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  ط كشت بافتيدر شرانيشكر  يدييوپلويآن تغييرات يبررس
  

  3عادل اعطا و 2، مهدي سلطاني حويزه1شهاب سادات

  
  اعضاء هيئت علمي دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهواز) 2و1

  كارشناس ارشد اصلاح نباتات و مدرس دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهواز) 3
  

 26/08/1389 :تاريخ پذيرش                                                   11/05/1389: تاريخ دريافت

  

  دهيچك
سترون سازي ط كشت بافت، يدر شرا،  (.Saccharum officinarum L)شكرين يدييوپلويآنتغييرات  يبررسبه منظور 

ر تيمـا . بررسي قرار گرفتتكرار مورد  5تيمار در يك طرح كاملا تصادفي با  6، با CP69-1062واريته  برگ هاي اوليه نيشكر

ثانيه، بهترين نتايج را در  30قه و يدق 3درصد به مدت  1/0دقيقه همراه با كلرورجيوه  10درصد به مدت  20هيپوكلريت سديم 

. ارزيابي شـد  تكرار 4تيمار در يك طرح كاملا تصادفي با  6جهت كالوس زايي، . سترون سازي برگ هاي اوليه به همراه داشت

را در القاي كالوس از برگ هـاي   هيجتكميل شده بود، بهترين نتميلي گرم در ليتر  5/2به ميزان  D-2,4يه كه با پا MSمحيط 

 1كـه بـا    MSمحـيط   .باززايي كالوس ها در پنج تيمار در يك طرح كاملا تصادفي با پنج تكرار بررسي گرديـد . اوليه دارا بود

بـه   BAPميلي گرم در ليتر  2كه با  MSتكميل شده بود و نيز محيط  IBA ميلي گرم در ليتر 5/0و  BAPميلي گرم در ليتر

. شدند يهاي موجود معرف به عنوان بهترين تيمارهاي باززايي از كالوس  ،تكميل شده بود NAAميلي گرم در ليتر  5/0همراه 

 5/3 باكه  MSمحيط  .لعه قرار گرفتمورد مطاريشه زايي نوشاخه ها، در پنج تيمار در يك طرح كاملاً تصادفي با چهار تكرار  

روز پـس از انتقـال گياهـك     45. تكميل شده بود، بعنوان بهترين تيمار ريشه زايي پيشنهاد گرديد NAAتر يگرم در ل يليم

، آنيوپلوييدي را در يگياهك هاي انتخاب% 5/32. ، مطالعات سيتوژنتيكي انجام شد)سازگاري% 71(هاي باززايي شده به خاك 

  .اي مريستمي ريشه نشان دادندسلول ه

  .ريشه زايي، سازگاريباززايي، ، كالوس، شكرين  :واژه هاي كليدي 
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  يشكر در شرايط كشت بافتبررسي تغييرات آنيوپلوييدي ن

  مقدمه

بـراي توليـد شـكر و    عمدتاً مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري جهان است كه  ياصلمحصول  (.Saccharum sp)نيشكر

خـاص   يميط اقليز با دارا بودن شرايران نيور اكش. )Lalitha and Premachandran, 2007( اتانول كشت و زرع مي شود

ن گردنـد در منـاطق   يش ـين ارقام پيگزيد كه جايجد يته هاياز به وارين. باشد يشكر ميمناطق، مناسب كشت و زرع ن يدر بعض

ب ناپذير جديد را در مناطق نيشكر خيز ايران اجتنا يها واريته از بهآن چه كه ني. گردد ياحساس م يران به خوبيز ايشكر خين

از بين رفـتن واريتـه   . ارقامي است كه براي ساليان متمادي كشت و زرع مي شوند مي سازد، جلوگيري از آسيب پذيري ژنتيكي

NCo310 هنگفت به شركت هاي كشت و صنعت گرديد نمونه اي بـارز از   يدر اثر بيماري سياهك نيشكر كه منجر به خسارات

ل پيچيدگي ژنتيكي بيشتر اين گياه در مقايسه با گياهـان بـا   يبه دل .سال است 20از  روي آوردن به كاشت اين رقم براي بيش

از ي ـن )سـال  15تا  10معادل (يزمان نسبتاً طولانبه  ،كيكلاس ياصلاح يروش هابه شكر ينيك واريته  يمعرفژنوم كوچك تر، 

شـرايط  فـراهم نبـودن   از طرفي،  .)Liu and Chen, 1984; Krishnamurthi, 1986; Siddiqui et al., 1994(. دارد

مي تواند زمـان  كه سازد  يم يضروراي  ط كنترل شده گلخانهيبه شراآن را از ين ،رانيا درجهت گلدهي نيشكر مناسب اقليمي 

كشت بافت گياهي نقش اساسي در بهبـود ژنتيكـي گياهـاني نظيـر     . افزايش دهدبيش از پيش را لازم براي يك برنامه اصلاحي 

 Liu and Chen, 1984; Krishnamurthi, 1986; Siddiqui et( كه به روش غيرجنسي تكثير مي يابنـد  نيشكر دارد

al., 1994.(  گياهان باززايي شده  از كالوس و كشت هاي سلولي، حساس به تنوعات سوماكلوني هستند)يو ذوالعل ـ يفارس ـ، 

را براي رشد، توسط مريستم هاي  طبيعيت، مسير زيرا اين تنوعا). Silvarolla, 1992; Damasco et al., 1996 ؛1382

گياهاني كه از كالوس باززايي مي شوند، مسـتعد توليـد واريانـت     ).Burner and Grisham, 1995( بعدي دنبال نمي كنند

 قند از دست رفتـه پـس   جبرانهاي سوماكلوني براي صفات مختلفي نظير عملكرد بالا، مقاومت به بيماري، بردباري به خشكي، 

از تنوعـات   يجاد شـده ناش ـ يا يصفات كم). Niaz and Quraishi, 2002( هستندشكر ين يبراخسارت، زودرسي و غيره از 

 Duncan, 1997; Veilleux and(شـده مشـاهده شـده اسـت      يياهـان بـاززا  يمكـرراً در نتـاج حاصـل از گ    ،يسـوماكلون 

Johnson, 1998; Kaeppler et al., 2000 .(ز ي ـبعـد ن  يبه نسل هاحاصل از كشت بافت  يفيت كصفا يداريپان يهمچن

 ;Larkin and Scowcroft, 1981, 1983; Orton, 1984; Ahloowalia, 1986 (اسـت   گرديـده  به كرات گـزارش 

Larkin, 1987; Sun and Zheng, 1990; Peschke and Phillips, 1992; Kaeppler and Phillips, 1993( .

