس در گیاهان تک لپه معمولا 

گیرد، به همین کمتر از گیاهان دولپه صورت می
شکیل کالوس، دلیل براي تحریک هورمونی، ت

). 3(باشد نیاز به اضافه کردن هورمون اکسین می
کشت جنین نارس و کشت جنین بالغ، 

باشد هاي تولید کالوس میترین روشمتداول
هاي حاصل از بذور کاملا رسیده یا جنین). 17(

تقریباّ رسیده، اتوتروف بوده و در یک محیط 
ي مواد معدنی به همراه منبع انرژي  کشت ساده

)MS (غالباّ براي تولید . نمایندبه خوبی رشد می
MSبافت کالوس از محیط کشت معدنی 

شود و ساکارز یا گلوکوز به عنوان استفاده می
تولید ) 14(میدا). 8(رودمنبع قند به کار می

هاي برنج روي محیط پایه با سلولکالوس را در 
,2استفاده از 4-Dهاراکاواتا و ایشی. القا کرد

هاي برنج ، از ریشه)16(و نیشی و همکاران)13(
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,2حاوي LSروي محیط 4-D وIAA کالوس
وانگ و همکاران . )15و 13، 5(به دست آوردند

زایی ، باززایی در برنج را از طریق جنین)24(
سوماتیکی مورد مطالعه قرار داده و مشاهده 

زا و کردند که برنج دو نوع کالوس جنین
زا هاي جنینکالوس. کندمیا تولید زغیرجنین

تر شوند، سریعي سطحی تولید میکه در ناحیه
ي رشد سریع از طریق رشد کرده و اجازه

. دهندزایی سوماتیکی را به گیاهچه میجنین
، بیشترین درصد تشکیل )25(ظفر و همکاران 

روي محیط Basmati-370کالوس را در برنج 
,2لیتر میلی گرم در0/2با MSکشت  4-D به

زایی با این حال، جنیندست آوردند ولی
0/2با MSو N6سوماتیکی روي هر دو محیط 
,2میلی گرم از هر دو هورمون  4-DوKin به

همچنین آنها بیان داشتند که . دست آمده بود
زایی سوماتیکی و باززایی زمانی که پرولین جنین

,2یا تریپتوفان همراه با  4-D کشت به محیط
) 19(رشید و همکاران .اضافه شد، افزایش یافت

براي القاي کالوس )BAP(از سیتوکینین
استفاده کردند اما دریافتند که این هورمون اثر 

از . منفی روي رشد کالوس در برنج ایندیکا دارد
که یک 2iPاثر مشاهده کردند کهطرف دیگر،

باشد، روي رشد کالوس برنج و سیتوکینین می
همچنین . ایی متعاقب آن، مثبت بوده استبازز

آنها نتیجه گرفتند که فراوانی القاي کالوس، رشد 
تواند با اضافه ي سبز میکالوس و آغاز جوانه

هاي ها به محیطها و اکسینکردن سیتوکینین
اگرچه .زایی و باززایی افزایش یابدکالوس

هاي متعددي در باززایی گیاه از کشت موفقیت
توسعه دستورالعملوجود دارد، ج بافت برن

ي ارقام برنج قابل کاربرد اي براي همهیافته
نیست، بنابراین باید روش مناسب براي ارقام 

.)11(محلی برنج توسعه یابد
حاضر شناسایی بهترین آزمایشازهدف 

,2ترین غلظت تعیین مناسبو ژنوتیپ 4-D

ا و هژنوتیپو ارزیابی پتانسیل زایی براي کالوس
باززایی جهت تعیین بهترین ترکیب هورمونی

.باشدبرنج میجدیدارقام

مواد و روشها
هاي طارم بذور چهار رقم برنج به نام

جلودار، طارم دانش، سنگ طارم و ندا از 
ي علوم زراعی آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشکده

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري 
ي این بذور، کردن پوستهبعد از جدا. تهیه شد