حاصـله   ياهك هايگدر كه  عمدتاً آنيوپلوييدي هستند،  ياحتمال تنوعات سوماكلون ،كالوس سن شيبا افزا ثابت شده است كه

 Taji et al., 2001; Kaeppler et al., 2000; Fukui, 1983; Zehr et al., 1987(. Jehan( ابـد ي يم ـش يافـزا 

Khan  ته يدر وارشكر ينه يك ماهه حاصل از كشت برگ اولي يكالوس ها )2004(و همكارانCP43-33  و نمـوده   ييرا بـاززا
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اهـك  يب در گي ـبـه ترت  3/14و  33/8، 50، 20شه را با تنـوع  يباند ر يمانند تعداد پنجه، ارتفاع ساقه، تعداد گره و پهنا يصفات

سـابقه   .درصـد تنـوع را نشـان داد    5/12و  5 بي ـكس و قطر ساقه بـه ترت يزان برين ميهمچن .شده گزارش نمودند ييباززا يها

شكر سرو كـار داشـته   يكه با ن ييست هايتولوژياكثر سدهد كه  ينشان م زين شكرين يانجام گرفته بر رو يكيتوژنتيسقات يتحق

 ,Heinz et al., 1969; Price( شكر كوچك بوده و از نظر اندازه متفاوت هسـتند ين يده اند كه كروموزوم هاين عقياند بر ا

ات يشده و خصوص ييشناسا يكيتوژنتيجنس ساكاروم از نظر س يام گونه هان حال تميبا ا. )1386و همكاران،  يداوود ؛1963

 ;Price, 1960; Bremer, 1961; Daniels and Roach, 1987(مطالعـه شـده اسـت     يز به خـوب يآنها ن يكيمورفولوژ

Nair, 1975(  . ،اريتـه  پس از سترون سازي برگ هاي اوليه نيشكر ودر اين تحقيق سعي بر آن است تا بر اين اساسCP69-

كه يكي از ارقام تجاري ايران است اقدام بـه توليـد كـالوس نمـوده، پـس از بازكشـت هـاي متـوالي، احتمـال تنوعـات            1062

سوماكلوني را در گياهك هاي باززايي شده افزايش و در صورت وجود آنيوپلوييدي در گياهك هاي باززايي شده، اين تنوعـات را  

ت در اثبات تنوعات سوماكلوني، مي توان اين پروتوكول را بـه عنـوان پروتوكـولي مـوثر جهـت      در صورت موفقي .به اثبات رساند

  .معرفي نمود CP69-1062 ايجاد تنوعات سوماكلوني در نيشكر

  

  مواد و روش ها

جوانـه   يحـاو  يسانتي متـر  5 قطعات .افتنديشگاه انتقال يبه آزماه و ياز مزرعه تهCP69-1062  تهيشكر وارين يقلمه ها

پـس از   .انجـام شـد   سـاعت ك ي ـبه مدت  ير آب جاريو قرار گرفتن در ز يع صابونيمابا  يبرس كش و شده، ي، جداسازييانتها

ر هـود جـدا   ي ـه در زي ـاول ياهقه بود، برگه يدق 5درصد به مدت  70قلمه ها در الكل  يكه شامل غوطه ور يش سترون سازيپ

 يدر تمـام  دقيقـه  10بـه مـدت    درصـد  20هيپوكلريـت سـديم    .رار گرفتقاستفاده  موردسازي  سترون ماريت 6شده و  يساز

  30يقـه و  دق 3 ،قهيدق  3،هيثان 30قه و يدق 2 ،قهيدق 2 به مدتدرصد  1/0وه يو كلرور ج ي بصورت ثابتسترون ساز يمارهايت

استفاده از هيپوكلريت سديم  .ندگرفتمورد استفاده قرار  6تا  1به ترتيب براي تيمارهاي ه يثان  30قه و يدق 4و  ،قهيدق 4 ،هيثان

درصد جهت سترون سازي سطحي اكثر گونه هاي گياهي به عنوان يكـي از مـواد سـترون كننـده مـوثر، توسـط فارسـي و         20

اسـتفاده از ايـن   ) 1382(احسان پـور و امينـي   ، زيندرصد  1/0جيوه  در استفاده از كلرور .پيشنهاد شده است) 1382(ذوالعلي 

جهت سترون سازي مفيد مي  ،دقيقه با توجه به نوع بافت گياهي 10تا  2درصد به مدت  1درصد تا  1/0غلظت هاي ماده را در 

 .بـه مـاده سـمي كلـرور جيـوه اسـت       ،)برگ هـاي اوليـه  (حساسيت بالاي ريزنمونه ها به علت  ،انتخاب مدت زمان پايين .دانند

 يعبارت از يك پتري محتـو  هر تكرار .ادفي مورد بررسي قرار گرفتنديك طرح كاملاً تص درتكرار  5سترون سازي در  هايتيمار

 10 .داشـت قـرار   )هيبرگ اول( زنمونهيعدد ر 10 در آنكه بود ) Murashing and Skoog, 1962(پايه  MSط كشتيمح
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تيمارهاي سترون جهت بررسي اثرات  داده ها، شمارش و تجزيه واريانس پتريدر هر سترون شده تعداد ريزنمونه هاي  ،روز بعد

يـك   دركـالوس زايـي   تيمار  6. به محيط هاي كشت كالوس زايي انتقال يافتند سترون شده ريز نمونه هاي. انجام گرفتسازي 

 5/1 بـه ميـزان     D-2,4-2 ،تـر يگرم در ل يليم 1 زانيبه م D-2,4-1: مورد بررسي قرار گرفت تكرار 4با  طرح كاملا تصادفي

بـه    D-2,4 -5، ميلي گرم در ليتـر  5/2 به ميزان  D-2,4 -4، ميلي گرم در ليتر 2 به ميزان  D-2,4 -3 ،ميلي گرم در ليتر

پايـه، تيمارهـاي كـالوس زايـي را      MSمحـيط  در  ،ميلي گرم در ليتر 5/3 به ميزان  D-2,4 -6، و ي گرم در ليترميل 3 ميزان

 ـ، ييتنهابه  D-2,4كاربرد اكسين  .تشكيل دادند و همكـاران   Karimتـر توسـط    رگ هـاي اوليـه، پـيش   جهت كالوس زايي ب

و  CPF-237 شـكر ينبر روي دو واريته ) 2002( Quraishiو  Niazو  lsd-28و lsd-16 شكر ينبر روي دو واريته  )2002(

SPF-213  ن اكسـين توسـط   يشنهاد ايپ مذكور، يمارهايير استفاده شده در تل انتخاب مقاديدل .استگزارش شدهBarba  و

شـامل يـك    هر تكرار .شكراستيمختلف ن يته هايوار ييكالوس زا يتر برايگرم در ل يليم 5تا  5/0، در دامنه )1997(نهمكارا

پس از انتقال ريزنمونه ها به محيط هاي كشـت  . قرار داشتعدد ريزنمونه  10بود كه در آن ) محتوي تيمار كالوس زايي(پتري 

در  هاتعداد كالوس  بعد، سه هفته. انتقال يافتندتاريكي گراد به  درجة سانتي 25 ± 2كالوس زايي، پتري ها در محدودة دمايي 

 واكشـت بـا   ستيابي به مقادير كـافي از كـالوس،  د .تحليل آماري قرار گرفتندو داده ها مورد تجزيه شمارش گرديده و  پتريهر 

تيمـار در يـك طـرح كـاملا      5 هـا،  كـالوس  بـاززايي جهـت   .كالوس ها به بهترين محيط هاي كشت كالوس زايي صورت گرفت

 1 :عبارت بودند ازبه ترتيب مارها ين تيا .ديانتخاب گردبه عنوان محيط پايه ساده  MSمحيط . شد يبررستكرار  5تصادفي در 

 5/0بـه همـراه    BAPميلي گـرم در ليتـر    1براي تيمار اول،   IBAميلي گرم در ليتر 5/0به همراه  BAP ميلي گرم در ليتر 

، براي تيمار سوم IBAميلي گرم در ليتر  5/0به همراه  BAPميلي گرم در ليتر  2 ،براي تيمار دوم  NAAرم در ليتر ميلي گ

به همـراه   BAPميلي گرم در ليتر  2و براي تيمار چهارم، NAA ميلي گرم در ليتر  5/0به همراه  BAPميلي گرم در ليتر  2

مذكور آن است كـه   يمارهايل استفاده از تيدل. براي تيمار پنجم IBAليتر ميلي گرم در  5/0و  NAAميلي گرم در ليتر 5/0

Islam قيتلف اثرات مثبت) 1982( و همكاران BAP و IBAز يو نBAP  و NAAبرگ  يل نوشاخه از كالوس هايرا در تشك

اسـتفاده از   آن اسـت كـه  دليل استفاده از دامنه غلظت هـاي موجـود    .اندشكر گزارش نموده يمختلف ن يه در گونه هاياول يها

BAP ق با يتر در تلفيگرم در ل يليم 1زان يبه مNAA بيتركنيز تر و يگرم در ل يليم 5/0زان يبه م BAP  وIBA  با همان

) 2002( و همكـاران  Karimتوسـط   lsd28و  lsd16 شـكر يته نيدو وار يكالوس هادر  ييباززا يمنجر به  درصد بالا ،غلظت

ه متفاوت بودن نوع واريته در ايـن تحقيـق، تصـميم گرفتـه شـد تـا دامنـه اي نزديـك بـه تيمارهـاي           لذا با توجه ب. شده است

سانتيمتر طول  10(تايي از لوله هاي كشت  10هر تكرار، شامل يك رديف . پيشنهادي اين محققين براي باززايي استفاده گردد

سـاعت   16س هاي كشت شده به اتاق رشـد بـا فتوپريـود    كالو. بوده و در هر كدام يك كالوس قرار گرفت) سانتي متر قطر 2و 
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هفتـه يكبـار    3كالوس ها هـر   واكشت. گراد انتقال يافتند درجة سانتي 25 ± 2ساعت تاريكي در محدودة دمايي  8روشنائي و 

شـده   ييابـازز تعداد كـالوس هـاي    دو هفته بعد،. ندن نوشاخه ها ظاهر شدياول ،هفته 5پس از . گرفتانجام  مشابه روي محيط

 متـر  سانتي 10يبيتقر طول به هاي شاخه نو. ندقرار گرفت يل آماريه و تحليحاصل مورد تجز يو داده ها ،شمارشمار يهر ت يبرا

 به  MS محيط .ديگرد هيته تكرار 4 با تصادفي كاملاً طرح يك در زايي ريشه تيمار 5 .افتندي انتقال زايي ريشه كشت هاي محيط به

 بـه MS  طيمح ـ -1 :بودنـد  لي ـذ بي ـترت به زايي ريشه يتيمارها .شد گرفته نظر در زايي ريشه تيمارهاي رايب پايه محيط عنوان