بذوري که ظاهري سالم داشتند براي ضدعفونی 
ضدعفونی با قرار دادن . و کشت انتخاب شدند

دقیقه و 1درصد به مدت 70بذور در الکل 
شناور ساختن آنها در سپس شستشوي بذور با 

سپس بذور در زیر . آب مقطر استریل آغاز شد
ل در محلولامیناري استریل هودمحفظه

25/1(درصد حجمی 45هیپوکلریت سدیم 
80قطره تویین 1همراه با ) ي موثرهدرصد ماده

ي در مرحله. دقیقه قرار داده شدند30به مدت 
15و 5، 1آخر این بذور سه بار متوالی به مدت 

مطابق با روش استریلدقیقه با آب مقطر 
بذور ). 9(شستشو داده شدندقربانپور و همکاران
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ه روي کاغذ صافی استریل قرار ضدعفونی شد
. کاملا خشک شودهاداده شد تا آب سطحی آن

MSاین بذور به طور مستقیم روي محیط کشت 

,2با سطوح مختلف از هورمون  4-D)هاي غلظت
کشت داده ) میلی گرم در لیتر0/3و 5/2، 0/2

سی ازسی20دیش که حاوي در هر پتري. شدند
. کشت گردیدبذر10محیط کشت بود، تعداد 

ها نمونه. سپس درب ظروف با پارافیلم بسته شد
زایی در شرایط تاریکی و دمايجهت کالوس

هفته قرار 2گراد به مدت ي سانتیدرجه1±26
،هاکالوسگیريلشکبعد از ). 9(داده شدند

دیش هاي تولید شده در هر پتريتعداد کالوس
م و زایی براي هر رقشمارش شده و درصد کالوس

در . هر تیمار به طور جداگانه محاسبه گردید
هاي تولید شده جهت رشد ي بعد کالوسمرحله

. و تکثیر به محیط کشت مشابهی واکشت شدند
زاي جنینهادو هفته پس از واکشت، کالوس

براي باززایی گیاه به محیط باززایی انتقال داده 
دار و ترد و هاي زرد روشن، گرهکالوس. شدند
هاي صاف، زا و در مقابل کالوسنده جنینشکن

زا تلقی آبدار و شیري رنگ به عنوان غیرجنین
محیط کشت استفاده شده براي . )7(شدند 

با سطوح مختلف از MSي باززایی، محیط پایه
میلی گرم 0/3و BAP)0/1 ،0/2هاي هورمون
میلی گرم در 0/2و 5/0 ،0/1(NAA، )در لیتر

) میلی گرم در لیتر0/2و 5/0،0/1(Kinو ) لیتر
ها در محیط باززایی، بعد از کشت کالوس.  بود

هفته در شرایط تاریکی 1ها به مدت ابتدا نمونه
گراد تیمار ي سانتیدرجه26±1و دماي 

ها تحت تیمار بعد از این مدت نمونه. گردیدند
ساعت تاریکی در دماي 8ساعت روشنایی و 16
). 22(اد قرار گرفتندگري سانتیدرجه1±25

هاي تغییر رنگ داده کالوسپس از آغاز باززایی،
هاي آزمایش با محیط کشت مشابه منتقل به لوله

شدند تا فضاي کافی براي رشد گیاهچه وجود 
بعد از رشد گیاهچه در حد مناسب، .داشته باشد

ها از محلول تولید و توسعه ي ریشهجهت
شده از دارشهیگیاهان ر. یوشیدا استفاده شد

خارج شده و پس از کشت در ي آزمایشلوله
خاك استریل به محیط سازگارسازي انتقال داده 

.)10(شدند
زایی ارقام مختلف برنج، در درصد کالوس

به صورت فاکتوریل درقالب طرح کاملا تصادفی 
فاکتور اول شامل .محاسبه گردیدچهار تکرار 

ارم دانش و ندا ارقام سنگ طارم، طارم جلودار، ط
,2و فاکتور دوم شامل هورمون  4-D در سه