 5/3 همـراه  بـه    MS طيمح - NAA،  3 ميلي گرم در ليتر 3 همراه به MS طيمح - NAA2  ميلي گرم در ليتر  5/2 همراه

ميلي گـرم   5/4 همراه به   MS طيمح -5 و NAA  ليترميلي گرم در  4 همراه به  MS طيمح -NAA ،  4تريلميلي گرم در 

 Sing و  Lal و )Heinz )1977 وNadar  توسـط  نياكس ـ ني ـا شـنهاد يپ ،NAA نياكس ـ از اسـتفاده  لي ـدل .NAA در ليتر

 علـت  بـه  زي ـن موجـود  يهـا  غلظـت  از اسـتفاده  .اسـت شكرين يها گونه اكثر ييزا شهير يبرا حيترج قابل نياكس بعنوان )1992(

 يبـالا  غلظـت  بـه  نيشـكر  شـده  باززايي هاي نوشاخه ازين بر مبني )Hildebrandt )1972 و Shenk توسط شده ارائه شاتگزار

 تـر يل در گـرم  يليم 5 تا 5/2 يها غلظت در مختلف نياكس  3 از ،زين )2003( همكاران و Baksha .است ييزا شهير يبرا نياكس

 )سـانتي متـر   10× 2( تايي از لوله هاي كشـت  10رديف يك هر تكرار، شامل  .دندنمو استفاده شكر،ين تهيوار دو ييزا شهير يبرا

 8ساعت روشنايي و  16محيط هاي كشت ريشه زايي به اتاق رشد با فتوپريود  .شاخه قرار گرفت نو يك لوله كشت،بود و در هر 

 نوشـاخه هـاي ريشـه دار   تعـداد   ،هفتـه پس از سـه  . گراد انتقال يافتند درجة سانتي 25 ± 2ساعت تاريكي در محدودة دمايي 

اثـرات  جهـت بررسـي    هـا، داده  شمارش و تجزيه واريـانس  براي هر تيمار )كافي كشندة تارهاي داراي و يافته توسعه هاي ريشه(

 داراي كـه  گلـدان  خـاك  در ريشـه،  شستشـوي  از پس و خارج كشت هاي لوله از آمده بدست هاي گياهك .انجام رسيدتيمارها به 

 اسـتفاده  شامل كه سازگاري مختلف مراحل طي از پس .ندگرفت قرار بود ماسه و فيلتركيك ورميكولايت، خاك، مساوي يها نسبت

 بـه  سـازگار  هـاي  گياهك ،بود ماه يك مدت به گلخانه در نگهداري و ،هفته يك مدت به ها گلدان براي پلاستيكي يها سرپوش از

 نـوك  سـتم يمر يهـا  كروموزوم تعداد ،شده ييباززا يها اهكيگ يرو بر يكيتوژنتيس مطالعات انجام از شيپ .يافتند انتقال مزرعه

 يدارا حـداقل  كـدام  هر كه ييها قلمه كاشت با نكاريا .شد يبررس ديگرد يم هيته آنها از هياول يها زنمونهير كه ياهانيگ در شهير

 5/7اه از خاك كه از ساعت يا خارج نمودن كامل گب روز 45 از پس .گرفت صورت شده شسته ماسه يحاو گلدان در ،بود جوانه دو

سـانتي متـر از انتهـاي ريشـه هـا       2تـا   1با شستشوي كامل ريشه ها، اقدام به برش و جمع آوري  و صبح انجام مي گرفت 8تا 

ستشـو بـا   پـس از ش . ساعت  قرار داده شدند 5/2ريشه هاي قطع شده بلافاصله در پيش تيمار آلفا برومونفتالن به مدت . گرديد

 سـاعت در محلـول فيكسـاتيو اسـيد اسـتيك      24آب جاري، ريشه هاي پيش تيمار شده، با آب مقطر شسته شـده و بـه مـدت    

ساعت و سپس شستشو با آب مقطر، آماده  2پس از شستشو با آب جاري به مدت . قرار داده شدند) 3:1(% 96 اتانول -گلاسيال
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درجـه   60دقيقـه در   15يك نرمال بـه مـدت   اسيد هيدروكلريك  ا هيدروليز درسازي نمونه ها براي مشاهدات ميكروسكوپي، ب

ريشه . شددرجه سانتي گراد انجام  60دقيقه در دماي  20به مدت % 4و رنگ آميزي آنها در محلول هماتوكسيلين  ،سانتي گراد

كه شمارش آنهـا  آنها  يهمپوشان ز بودن كروموزوم ها ويبه جهت ر تاز ساعت در آنزيم سييك هاي رنگ آميزي شده به مدت 

% 45در نهايت هر نوك ريشه با استفاده از يـك قطـره  اسـيد اسـتيك     . قرار داده شدنديخچال و در  را غير ممكن مي ساخت

سـلول يـا بيشـتر     5اسلايد تهيه شد و در صورتي كـه   20، حدود يمتافاز يجهت شمارش تعداد كروموزوم ها. اسكواش گرديد

 CP69-1062تـه  يوارسـلول هـاي سـوماتيكي    هاي مشابه نشان مي دادند، آن تعداد بعنوان تعداد كروموزوم تعداد كروموزوم 

مجهـز بـه دوربـين     Micros Austria عكس هاي ميكروسكوپي با استفاده از يـك ميكروسـكوپ    .گرفت يقرار م مورد قبول

 هـاي  گياهـك  انتقـال  از پـس  هفتـه  دو نيز يوماكلونس تنوعات از يناش يدييوپلويآن يبررس جهت. فيلمبرداري سرخود تهيه شد

 از متـر  يسـانت  2 تا 1 برش و آب با ها شهير يشستتشو از پس و ديگرد انتخاب يتصادف طور به اهكيگ 40 مزرعه، به شده باززايي

اهـك  يگ يابـر  ،CP69-1062 تهيوار در يكروموزوم شمارش يبرا ها شهير يساز آماده جهت شده استفاده پروتوكول ،آنها نوك

ا ي ـسلول  5كه  يه شد و در صورتيد تهياسلا 20حدود گياهك باززايي شده از كالوس هر  يبرا .ز بكار رفتيشده ن ييباززا يها

   .مورد قبول بودگياهك آن  يدادند، آن تعداد برا يمشابه نشان م يشتر تعداد كروموزوم هايب

  

  و بحث جينتا

ي مختلـف سـترون سـازي، كـالوس     اتيماره يرا برا) يل جذريتبد(ل شده يتبد يداده ها انسيه واريج تجزينتا ،1 جدول 

اخـتلاف  نشان دهنده  ،يسترون ساز يمارهايت يبراج ينتان يا .نشان مي دهد CP69-1062 تهيوارزايي، باززايي و ريشه زايي 

 20هيپوكلريت سديم  شامل 4مار ينشان داد كه ت )1 شكل(آزمون دانكن ج ينتا .بود α =01/0در سطح  اين تيمارها دار يمعن

بهترين  ،سترون ريزنمونه 6/8 نميانگي با ،ثانيه 30دقيقه و  3به مدت درصد 1/0 وهيج كلروربا دقيقه همراه  10به مدت  درصد

نشـان داد   زين ييمختلف كالوس زا يمارهايانس تيه واريج حاصل از تجزينتا .داراست را در سترون سازي برگ هاي اوليه يجهنت

ر اسـتفاده  ين مقـاد ين بهترييجهت تع )2 شكل( آزمون دانكن. دار است يمعن α =01/0در سطح اختلاف بين اين تيمارها، ه ك

با  ،ميلي گرم در ليتر 5/2به ميزان  D-2,4به همراه  هيپا MS طيشامل مح 4 ماريكه ت دادنشان  ،يق هورمونين تلفيشده در ا

انس ي ـه واري ـتجز. ه اسـت بـه همـراه داشـت   ه ياول يبرگ هازايي  وسكالرا در  يجهبهترين نت ،ريزنمونه 10 كالوس از 8ميانگين 

نشـان  ) 3شـكل (نتايج آزمون دانكن   .بود α =01/0تيمارها در سطح اختلاف معني دار  دهندهنشان  ييباززامختلف تيمارهاي 

و نيز تيمـار  تكميل شده بود  IBAم در ليترميلي گر 5/0و  BAPميلي گرم در ليتر  1 كه با MSمحيط شامل  1تيمار كه داد

بـه عنـوان    تكميـل شـده بـود    NAAميلي گرم در ليتر  5/0به همراه  BAPميلي گرم در ليتر  2كه با  MSشامل محيط  4
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 1389، بهار اولسال دوم، شماره  - دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهواز -مجله علمي پژوهشي فيزيولوژي گياهان زراعي

كالوس بـاززايي شـده    4/7و  8ميانگين  يب دارايمارها به ترتين تيا. باشند يهاي موجود م بهترين تيمارهاي باززايي از كالوس

 جينتـا  .بـود  α =01/0در سطح ها دار تيمار معنياختلاف  انگر وجوديب ،زايي تيمارهاي مختلف ريشهج تجزيه واريانس ينتا .دندبو

بعنـوان   دار شاخه ريشـه نو 9ميانگين  با NAA در ليتر،گرم ي ليم 5/3با  MSمحيط  شامل را 2تيمار ) 4 شكل(  آزمون دانكن

با موفقيت پشت را مراحل مختلف سازگاري  ،افته به خاكيانتقال  ياهك هايگ درصد 71. نمود يمعرف زايي بهترين تيمار ريشه

كـه   CP69-1062واريته  از ياهان انتخابياز گ يتعداد شهينوك ر يبر رو يكينتژتويج حاصل از مطالعات سينتا .سر گذاشتند

ج بدسـت آمـده   يكه نتا يرا نشان داد در حال 113تا  108 يشوند، تعداد كروموزوم ها يكشت و زرع م يق سنتيدر مزرعه بطر

نشـان   كاهيگ 13در ينيرا خارج از دامنه والد يدييوپلويوجود آنشده،  ييباززا ياهك هاين گياز ب ياهك انتخابيگ 40 يبر رو

  ،103n=2  شـامل  را يسـطوح مختلف ـ  ل شـده يتشـك  يدهايي ـوپلويآن. شـده بـود   ييبـاززا  ياهك هايگ% 5/32كه معادل  داد

105n=2، 114n=2 ،117n=2 ،118n=2، 120n=2 121وn=2  يي، باززاييكالوس زامراحل ح تا  الفاشكال . نشان دادند ،

 يدر سـلول هـا   )103n=2( يديي ـوپلويز آني ـكامـل و ن  يتا سـازگار  ياهك ها به خاك در مرحله سازگاريانتقال گ ،ييشه زاير

  .دنده ينشان مرا شده  يياه باززايك گيشه در ينوك ر يستميمر

پتانسـيل بـالاي آنهـا در     اًانتخاب برگ هاي اوليه، بعنوان ريزنمونه جهت توليد كالوس، به دليل جـواني سـلول هـا و نهايت ـ   

در اسـتفاده از   ) درصـد  86(دستيابي به درصد قابل توجهي ريزنمونه سـترون شـده   ). 1382 فارسي و ذوالعلي،(تمايزيابي است 

محلـول در  دو ايـن  تلفيـق  ثانيه، بيانگر تـاثير بـالاي    30دقيقه و  3لرور جيوه به مدت كدرصد به همراه  20هيپوكلريت سديم 

 5 يها تيمار(ثانيه 30دقيقه و  3بالاتر از به كلرور مركوريك از  لكن، افزايش مدت زمان استفاده. سترون سازي ريزنمونه هاست

 يدرصـد بـرا   66و  5مـار  يت يبـرا  درصـد  44(بل توجهي ، عليرغم سترون سازي تمام ريزنمونه ها، منجر به مرگ و مير قا)6و 