. گرم در لیتر بودمیلی0/3و 0/2،5/2سطح 
براي بررسی درصد باززایی ارقام نیز از آزمایش 
فاکتوریل با دو عامل رقم در چهار سطح و 

هر یک در (Kinو BAP ،NAAهاي هورمون
در قالب طرح کاملا ) سه سطح به طور جداگانه

.دفی با چهار تکرار استفاده شدتصا
و درصد 1رابطهبا استفاده از زایی درصد کالوس

.محاسبه گردید2رابطهباززایی با استفاده از 

زاییدرصد کالوس=×100)1(
شدهبذرهاي کشت تعداد 

شدهتولیدتعداد کالوس هاي 
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)2(
درصد باززایی= ×100

وبودهدرصدصورتبههادادهاینکهدلیله ب
يدادهتبدیلاز،نبودندبرخوردارنرمالتوزیعاز

Arc Sinهانرمال کردن دادهيبرا
5ها در سطح احتمال و میانگین)4(شداستفاده

ها باتجزیه و تحلیل داده.درصد مقایسه گردید
GENSTATافزار آماري استفاده از نرم 

.انجام گرفت12ي نسخه

و بحثنتایج
زاییکالوس

مختلفهايتجزیه واریانس اثر غلظت
2, 4-D)0/2 ،5/2 بر ) میلی گرم در لیتر0/3و
زایی ارقام مختلف برنج نشان داد که اثر کالوس
هابین آن، ارقام و اثر متقابل فوقهاي غلظت
). 1جدول(دار بود معنی

,2تجزیه واریانس اثر سطوح مختلف - 1جدول 4-Dزایی ارقام مختلف برنجبر کالوس
MSآزاديدرجهمنابع تغییر

2, 4-D2455/02*

**38424/18رقم

2, 4-D×6862/77رقم**

3681/88خطاي آزمایش
30/17ضریب تغییرات

.رصدد1و 5دار در سطح احتمال به ترتیب معنی: **و *

زایی در این آزمایش بسته به ژنوتیپ کالوس
,2و غلظت  4-D بود که با نتایج سایر متفاوت

). 11و 7، 5، 1(محققین نیز مطابقت دارد 
زایی مربوط به رقم طارم بیشترین میزان کالوس

و کمترین میزان ) =%92/81(دانش 
زایی مربوط به رقم طارم جلودار کالوس

). 1شکل(بود ) =82/23%(
همچنین در سطوح مختلف هورمون

2, 4-Dزایی مربوط به ، بیشترین میزان کالوس
میلی گرم در لیتر با میانگین 5/2سطح 

بالاترین میزان ). 2شکل(بود ) =97/59%(
و 5/2زایی را رقم طارم دانش در سطح کالوس

,2گرم در لیتر یلیم0/2رقم ندا در سطوح  4-D

). 3شکل(تولید کردند 
زایی متعلق همچنین کمترین میزان کالوس
5/2و 0/2به رقم طارم جلودار در سطوح 

,2گرم در لیتر میلی 4-Dدر رقم طارم . بود
,2دانش با تغییر سطوح هورمون  4-D 3به 2از

داري در تغییر معنیدر لیتر،میلی گرم
که در رقم طارم حالیدر. جاد نشدزایی ایکالوس

,2هورمونجلودار با افزایش غلظت 4-D 5/2از
داري در افزایش معنیمیلی گرم در لیتر 0/3به 

در رقم ندا . زایی حاصل شدمیزان کالوس
برعکس رقم طارم جلودار، افزایش غلظت 

تعداد کالوس هاي باززایی شده
تعداد کالوس هاي انتقال داده شده
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,2هورمون 4-D منجر به کاهش 0/3به 5/2از
در رقم . زایی شدداري در میزان کالوسمعنی

,2سنگ طارم با افزایش غلظت  4-D به 0/2از

به 5/2دار و با افزایش آن از افزایش معنی5/2
زایی داري در میزان کالوسکاهش معنی0/3

).3شکل(حاصل شد 

ي میانگین درصد مقایسه-1شکل
.زایی ارقام برنج مورد مطالعهکالوس

زایی ي درصد کالوسمقایسه-2شکل
، 0/2(هاي مختلف ارقام برنج در غلظت

,2)میلی گرم در لیتر0/3و 5/2 4-D.