در كـالوس زايـي   . از ريزنمونه ها گرديد كه نشانگر حساسيت بالاي برگ هاي اوليه به ماده سـمي كلـرور جيـوه اسـت    ) 6مار يت

نكتـه   .رديـد ريزنمونه ها، نرم و آبدار بودن كالوس ها ويژگي بسيار محسوسي بود كه در تمام تيمارهاي كالوس زايي مشـاهده گ 

ساعت تاريكي، پيشـرفتي   8ساعت روشنايي و  16ود ياتاق رشد با فتوپرپس از واكشت هاي دوم، عليرغم انتقال به نكه، يگر ايد

در رشد كالوس ها، در مقايسه با كالوس هاي نگهداري شده در تاريكي مشاهده نگرديد و لذا پس از هر واكشت مجدداً نگهداري 

به اين مساله اشاره دارند كه اثر نور در شكل گيري كالوس بستگي به گونه گياه ) 1382( ارسي و ذولعليف .شد در تاريكي انجام

در  .همچنين آنها بافت هاي كالوس حاصل از گونه هاي مختلف گياهي را از نظر ساختار و عادت رشد متفاوت مـي داننـد  . دارد

ميلـي گـرم در    5/0و  BAPميلـي گـرم در ليتـر     1ده كـه بـا   سـا   MSارتباط با باززايي كالوس هاي حاصله، هر چند محـيط 

لكن  ،شنهاد شده استيمناسب، پ ييط باززايبعنوان مح) 2002(و همكاران  Karimتوسط شتر يپ ،تكميل شده بود IBAليتر

 NAA ميلـي گـرم در ليتـر    5/0به همـراه   BAPميلي گرم در ليتر  2ساده را كه با  MSاستفاده از محيط نتايج اين تحقيق 
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 1(اگر چه نتايج آزمون دانكن، هر دو تيمار  .كند يشنهاد ميپ ييباززا يگر برايط مناسب ديز به عنوان محيرا نبود تكميل شده 

معرفي مي كند، لكن باززايي كالوس ها در تيمار چهـارم   CP69-1062را به عنوان تيمارهاي مناسب باززايي براي واريته ) 4و 

رشد گيـاهي   اين مساله نشان داد كه تلفيق مناسبي از تنظيم كننده هاي. اتفاق افتاد) روز زودتر 15(در مدت زمان كوتاه تري 

در ارتباط با دستيابي . تسريع بخشدCP69-1062 مي تواند فرايند باززايي را از كالوس هاي واريته ساده  MSدر كنار محيط 

 هيلـد  و شـنك  گزارشـات  تحقيق اين نتايج، )NAAدر ليتر ميلي گرم 5/3با  MSمحيط (به بهترين محيط كشت ريشه زايي، 

رغم مطابقت اين نتـايج   علي ياز طرف .كند مي تاييد نيشكر زايي ريشه براي اكسين بالاي هاي غلظت از استفاده بر مبني را برانت

از لحـاظ  لكـن  كر، نيش ـ واريتـة  دو در ريشه زايي )(NAA در نوع اكسين استفاده شده) 2003(و همكاران  Baksha با نتايج

ميلي گرم در ليتر را بعنوان غلظت مناسب براي ريشه زايي دو واريته نيشكر  5وي ميزان  .ميزان بكار رفته همسويي وجود ندارد

چنـين   تفاوت هـاي موجـود،  از  .كند ميلي گرم در ليتر را پيشنهاد مي 5/3در حالي كه نتايج اين تحقيق ميزان . مفيد مي داند

شاخه و القـاي ريشـه نيـاز اسـت      عسري آغازشبه  دستيابيجهت  ،واريته گونه يا براي هرتيمارهاي مجزايي  كهشود  نتيجه مي

)Cheema and Hussain, 2004.( تـه يدر وارم گرفته بـر روي مريسـتم نـوك ريشـه،     انجا يكيتوژنتيمطالعات س CP69-

و  يج داوودين تعداد در تطابق كامل با نتاينمود كه كه ا يمعرف 113تا  108در دامنه را متافازي  يتعداد كروموزوم ها، 1062

 .باشـد ي م ـCP69-1062  تـه يوار يمتافـاز  يسـلول هـا   يمشخص نمودن تعداد كروموزوم برا در ارتباط با) 1386( همكاران

كاروم د سايبريپنج گونه ه يتعداد كروموزوم هاجهت تعيين  )1969( و همكاران Heinzشتر توسط يپهمچنين تحقيقاتي كه 

اما  ،)n2= 122،114،112،114( ثابت يكلون والد 4كه تعداد كروموزوم در  انجام گرفته بود نشان داد آنها يسلول يو كشت ها

) 1963(  Priceتوسط  ،شكرينيك رقم در  ير تنوع كروموزوميبودن تفس مشكل ).n2=108 -128( ر استياز آنها متغ يكيدر 

شـده   گـزارش  راني ـشـكر ا ين يرقم تجار 5 يبا بررس )1386( و همكاران ير هاوايي و  داوودبا بررسي چهار رقم نيشكر از جزاي

لـذا   ،ل بـذر و تشكي رانشرايط مناسب گلدهي در اينبود و علت تكثير نيشكر بطريق غيرجنسي ه ب نكته قابل توجه اينكه، .است

نيز گزارش دادند كه تنوعات آنيوپلوييدي ) 2000( و همكاران Kaeppler .اميدوار بود آمدهپايداري تنوعات پيش به توان  مي

 .حاصل شده از تنوعات سوماكلوني ممكن است در طي تقسيمات ميوزي ناپايدار باشند لكن از طريق تقسيمات ميتوزي پايدارند

شـتر توسـط   ين پين اكسيده است و حضور اياستفاده گرد D-2,4ن يشكر از اكسيته نين واريا يينكه در كالوس زايبا توجه به ا

گردد كـه   يشنهاد ميلذا پ) Kaeppler et al., 2000(شناخته شده است DNAون يلاسيش دهنده متين بعنوان افزايمحقق

-2,4از هورمون  ييكه در پروسه كالوس زا يتنوعات سوماكلونجاد ياجهت  درگر، ين ديتوسط محققگرفته صورت  مطالعاتدر 

D  ون يلاسيحاصل از مت ينقطه ا يها وني، جهت اثبات موتاسگردد يماستفادهDNA، بـا دقـت بـالا     يمولكـول  ياز ماركرها

   .)Taji et al., 2001( استفاده گردد AFLP  رينظ
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  CP69-1062نتايج تجزيه واريانس تيمارهاي مختلف سترون سازي، كالوس زايي، باززايي و ريشه زايي واريته  :1دولج

  F  ميانگين مربعات  درجه آزادي  تيمار

  39/15**  14/1 5 ون سازيستر

  08/12**  44/1  5  كالوس زايي

  22  **93/2  4  شاخه زايي

  09/22  **41/1  4  ريشه زايي

01/0دار در سطح  معني = ** 
 

 
تيمارهاي سترون سازي، ميانگين تعداد ريزنمونه هاي سالم و سترون براي هر تيمار، و اختلافات بين تيمارها از  :1شكل

  CP69-1062 در نيشكر واريته  α) =01/0(طريق آزمون دانكن 
 )ثانيه 30قه ويدق 3(درصد  1/0كلرور جيوه ) + دقيقه 10(درصد  20هيپوكلريت سديم : 4تيمار 

 
  

  
تيمارهاي كالوس زايي، ميانگين تعداد ريزنمونه هاي كالوس زا براي هر تيمار و اختلافات  بين تيمارها از طريق   :2شكل

 شكر واريته در ني α)=01/0(آزمون دانكن

 CP69-1062 محيط : 4تيمارMS +5/2  2,4-D=  
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براي هر تيمار و اختلافات  بين تيمارها) نوشاخه زا( تيمارهاي باززايي، ميانگين تعداد كالوس هاي باززايي شده  :3شكل   

  CP69-1062 در نيشكر واريته α) =01/0(از طريق آزمون دانكن 
  =MS  +1 BAP=+  5/0  IBAمحيط : 1تيمار 
  =MS   +2 BAP=+  5/0  NAAمحيط : 4تيمار

 

  

  
تيمارهاي ريشه زايي، ميانگين تعداد نوشاخه هاي ريشه زا براي هر تيمار و اختلافات  بين تيمارها از  :4شكل

  CP69-1062 در نيشكر واريته  α) =01/0(طريق آزمون دانكن 
    =MS   +5/3  NAAمحيط  :2تيمار 

  

 

 

 

 

 

138

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1389، بهار اولسال دوم، شماره  - دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهواز -مجله علمي پژوهشي فيزيولوژي گياهان زراعي

  منابع

  .ص 182كشت سلول و بافت گياهي، انتشارات جهاد دانشگاهي مشهد، چاپ دوم،  .1382 ،.ف ،اميني و .احسان پور، ا -

، چاپ اول، 393شماره انتشارات دانشگاه فردوسي مشهد، اصول بيوتكنولوژي گياهي،  .1382، .ج ،ذولعليو  .فارسي، م -

  .ص 495

بررسي كاريولوژيك پنج رقم  .1386، .بي همتا، م و .ي، موسي آغايف، .، اميدي، ا.، احمديان تهراني، پ.داوودي، د -

  .615-624 ات، صفح4، شماره 23هيبريد نيشكر، فصلنامه نهال و بذر، سال 

- Ahloowalia, B.S., 1986.  Limitations to the use of somaclonal variation in crop 

improvement. In: J. Semal (Ed.) Somaclonal Variation and Crop Improvement, Martinus 

Nijhoff, Boston, pp. 14–27. 

- Baksha, R.,  Alam, R., Karim, M.Z., Mannan, Sk.A., Podder B.P. and  Rahman, A.B., 

2003. Effect of Auxin, Sucrose and pH Level on in vitro Rooting of Callus Induced Micro 

Shoots of Sugarcane (Saccharum officinarum), J. Biol. Sci. 3 (10): 915-920.  

- Barba, R.C., Zamora, A.B., Mallion, A.K. and Linga, C.K., 1977. Sugarcane tissue 

culture research. Proc. Int. Sugar-cane. Technol., 16: 1843-1864. 
- Bremer, G., 1961. Problems in the breeding and cytology of sugar cane. II. Sugar cane 

breeding from a cytological view-point. Euphytica 10: 121-133.  

- Burner, D.M. and Grisham, M.P., 1995. Induction and stability of phenotypic variation in 

sugarcane (Succharum spp.) as affected by propagation procedure. Crop Sci. 35: 875-880. 

- Cheema, K.L. and Hussain, M., 2004. Micropropagation of Sugarcane through apical bud 

and axillary bud. Int. J. Agri. Biol. 6: 257-259. 

-Damasco, O.P., Graham, G.C., Henry, R.J., Adkins, S.W., Smith, M.K. and Godwin 

I.D., 1996. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) detection of dwarf  off-types in 

micropropagated  Cavendish (Musa spp. AAA) bananas. Plant Cell Rep. 16: 118-123. 

- Daniels, J. and Roach, B.T., 1987. Taxonomy and evolution. pp. 7-84. In: Heinz, D.J. (ed.) 

Sugarcane Improvement through Breeding. Vol. II Elsevier, Amsterdam, Netherlands. 

- Duncan, R.R., 1997. Tissue culture-induced variation and crop improvement. Adv. Agron. 

58: 201–240. 

- Fukui, K., 1983. Sequential occurrence of mutations in a growing rice callus. Theor. Appl. 

Genet 65: 225–230. 