زایی ارقام مختلف ي میانگین درصد کالوسَ مقایسه-3شکل 
,2برنج در سطوح مختلف غلظت هورمون  4-D.

:باززایی
هاي تجزیه واریانس اثر غلظت هورمون

مختلف بر باززایی ارقام مورد مطالعه نشان داد 
که اثر رقم، غلظت هورمون و اثر متقابل آنها در 

دار بود، اما در معنیKinو BAPهاي هورمون
دار فقط اثر غلظت هورمون معنیNAAهورمون 

).2جدول (شد 

هاي مختلف بر باززایی ارقام برنج مورد مطالعهغلظت هورمونانس اثرتجزیه واری- 2جدول 
MS درجه آزادي منابع تغییرات

Kin NAA BAP
**014/0 005/0 ns *020/0 3 رقم
**078/0 **045/0 **029/0 2 غلظت هورمون
*008/0 002/0 ns *014/0 6 غلظت هورمون×رقم 

003/0 004/0 005/0 36 خطاي آزمایش
1/7 6/8 5/9 ضریب تغییرات

.داريعدم معنی: nsودرصد1و 5دار در سطح احتمال به ترتیب معنی: **و*

بیشترین میزان باززایی در ارقام طارم دانش و 
میلی گرم در لیتر 0/3سنگ طارم در سطح 

دیده شد و در رقم طارم جلودار BAPهورمون 
م سنگ میلی گرم در لیتر و در رق0/3در سطح 
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میلی گرم در لیتر باززایی 0/1طارم در سطح 
همچنین در رقم طارم دانش در .صورت نگرفت

میلی گرم در لیتر، در رقم ندا 0/3و 0/2سطوح 
میلی گرم در لیتر و در رقم سنگ 0/2در سطح 

میلی گرم در لیتر اختلاف 0/3طارم در سطح 
در رقم .داري از نظر باززایی مشاهده نشدمعنی

دا و طارم جلودار با افزایش غلظت هورمون ن
BAP گرم در لیتر میلی0/3به 0/1از

. داري در میزان باززایی مشاهده نشدتغییرمعنی

در حالیکه در رقم سنگ طارم با افزایش آن از 
داري گرم در لیتر افزایش معنیمیلی0/3به 0/2

در رقم طارم دانش .در میزان باززایی دیده شد
0/2به 0/1از BAPش سطح هورمون با افزای

داري دیده میلی گرم در لیتر نیز افزایش معنی
میلی گرم 0/3به 0/2شد ولی با افزایش آن از 

داري در میزان باززایی ایجاد در لیتر تغییر معنی
).4شکل(نشد

.BAPهورمون ختلف برنج در سطوح مختلف غلظتي میانگین درصد باززایی ارقام ممقایسه- 4شکل

و ارقام مورد Kinدر اثر متقابل هورمون 
مطالعه، مشاهده شد که رقم ندا در سطح 

میلی گرم در لیتر بیشترین میزان 0/3هورمونی 
در رقم ندا بین ). =%0/40(باززایی را داشت 

Kinمیلی گرم در لیتر 0/2و 0/1سطوح 

داري از نظر باززایی وجود داشت، لاف معنیاخت
اما در ارقام طارم دانش، طارم جلودار و سنگ 

داري از طارم بین سطوح مذکور اختلاف معنی
هیچ یک از ارقام در . نظر باززایی مشاهده نشد

میلی گرم در لیتر از تیمار 5/0سطح 

بیشترین . ددنقادر به باززایی نبوKinهورمونی
نیز مربوط به رقم ندا در سطح مقدار باززایی

در ).5شکل(میلی گرم در لیتر بود2هورمونی 
ثر متقابل رقم ، اثر رقم و اNAAمورد هورمون 

دار نشد و فقط اثر معنیدر غلظت هورمون 
در سطوح .  دار گردیدي هورمون معنیساده

مختلف این هورمون، بیشترین میزان 
م در لیتر میلی گر0/1باززایی مربوط به سطح 

و کمترین میزان باززایی مربوط به ) =8/18%(
،)=% 5/2(میلی گرم در لیتر بود 0/2سطح 
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هاي تشکیل شده در کالوس7شکل  .)6شکل (
هفته پس از کشت در 2رقم طارم دانش را 

.دهدزایی نشان میکالوسمحیط
4ش هاي رقم طارم داناي از کالوسنمونه

هفته پس از کشت در محیط باززایی در 
اي از نمونهو) 8شکل(ي آغاز باززایی مرحله

6هاي به دست آمده از ارقام مختلفگیاهچه
در وهفته پس از کشت در محیط باززایی

و پس از )9شکل (برگی ي دوي گیاهچهمرحله
نشان داده )10شکل (انتقال به محیط سازگاري 

.شده است

.Kinي میانگین درصد باززایی ارقام مختلف برنج در سطوح مختلف غلظت هورمون مقایسه- 5شکل 

.NAAهورمون ) میلی گرم در لیتر0/2و 0/1، 5/0(هاي مختلف ي درصد باززایی ارقام برنج در غلظتمقایسه-6شکل

)NAA)mg/Lهورمونهاي مختلفغلظت
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هفته پس از 2هاي تشکیل شده در رقم طارم دانشوسکال-7شکل 
,2محتوي MSدر محیط کشت 4-D.

هفته پس از کشت 4دانش طارمهاي رقمآغاز باززایی کالوس-8شکل 
.Kinمحتوي MSدر محیط 

.انتقال داده شده به محیط سازگارياي از گیاهاننمونه-10شکل .تههف6پس از مختلف م ارقاباززایی شده از اي از گیاهان نمونه-9شکل 

,2اکسین  4-D به طور معمول به عنوان یک
شود، در حالی که عامل القاي کالوس استفاده می

هاي کمی استفاده از سیتوکینین را نشان گزارش
زایی از در این مطالعه براي کالوس. )26(دهدمی

,2هورمون  4-Dهاي مختلف استفاده با غلظت
بیان هم) 20(شد که ساهاران و همکاران 

,2نمودند که بیش از همه  4-D به عنوان تنها
ي رشدي در محیط القاي کالوس تنظیم کننده

درصد ،با توجه به نتایج.استفاده شده است
هاي مختلف زایی در بین ارقام و در غلظتکالوس

,2هورمون  4-D آنها به طور و اثر متقابل
الخیري و ). 1جدول(داري متفاوت بود معنی

کالوس میان یلکشدریافتند تنیز)1(اندرسون
داري متفاوت و به غلظت به طور معنیبرنجارقام

2, 4-D و غلظتKinي آنها و اثر متقابل دوگانه
القاي کالوس را ) 7(کومار چیترا و .وابسته است

0/2حاوي MSزمانی که بذور روي محیط 
,2گرم در لیتر میلی 4-D کشت شدند مشاهده

در تحقیق حاضر نیز براي القاي کالوس از . کردند
,2هاي مختلف حاوي غلظتMSمحیط  4-D

زا براساس هاي جنیناستفاده شد و کالوس
لاهی و ا.اب گردیدندهاي مذکور انتخویژگی

زا کالوس فراوان، متراکم و جنین)11(همکاران 
,2حاوي MSي محیط کشت را رو 4-D ،BAP
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بدست آوردند و گزارش نمودند کالوس TPNو 
,2قابل قبول زمانی که  4-D وKin به محیط

MSاضافه شده بود، به دست آمد.
ه هاي بدر این تحقیق براي باززایی از کالوس

با سطوح MSي دست آمده، از محیط پایه
. هاي مختلف استفاده شدمتفاوتی از هورمون

براي باززایی از محیط ) 21(و همکاران گنداوات
در ترکیب با IAAتکمیل شده با MSکشت 

BA یاKinآنها اعلام کردند که . استفاده کردند
تکمیل MSهاي کشت شده در محیط کالوس

0/4و IAAگرم در لیتر میلی0/1شده با 
بیشترین توانایی باززایی را BAگرم در لیتر میلی

هاي کشت شده روي تمام انواع کالوسدر میان 
آرمنیا و . هاي باززایی نشان دادندمحیط

پیشنهاد کردند که فرایند باززایی ) 2(فوتسوهارا 
کالوس نه تنها به ژنوتیپ و محیط باززایی 

به خوبی . مناسب بلکه به نور نیز بستگی دارد
مشخص شده است که باززایی کالوس و تبدیل 

ور عمده به تناسب اکسین به ساقه یا ریشه به ط
. و سیتوکینین در محیط کشت بستگی دارد

باززایی ساقه در محیط تکمیل شده با نسبت 
آید پایین اکسین به سیتوکینین به دست می

درحالی که تشکیل ریشه، محیط با نسبت بالاي 
.)21(دهداکسین به سیتوکینین را ترجیح می
که باززایی تجزیه واریانس باززایی ارقام نشان داد 

گیاه تحت تأثیر ژنوتیپ و نوع و غلظت هورمون 
که با ،)2جدول(گیردمورد استفاده قرار می

. مطابقت دارد) 12(سلام و همکاران هاي ایافته
آنها مشاهده کردند که توانایی باززایی گیاه از 

کالوس، به واریته و محیط القاي کالوس بستگی 
براي باززایی، نیز)11(لاهی و همکاران ا.دارد

حاوي MSزا را روي محیط کالوس جنین
IAAو NAA ،Kin ،BAPهاي مختلف غلظت

زاییآنها دریافتند پتانسیل اندام. کشت کردند
ي گیاهی، نوع ریزنمونه هاي کالوس به گونهبافت

که کالوس از آن به دست آمده، سن بافت 
کالوس و ترکیب مواد مغذي محیط کشت 

مل مهم دیگر، نوع و سطح عا. بستگی دارد
.باشدهاي رشدي مختلف میتنظیم کننده

زایی احتمالاً با پتانسیل موفقیت سریع در اندام
.طبیعی باززایی بافت گیاهی همبسته باشد

مشاهده کردند ) 26(و همکاران یدي زهمچنین 
) IAA(و اکسین ) BAPو Kin(ها یتوکینینس

وانی اضافه شده به محیط القاي کالوس، فرا
زا و باززایی را هاي جنینتشکیل کالوس، کالوس

د حضور علاوه بر این، ثابت کردن. افزایش داد
BAPدباشدر محیط باززایی نیز مطلوب می .

بالاترین فراوانی القاي کالوس، تشکیل کالوس 
، Kinزا و باززایی زمانی بدست آمد که جنین
IAA وBAPزایی و در هر دو محیط کالوس
ي تأثیر براي مشاهده. ی وجود داشتباززای

ها و اکسین افزوده شده روي سیتوکینین
0/2محیط القاي کالوس با اززایی،کالوس

,2گرم در لیتر میلی 4-D به صورت جدا و در
Kin ،0/1گرم در لیتر میلی5/0ترکیب با 

گرم در لیتر میلی5/0و IAAگرم در لیتر میلی
BAPط کشت باززاییمحی. داستفاده کردن

)26(یدي و همکاراناستفاده شده توسط ز
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Kin ،0/1گرم در لیتر میلی 0/2شامل 
گرم میلی0/2با یا بدون IAAگرم در لیتر میلی

بعد از ارزیابی هر یک از آنها.بودBAPدر لیتر 
عوامل فوق الذکر به صورت جدا از هم، اثرات 

گیري توأم این عوامل در سري آزمایشات اندازه
دهی، فراوانی القاي کالوس، روزهاي کالوس

زا، روزهاي هاي جنینفراوانی تشکیل کالوس
را مورد ارزیابی و فراوانی باززاییي سبزجوانه

حضور سیتوکینین قرار دادند و گزارش نمودند
زایی اثر مثبت زیادي بر در محیط کشت کالوس

ازدیاد سریع کالوس و به دنبال آن باززایی 
بینا يمطالعهنتایج. تولید کرد.MDU 5قم ر
ها به طور دهد باززایی کالوسنشان مینیز ) 6(

شود و با ي ژنوتیپ متأثر میزیادي به وسیله
. )2جدول(مطابقت داردنتایج این گزارش

ي ها ممکن است در محیط پایههمچنین ژنوتیپ
رامش و همکاران .مورد نیاز با هم متفاوت باشند

ابراز نمودند که فراوانی القاي کالوس و نیز) 18(
هاي ي فاکتورباززایی یک سلول به وسیله

مختلفی مانند ژنوتیپ ارقام، شرایط کشت درون 
ها، اي نظیر مواد مغذي، ترکیب هورمونشیشه

.شودها محدود میشرایط رشد و سن ریزنمونه
در ترکیب BAPثر تحریک کنندگی همچنین ا

یل باززایی در کشت کالوس در تسهNAAبا 
.را گزارش کردندبرنج

رقم برنج 4نتایج حاصل از این مطالعه روي 
و سطوح هورمونی مختلف حاکی از تاثیر مهم 

غلظت هورمون و اثر متقابل آنها در ژنوتیپ،
با توجه به . باشدزایی و باززایی گیاه میکالوس

اهمیت وجود تنوع در اصلاح نباتات و 
متعدد مبنی بر ایجاد تنوع هاي گزارش

سوماکلونال در اثر کشت بافت و باززایی گیاهچه 
شود تنوع سوماکلونال از کالوس، پیشنهاد می

گیاهان باززایی شده با استفاده از نشانگرهاي 
مورفولوژیکی و مولکولی مورد بررسی و شناسایی 
قرار گیرد تا در صورت مفید بودن جهت اصلاح 

.مورد استفاده قرار گیردگیاه در مراحل بعدي 
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Investigation of Plant Growth Regulators Effect on Callus Induction and
Green Plant Regeneration of Rice Cultivars

H. Salehian Agblagh1, N.A. Babaeian Jelodar2, G.A. Ranjbar3 and N.A. Bagheri4

Abstract
Callus induction and plant regeneration potential of rice cultivars (Tarom-jelodar, Sang-

tarom, Tarom-danesh and Neda) were studied. MS medium culture containing 3 levels of 2,
4-D (2.0, 2.5 and 3.0 mg/l), for callus induction and MS medium culture containing
different levels of BAP, NAA and Kin hormones for plant regeneration were used. These
experiments were conducted at completely randomized design with Factorial arrangement
with 4 replication in the biotechnology laboratory of Sari Agricultural Sciences and Natural
Resources University (SANRU) in 2010. The results showed that Tarom-danesh cultivar
had the highest ( 81.92%) and the Tarom-jelodar cultivar had the lowest (
23.82%) percentage of callus induction. Generally, cultivars’ reactions to callus induction
in 2.0 and 2.5 mg/l concentrations of 2, 4-D were more than 3.0 mg/l concentration of this
hormone. The interaction between 2, 4-D concentrations and cultivars showed that Tarom-
danesh cultivar in all of 2, 4-D concentrations and Neda cultivar in levels of 2.0 and 2.5
mg/l 2, 4-D had the highest amount of callus induction. The plant regeneration showed that
Tarom-danesh ( = 20.0%) and Neda ( = 16.7%) cultivars in treatment of BAP and Kin
had the highest regeneration percentage, respectively. Also Tarom-jelodar cultivar in
treatments of BAP and Kin had the least ( 3.3%) percent of green plant regeneration.
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