139

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  يشكر در شرايط كشت بافتبررسي تغييرات آنيوپلوييدي ن

- Heinz, D.J., Mee, G.W.P. and Nickell, L.G., 1969. Chromosome numbers of some 

Saccharum species hybrids and their cell suspension cultures, American Journal of Botany, 

56: 450-456. 

- Islam, A.S., Begum, H.A. and Haque, M.M., 1982. Studies on regeneration of Saccharum 

officinarum for disease resistant varieties. Proc. Int. Cong. Plant Tissue and Cell Culture, 

5:709-710. 

- Jehan Khan, S., Ayyaz Khan, M., Ahmad, H.K., Din Khan R.  and Zafar, Y., 2004. 

Somaclonal Variation in Sugarcane Through Tissue Culture and Subsequent Screening for 

Salt Tolerance. Asian Journal of Plant Sciences 3 (3): 330-334,  

-Kaeppler, S.M., Kaeppler, H.F. and Rhee, Y., 2000. Epigenetic aspects of somaclonal 

variation in plants. Plant Molecular Biology 43: 179–188. 

- Karim, M.Z., Amin, M.N., Hossain, M.A., Islam, S., Hossin, F. and Alam, R., 2002. 

Micropropagation of two Sugarcane ( Saccharum officinarum) varieties from callus 

culture. J. Bio. Sci. 2(10): 682-685. 

- Kaeppler, S.M. and Phillips,  R.L., 1993.  DNA methylation and tissue culture-induced 

variation in plants. In Vitro Cell Dev. Biol. 29: 125–130. 

- Krishnamurthi, M., 1986. Sugarcane improvement through tissue culture process, Am. 

Soc. Sugarcane Technol. 29: 23-28. 

- Lal, N. and Sing, H.N., 1994. Rapid clonal multiplication of sugarcane through tissue 

culture. Plant Tiss. Cult. 4: 1-7.  

- Lalitha, R. and Premachandran, M.N., 2007. Meiotic abnormalities in intergeneric 

hybrids between Saccharum spontaneum and Erianthus arundinaceus (Gramineae). 

Cytologia 72(3): 337–343.    

- Larkin, P.J., 1987.  Somaclonal variation: history, method, and meaning. Iowa State J. 61: 

393–434. 

- Larkin, P.J. and Scowcroft, W.R., 1981. Somaclonal variation: a novel source of 

variability from cell cultures for plant improvement. 

Theor. Appl. Genet. 60: 197–214. 

- Larkin, P.J. and Scowcroft, W.R., 1983. Somaclonal variation and crop improvement. In: 

T. Kosuge et al. (Eds.) Genetic Engineering of Plants: An Agricultural Perspective, 

Plenum, New York, pp. 289–314. 

140

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1389، بهار اولسال دوم، شماره  - دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهواز -مجله علمي پژوهشي فيزيولوژي گياهان زراعي

- Liu, M.C. and Chen, W.H., 1984. Tissue and cell culture, an aid to sugarcane breeding-

III.High sucrose and vigorously growing cell clone 71-489. Tiawan Sugar. 31: 77.  

- Murashig, T. and Skoog, F., 1962. A revised medium for rapid growth and bioassay with 

tobacco tissue culture. Physiol.P. L. 15: 473-497. 

- Nadar, H.M. and Heinz, D.J., 1977.  Root and shoot development from sugarcane callus 

tissue. Crop Sci., 17: 814-816. 

- Nair, M.K., 1975. Cytogenetics of Saccharum officinarum L. and S. spontaneum L. IV. 

Chromosome number and meiosis in S. officinarum  S. spontaneum hybrids. Cariologia 

28:1-14. 

- Niaz, F. and Quraishi, A., 2002. Effect of growth regulators on the regeneration potential 

of two sugarcane cultivars SPF-213 and CPF-237. Pakistan journal of Biological Sciences. 

5(10): 1081-1083.     

- Orton, T.J., 1984. Genetic variation in somatic tissues: method or madness? Adv. Plant 

Path. 2: 153–189. 

- Peschke, V.M. and Phillips,  R.L., 1992. Genetic implications of somaclonal variation in 

plants. Adv. Genet. 30: 41–75. 

- Price, S., 1963. Cytogenetics of modern sugarcane. Economic Botany, 17:97-106. 

-Price, S., 1960. Cytological studies in Saccharum and allied genera. VI. Chromosome 

numbers in S. officinarum and other noble sugarcanes. Hawaii Plant Record 56:183-194. 

- Shenk, R.U. and Hildebrandt, A.C., 1972. Medium and techniques for induction and 

growth of monocotyledonous and dicotyledonous plant cell cultures. Can. J. Bot., 50:199-

204. 

- Siddiqui, S.H., Khatri, A., Khan, A.I., Javed, M.A., Dhar, N.A. and Nizamani, G.S., 

1994. In vitro culture a source of genetic variability and an aid to sugarcane improvement. 

Pak. J. Agric. Res. 15: 127-133. 

- Silvarolla, M.B., 1992. Plant genomic alterations due to tissue culture. J. Brazil. Assoc. 

Adv. Sci. 44: 329-33.  

- Sun, Z.X. and Zheng, K.L., 1990. Somaclonal variation in rice. In: Y.P.S. Bajaj (Ed.) 

Biotechnology in Agriculture and Forestry, Vol. 3, Springer-Verlag, Berlin, pp. 288–325. 

- Taji, A., Kumar, P. and Lakshmanan, P., 2001. In Vitro Plant Breeding, Haworth press. 

168p. 

141

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  يشكر در شرايط كشت بافتبررسي تغييرات آنيوپلوييدي ن

- Veilleux, R.E. and Johnson, A.T., 1998. Somaclonal variation: molecular analysis, 

transformation interaction, and utilization. Plant Breed. Rev. 16: 229–268. 

- Zehr, B.E., Williams, M.E. and Duncan, R.D., 1987. Somaclonal variation among the 

progeny of plants regenerated from callus cultures of seven inbred lines of maize. Can. J. 

Bot. 61: 491–499. 

142

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir

