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Agronomy Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No:94 pp: 7-15

The effects of cold pre-treatment and induction medium on anther culture efficiency of rice 
By: Ali Akbar Ebadi (Corresponding Author; Tel: +989111384823) Researcher of Rice Research Institute of Iran (RRII), 
Azarakhsh Torabi Jafrodi- Staff of Jihad-Agriculture of Gilan, Hamid Shafie Sabet- Master of Rice Research Institute of 
Iran (RRII), Khadije Alizadeh- Student of Zabol University
The effects of cold pre-treatment duration (8, 10, 12 & 14 days at 8oC) and different induction media (N6 and Chu) 
were studied on callus induction and plant regeneration of the first Iranian hybrid rice “Bahar1” anther culture. The 
experiment was performed in randomized complete design with three replications. Percentage of callus induction in N6 
medium was higher than Chu medium, but the percentage of green plant regeneration in Chu media was significantly 
higher than N6 medium. In the other words embryogenic callus in chu medium was more than N6 medium. The results 
showed that a cold pre-treatment was essential for the induction of callus from anthers. Increasing the duration of cold 
pre-treatment resulted in more callus production but green plant regeneration decreased. The best duration of cold pre-
treatment for percentage of green plant regeneration was 8 to 10 days at 8oC. Thus the best conditions to anther culture 
of hybrid rice was using of chu medium with 8 to 10 days cold pre-treatment. 

Key words: Rice, Anther culture, Cold pre-treatment and Callus induction

مقدمه
برنج یکی از مهمترین گیاهان زراعی دنیا می باش��د. این غله دومین غذای 
اصلی نیمی از مردم دنیا اس��ت. کوش��ش های قابل توجهی برای افزایش تولید 
برن��ج از طریق اصلاح ارقام پر محصول با روش های کلاس��یک و یا با کمترین 
ابزارهای بیوتکنولوژی و کش��ت بافت در دنیا صورت گرفته اس��ت) 13(. کشت 
بساک یکی از مهم ترین روش های کشت بافت در اصلاح برنج می باشد. بطوری 
ک��ه تعداد زی��ادی واریته های پر محص��ول در دنیا از طری��ق این تکنیک طی 
سالیان اخیر معرفی شده است )20(. تولید گیاهان هاپلوئید دارای فواید زیادی 
از قبیل: کوتاه کردن دوره اصلاحی با تثبیت س��ریع هموزیگوسیتی)خلوص(- 
افزای��ش کارایی انتخاب – افزایش تغییرات ژنتیکی از طریق تولید تنوع گامتی 
و ظهور س��ریع تر ژن های مغلوب می باشد )32(. هر چند که این روش دارای 
مش��کلاتی از قبیل وابس��تگی ش��دید ژنتیکی بوده و عوامل مختلفي از جمله 
ژنوتی��پ گیاه )17(، ش��رایط رش��د گیاهان دهنده بس��اک )3(، مرحله تکامل 
میکروس��پورها )8(، شوک حرارتی )14، 28( و محیط کشت )7 ، 32( بر روي 

کارآیي کشت بساک تاثیر گذار مي باشند.
ش��وک حرارتی و نوع محیط کش��ت یکی از فاکتوره��ای کلیدی مؤثر در 
میزان القای کالوس و تولید گیاهچه های س��بز در برنج می باش��د )31(. شوک 
حرارتی به عنوان یک فاکتور حیاتی جهت القاء تقسیم میکروسپورهای برنج و 
بنابراین تش��کیل کالوس گزارش ش��ده است )14(. مهمترین پیش تیمار مورد 
اس��تفاده ب��رای آندروژنز )نرزایی( در برنج ش��وک حرارتي ب��وده و لیکن دما و 
مدت زمان آن متفاوت می باش��د )12 ،11(. Matsushima و همکاران )18( 
گ��زارش کردن��د که پیش تیمار س��رمایی به م��دت 30-10 روز در دمای 10 
درجه س��انتي گراد برای القاء تقسیمات اسپروفیتیک در میکروسپورها ضروری 
می باش��د. Ogawa و همکاران )23( مش��اهده کردند که بهترین پیش تیمار 
س��رمایی برای واریته ایندیکا IR24، 28 روز در دمای 10 درجه س��انتي گراد 
بود. Gupta و Borthakur )10( پیش تیمار س��رمایی به مدت 11 روز در 
دمای 10 درجه س��انتي گراد را برای واریته ایندیکا Khonorullo مناس��ب 

تش��خیص دادند. پیش تیمار سرمایی با مدت زمان طولانی باعث افزایش تولید 
 Pande  گیاهان آلبینو و کاهش تولید گیاهچه س��بز خواهد ش��د. بطوری که
)24( نش��ان داد که بهترین پیش تیمار س��رمایی 10 روز در دمای 10 درجه 
س��انتي گراد برای واریته IR43 می باش��د و پیش تیمار س��رمایی بالاتر از 11 
روز باع��ث افزایش تولید گیاهچه های آلبینو ش��د. Reddy و همکاران) 27( 
گزارش کردند که یک ش��وک کوتاه )10 دقیقه ای( حرارتی با دمای 35 درجه 
سانتي گراد  قبل از پیش تیمار سرمایی باعث افزایش کالوس زایی می شود  ولی 
بر روی تولید گیاهچه س��بز تاثیر معکوس دارد. مواد غذایی موجود در محیط 
کش��ت نه تنها مواد مورد نیاز برای رش��د میکروسپورها را فراهم می کند بلکه 
بر روی تغییر رش��د آنها به س��مت تولید کالوس و جنین نیز اثر مستقیم دارد 
)14(. دو محیط پایه اصلی معرفی شده براي کشت بساک و میکروسپور محیط 
کشت های N6 و MS می باشد )4 ، 21(، که در اغلب گزارشات و تحقیقات از 
این دو نوع محیط کش��ت با یکسری تغییرات استفاده می شود و محیط کشت 
N6 بهترین محیط کش��ت برای واریته های ژاپونیکا معرفی شده است )26(. با 
مقایس��ه 8 واریته ایندیکا بر روی محیط کشت های N6 و He2 مشخص شد 
که محیط He2 بهتر از محیط N6 بود و میزان یون NH+4 در مقایسه با سایر 
منابع نیتروژني نظیر نیترات مناسب تر است )27(. Bishnoi و همکاران ) 2( 
با مقایس��ه سه نوع محیط کش��ت )N6M  HeH ,H5M, RZM( بر روی 
رقم ایندیکاي با س��ماتی و نسل های F1  و F2  حاصل از تلاقی با دیگر ارقام 
ایندیکا نشان دادند که RZM بهترین محیط برای تولید کالوس بود. همچنین 
بوته های نس��ل F2 نس��بت به والدین و نسل F1 پاسخ بهتری به کشت بساک 
 F1 )26( با بررس��ی چهار فق��ره )هیبرید( Zapata و Raina .نش��ان دادند
حاصل تلاقی دو رقم ایندیکا بر روی محیط های کشت ,MSN, SK1 N6 و 
RZ به این نتیجه رس��یدند که فرم نیترات در داخل محیط کش��ت بر ای ارقام 
ایندیکا مناس��ب تر از فرم آمونیوم می باش��د.هدف از این تحقیق تعیین محیط 
کش��ت مطلوب و زمان مناسب پیش تیمار سرمایی برای کشت بساک برنج در 
هیبرید معرفی شده توسط مؤسسه تحقیقات برنج کشور بنام بهار 1 می باشد.
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موادوروشها
این آزمایش در طی س��ال 1385 در بخش تحقیقات اصلاح و تهیه بذر 
مؤسس��ه تحقیقات برنج کشور واقع در شهرستان رش��ت اجرا گردید. بذور 
 IR58025B و  IR42686R هیبری��د بهار 1 )حاصل تلاقی بی��ن دو لاین
ب��ه ترتیب به عن��وان والد پدری و م��ادری( در ده تاریخ کاش��ت به فاصله 
5 روز پ��س از جوان��ه دار ک��ردن در درون پتری دیش ه��ای حاوی کاغذ 
صافی در داخل ژرمیناتور، ابتدا در خزانه پاش��یده ش��ده و وقتی که س��ن 
نش��اء ها به 21 روز رس��ید به زمین اصلی انتقال یافتند و عملیات داش��ت 
ب��ر اس��اس روش معمول انجام گرفت و هر صبح خوش��ه های برنج در طی 
مرحله  آبس��تنی زمانیکه فاصله گوش��وارک برگ پرچم با برگ قبلی بین 5 
 تا 9 س��انتیمتر بود )میکروس��پورها در این مرحله بین اواسط تا اواخر تک 
هسته ای بودند( از پنجه های اصلی برداشت شدند. خوشه ها پس از انتقال 
به آزمایش��گاه توسط آب شسته شده و بعد از ضد عفونی با الکل 70 درصد 

داخل دس��تمال کاغذی مرطوب و فویل آلومینیومی پیچیده شدند. سپس 
تحت پیش تیمارهای س��رمای )8، 10، 12، 14، 16 روز( در دمای ثابت  8 

درجه سانتي گراد قرار گرفتند. 
پ��س از پایان پیش تیمار س��رمایی، گلچه های میانی هر خوش��ه جدا 
شده و پس از انتقال به داخل دستگاه لامینارایرفلو )اتاقک استریل( بوسیله 
هیپوکلریت س��دیم1 5 درص��د )Na0Cl( و به م��دت 20 دقیقه در داخل 
ظروف شیشه ای یا فلاسک اتوکلاو شده، ضد عفونی شدند. سپس گلچه ها 
از داخل محلول هیپوکلریت سدیم خارج و توسط آب مقطر استریل در سه 
مرحله شستش��و گردیدند. پس از آن گلچه ها با یک قیچی کوچک استریل 
درست از زیر میله بساک ها قطع گردیدند و با استفاده از یک پنس استریل 
بس��اک ها درون پتری دی��ش 10× 60 میلی متری ح��اوی 10 میلی لیتر 
محیط کالوس زایی کشت گردیدند. محیط های کشت کالوس زایی شامل 2 

محیط کشت مختلف N6 )5( و Chu )6( بودند )جدول 1(. 

جدول1-تركيبمحيطهایكشتكالوسزاییمورداستفاده)مقادیربرحسبميلیگرمدرليترمیباشند(

ChuN6تركيبات
مواد ماکرو

200185MgSO4,7H2O
500400KH2PO4

30002830KNO3

150166CaCl2,2H2O
300463SO4.2)NH4(

مواد میکرو
21/6H3BO3

54/4MnSO4,4H2O
31/5ZnSO4,4H2O

0/250Na2Mo4,2H2O
0/0250CuSO4,5H2O
0/0250CoCl2,5H2O
0/830/8KI
4327/8FeSO4,7H2O
5637/32H2O.Na2EDTA

ویتامین ها و مواد ارگانیک
41HCl تیامین
20/5HClپیردوکسین
نیکوتنیک اسید20/5

میو – اینوسیتول-100
گلایسین102

هورمون و دیگر مواد
122-4-D

زآتین-0/1
ساکارز)گرم(2000060000
سوربیتول)گرم(200000
مالتوز)گرم(200000
آگار80008000
5/85/8pH
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در حدود 400 بس��اک برای هر تیمار کش��ت شد و در هر پتری دیش 
حدود 50-45 بس��اک ق��رار گرفتند و هر تیمار ش��امل 8 تا 9 پتری دیش 
بود. پتری دیش های حاوی بس��اک توس��ط پارافیلم بسته شده و در دمای 
2±25 درجه س��انتی گراد و در تاریکی برای تش��کیل کالوس قرار گرفتند. 
پتری دیش ها بطور روزانه بررس��ی ش��د و درصد کالوس بر اس��اس رابطه 
تعداد کالوس تولیدی بر 100 بساک کشت شده و مورد محاسبه قرار گرفت 
)30(. کالوس های با قطر 3-2 میلی متر به محیط کشت  MS )21( حاوی 
1mg/L ،2BAP 1 mg/L کینیتی��ن3 و 4NAA 1 mg/L جه��ت باززایی 
انتقال داده شدند و تحت شرایط فتوپریودی 16 ساعت روشنایی و 8 ساعت 

تاریکی در دمای 2±25 درجه سانتی گراد  قرار گرفتند و سپس کالوس های 
باززاش��ده جهت ریش��ه زایی به محیط غذایی MS فاقد هورمون های رشد 
منتقل شدند. برای تعیین درصد باززایی از رابطه تعداد گیاه تولیدی نسبت 
به تعداد بس��اک کشت ش��ده بر حسب درصد استفاده ش��د )1 ، 17(. این 
تحقی��ق بر اس��اس آزمایش فاکتوری��ل) با دو فاکت��ور( در قالب طرح کاملًا 
تصادفی )RCD( با 3 تکرار اجرا شد )9( و در پایان تجزیه و تحلیل داده ها 
با استفاده از نرم افزار MSTATC انجام گردید و با توجه به نرمال نبودن 
داده های مربوط به صفات درصد کالوس زایی، درصد باززایی س��بز و درصد 

باززایی کل تبدیل جذری x +0/5 √ قبل از تجزیه واریانس انجام شد. 

شكل1-كالوستوليدشدهازكشتبساكدرمحيطكشتالقایی)سمتراست(
گياهچهسبزوآلبينوباززاییشدهازكالوسهادرمحيطباززایی)سمتچپ(
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نتایجوبحث
نتای��ج تجزیه واریانس داده ها بر اس��اس آزمای��ش فاکتوریل در قالب 
ط��رح کاملًا تصادفی نش��ان داد که اثرات تیمارهای محیط کش��ت و مدت 
پیش تیمار س��رمایی بر روی درصد کالوس زایی، درصد باززایی س��بز و کل 
در س��طح 1 درصد معنی دار بود ولی اثر متقابل تیمارهای محیط کش��ت و 
مدت زمان پیش تیمار س��رمایی فقط در صفت درصد باززایی سبز و درصد 
باززایی کل در س��طح 1 درصد معنی دار گردید. برای صفت درصد باززایی 
آلبینو تنها اثر مدت زمان پیش تیمار س��رمایی در سطح 1 درصد معنی دار 

شد)جدول 2(.
درص��د کالوس زایی در محیط کش��ت N6، بطور معن��ی داری بالاتر از 
محیط کش��ت Chu بود )به ترتی��ب 2/51 و 2/22 نم��ودار 1(. اما درصد 
باززایی گیاه سبز در محیط Chu بطور معنی داری بالاتر از محیط N6 بود 
)ب��ه ترتیب 0/47 و 0/16 نمودار 1(. همچنین درصد باززایی کل هم مانند 
درصد باززایی س��بز در محیط  Chu بیش��تر از N6 بود )به ترتیب 0/82 و 
0/53 نم��ودار 1( اما درصد باززایی آلبینو در دو محیط اختلاف معنی داری 
نداش��ت. با توجه به نتایج بدس��ت آمده هر چند ک��ه در محیط N6 درصد 
کالوس بیش��تری تولید ش��ده اس��ت ولی بالا بودن درصد باززایی گیاه سبز 
در محیط Chu  نش��ان دهنده بالا بودن تعداد کالوس های جنین زا در این 
محیط می باش��د به عبارت دیگر بس��اک هایی که در داخل این محیط قرار 
گرفته اند هر چند کالوس کمتری تولید کرده اند ولی تعداد بیش��تری از این 
کالوس های تولید ش��ده جنین زا بوده اند. با مقایس��ه ترکیبات پایه استفاده 
 KNo3 ماده Chu ش��ده در این محیط مش��خص می گردد که در محیط
 N6 بالعکس در محیط )NH4( 2So4 بوده و م��اده N6 بیش��تر از محی��ط
بیشتر بود. به عبارتی بالاتر بودن یون نیترات در محیط باعث افزایش پاسخ 
به کش��ت بساک گردیده است که این موضوع در تعدادی از تحقیقات قبلی 
نیز به اثبات رس��ده اس��ت ) 2،  26 ، 27(. تفاوت دیگر دو محیط کشت در 
 N6 نوع هورمون هاي اس��تفاده ش��ده در آنها مي باش��د، در محیط کشت
تنها از هورمون D-4-52 که یک اکس��ین مصنوعي مي باشد استفاده شده 

اس��ت ولي در محیط کش��ت Chu علاوه  بر D-4-2 از یک س��یتوکنین 
طبیعي بنام زآتین6 نیز اس��تفاده شده است. هورمون D-4-2 به عنوان یک 
اکس��ین بیش��تر در ایجاد کالوس مؤثر مي باشد و طبق تحقیقات گذشته و 
 اظهار اکثر محققین اس��تفاده از اکس��ین به تنهایي باع��ث افزایش کالوس 
مي شود ولي براي تولید کالوس جنین زا و به تبع آن افزایش باززایي گیاهچه 
 س��بز وجود یک هورمون سیتوکنین در کنار هورمون اکسین ضروري بنظر 
 N6 مي رسد )6 ، 26(. در این تحقیق نیز هر چند میزان کالوس در محیط
بیش��تر بود ولي کالوس جنین زا که هدف اصلي کش��ت بساک مي باشد در 
محیط کشت Chu بیشتر بود که احتمالاً به دلیل وجود هورمون زآتین در 

این محیط مي باشد.
می��زان و نوع منبع کرب��ن یکي از عوامل تاثیرگذار ب��ر تولید کالوس و 
 باززایي گیاهچه س��بز در کش��ت بس��اک غلات و همچنین برنج مي باش��د 
)19، 22(. بطوریکه اغلب محققین بر این عقیده اند که استفاده از مالتوز به 
عنوان منبع کربن بجاي س��اکاروز باعث افزایش کالوس جنین زا در کش��ت 
بس��اک بیش��تر گونه هاي گیاهي و از جمله غلات مي ش��ود )15، 25(. در 
تحقیق حاضر نیز در محیط کشت Chu ترکیبي از کربوهیدرات ها شامل: 
مالتوز، س��وربیتول و س��اکاروز استفاده شده اس��ت که باعث افزایش درصد 
باززایي گیاهچه س��بز ش��ده اس��ت. و این موضوع را Lentini و همکاران 
)16( ب��ا تحقیق ب��ر روي 23 واریته ایندیکاي برنج نیز اثب��ات کردند. آنها 
در تحقیق خود وقتي که از میزان بیش��تري مالتوز اس��تفاده کردند درصد 
تولید گیاهچه س��بز از 0/6 به 1 درصد افزایش یافت. از طرفي محققین بر 
این عقیده اند که س��اکاروز به سرعت در محیط کشت به گلوکز و فروکتوز 
 شکس��ته ش��ده و بعد از گذشت س��ه هفته از کش��ت محیط فاقد ساکاروز 
مي باش��د در حالیکه هیدرولیز شدن مالتوز در یک دوره زماني مشابه بطور 
معنی داری کندتر ازهیدرولیز ش��دن س��اکاروز می باشد. همچنین سمیت 
س��اکاروز برای میکروسپورها به علت حساس��یت میکروسپورها به فروکتوز 
مي باش��د در حالي که مالتوز از دو مولکول گلوکز تش��کیل شده است )15( 
و از طرف��ي به عل��ت کندتر تجزیه ش��دن مالتوز نوعي اس��ترس غذایي به 

جدول2-تجزیهواریانسصفاتدرصدكالوس،درصدباززاییگياهچهسبز،درصدباززاییگياهچهآلبينوودرصدباززاییكل

*و**بهترتيبمعنيداردرسطوحاحتمال5و1درصد

درجهآزاديمنابعتغييرات
ميانگينمربعات

درصد باززایي کلدرصد باززایي گیاهچه آلبینودرصد باززایي گیاهچه سبزدرصد کالوس زایي

**0/0040/127**0/208**10/059محیط کشت

**0/030**0/007**0/068**40/292مدت زمان پیش تیمار سرمایي

**0/0010/008**40/0020/013اثر متقابل

200/0010/000350/0010/001اشتباه

2/092/12102/09ضریب تغییرات
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12   )پژوهش وسازند گی(

میکروس��پورها وارد مي ش��ود که این اس��ترس جهت تغییر مسیر رشد آنها 
مفید است.

اث��ر مدت زم��ان پیش تیمار س��رمایی در تمامی صفات م��ورد مطالعه 
در س��طح یک درصد معنی دار ش��ده اس��ت )ج��دول 2(. میانگین درصد 
کالوس زای��ی در مدت زم��ان 8 روز کمترین مق��دار )1/533( و در 14 روز 
بیشترین مقدار )3/22( را داشت. با افزایش مدت زمان پیش تیمار سرمایی 
درص��د کالوس زایی نی��ز افزایش می یابد تاجائیکه در14 روز به بیش��ترین 
مق��دار می رس��د و بعد از آن ش��روع ب��ه کاهش می کن��د بطوریکه درصد 
کالوس زای��ی در 16 روز پیش تیمار س��رمایی کمت��ر از 14 روز پیش تیمار 
س��رمایی می باش��د )نمودار 2(. میانگی��ن درصد باززایی گیاهچه س��بز در 
تیمارهای مختلف مدت زمان پیش تیمار س��رمایی بطور معنی داری با هم 
متفاوت می باش��ند بطوری که در مدت زمان 8 و 10 روز بیش��ترین درصد 
باززایی گیاه سبز بدست آمد )به ترتیب 0/445 و 0/433( و در مدت زمان 
16 روز کمترین میزان باززایی گیاهچه س��بز )0( را داشتیم )نمودار 3(. در 
مورد باززایی گیاهچه آلبینو تیمارهای 8، 10، 12 و 14 روز با هم  اختلاف 
معنی داری نداش��تند ول��ی تیمار 16 روز بطور معن��ی داری باعث افزایش 
درصد باززایی گیاهچه آلبینو ش��ده است )نمودار 4(.  درصد باززایی کل در 
10 روز بیش��ترین مقدار )0/789( و در 16 روز کمترین مقدار )0/422( را 
داش��ت )نمودار 5(. Pande )24( با بررسی مدت زمان های متفاوت پیش 
تیمار س��رمایی بر روی ارقام ایندیکا اعلام کرد که بهترین مدت زمان پیش 
تیمار سرمایی، 10 روز می باشد هر چند که با افزایش درصد باززایی آلبینو 
همراه می باش��د یعنی تع��داد زیادی از کالوس ها تبدیل ب��ه گیاهچه آلبینو 
می ش��وند. در این تحقیق نیز با توجه به نتایج بدس��ت آمده بهترین مدت 
زمان پیش تیمار س��رمایی 10 تا 11 روز می باش��د زیرا هر چند با افزایش 
م��دت زمان پیش تیمار س��رمایی درصد کالوس زای��ی افزایش می یابد ولی 
علاوه بر کاهش درصد باززایی گیاهچه س��بز درصد باززایی گیاهچه آلبینو 
افزای��ش می یابد. در تحقیق دیگ��ری Gupta وBorthakur )10( پیش 
تیمار سرمایی 10 تا 11 روز را مناسب ترین زمان برای ارقام ایندیکا معرفی 
کردن��د و اعلام کردند که افزایش مدت زمان پیش تیمار س��رمایی هر چند 
درصد کالوس زایی را افزایش می ده��د ولی اغلب کالوس ها گیاهچه آلبینو 
تولی��د می کنن��د Trejo-Tapia و همکاران )29( با بررس��ی مدت زمان 

پیش تیمار س��رمایی در هیبریدهای ایندیکا در ژاپونیکا بهترین مدت زمان 
پیش تیمار س��رمایی برای تولید کالوس را 14 روز اعلام کردند. بنابراین با 
توجه به تحقیق حاضر و نتایج تحقیقات گذشته می توان گفت که هر چند 
پیش تیمار سرمایی در ژنوتیپهای مختلف اثرات متفاوتی دارد ولی علاوه بر 
ضروری بودن پیش تیمار س��رمایی برای تغییر مس��یر تکامل میکروسپورها 

مدت زمان خیلی طولانی باعث کاهش پاسخ به کشت بساک می گردد.
اثر متقابل بین مدت زمان پیش تیمار س��رمایي و محیط کش��ت در صفت 
درصد کالوس زایي معني دار نشده است )جدول 2( و همانطور که در نمودار 
1 مشخص مي باشد بیشترین درصد کالوس زایي در هر دو محیط در مدت 
زمان 14 روز و کمترین آن براي هر دو محیط کش��ت در مدت زمان 8 روز 

به دست آمده است )نمودار 2(. 
ولي در مورد درصد باززایي گیاهچه سبز اثر متقابل مدت زمان پیش تیمار 
س��رمایي و محیط کشت معني دار گردیده است یا به عبارتي میزان باززایي 
گیاهچه سبز در هر دو محیط کشت با اعمال زمان هاي مختلف پیش تیمار 
س��رمایي متغیر مي باشد. بطوري که بیش��ترین درصد باززایي گیاهچه سبز 
در محی��ط کش��ت chu ب��ا مدت زم��ان 8 و 10 روزه )ب��ه ترتیب 0/62 و 
0/65 درص��د( و کمترین آن در هر دو محیط ب��ا مدت زمان 16 روز پیش 
تیمار س��رمایي ) به میزان 0 درصد( بود )نمودار 3(. اثر متقابل پیش تیمار 
 س��رمایي و نوع محیط کش��ت بر روي درصد بوته هاي آلبینو معني دار نشد 
)ج��دول 2( در حالي ک��ه با افزایش مدت زمان پیش تیمار س��رمایي در هر 
دو محیط کش��ت بر درصد گیاهچه هاي آلبینو افزوده ش��د )نمودار 4( که 
این رابطه مس��تقیم بین مدت زمان پیش تیمار س��رمایي و درصد گیاهان 
آلبینو توس��ط Gupta و Borthkur )10( نیز گزارش شده است. در این 
مطالعه اثر متقابل بین دو فاکتور مورد بررس��ي بر روي صفت درصد باززایي 
کل معني دار ش��د )جدول 2( به گونه اي که بیش��ترین درصد باززایي کل در 
محیط کش��ت chu با تعداد روزهاي پیش تیمار سرمایي 8، 10 و 12 روزه 
ب��ه ترتیب معادل 0/91، 0/96 و 0/96 درص��د بود و کمترین آن در هر دو 
محیط کش��ت در 16 روز سرمادهي بدس��ت آمد. بنابراین تاثیر مدت زمان 
پیش تیمار س��رمایي بر روي صفات درصد باززایي گیاهچه س��بز و گیاهچه 
کل بس��ته به نوع محیط کش��ت متفاوت مي باش��د که ب��ه این موضوع در 

تحقیقات سایرین نیز اشاره شده است )24 ، 29(. 

نمودار1-تأثيرتيمارهایمختلفحاصلخيزیخاكبروزنخشكریشهاسفرزه
نمودار1-مقایسهميانگيندرصدكالوسزایی،باززایيگياهسبز،آلبينووكلدردومحيطكشتمختلف)ميانگيندارايحروفمتفاوتدرسطح5درصداختلافمعنيداردارند(.
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بنابراین به طور کلي مي توان نتیجه گرفت که با افزایش مدت زمان پیش 
تیمار سرمایي بر میزان کالوس زایي و گیاهچه هاي آلبینو تولیدي افزوده 
ش��ده و در مقابل می��زان باززایي گیاهچه هاي س��بز کاهش مي یابد و از 
طرفي تعیین مدت زمان پیش تیمار س��رمایي به نوع رقم مورد اس��تفاده 

و حتي نوع محیط کش��ت، نیز بس��تگي دارد. از طرفي توصیه مي گردد در 
تحقیقات آتي تاثیر پیش تیمارهاي دیگري نظیر ش��وک حرارتي و مانیتول 
نیز همرا پیش تیمار س��رمایي بر روي پاس��خ به آنروژنز مورد بررس��ي قرار 

گیرد. 

نمودار2-مقایسهميانگيندرصدكالوسزاییدرپيشتيمارهايسرماییمختلفواثرمتقابلآنبامحيطكشت
)ميانگيندارايحروفمتفاوتدرسطح5درصداختلافمعنيداردارند(.

نمودار3-مقایسهميانگيندرصدباززاییگياهچهسبزدرپيشتيمارهايسرماییمختلفواثرمتقابلآنبامحيطكشت

)ميانگيندارايحروفمتفاوتدرسطح5درصداختلافمعنيداردارند(

نمودار4-مقایسهميانگيندرصدباززاییگياهچهآلبينودرپيشتيمارهايسرماییمختلفواثرمتقابلآنبامحيطكشت
)ميانگيندارايحروفمتفاوتدرسطح5درصداختلافمعنيداردارند(

www.SID.ir

www.


Arc
hive

 of
 S

ID

14   )پژوهش وسازند گی(

نمودار5-مقایسهميانگيندرصدباززاییگياهچهكل)سبز+آلبينو(درپيشتيمارهايسرماییمختلفواثرمتقابلآنبامحيطكشت
)ميانگيندارايحروفمتفاوتدرسطح5درصداختلافمعنيداردارند(

پاورقیها
1- Sodium Hypochloride
2- 6-Benzylaminopurin
3- Kinetin
4- Naphetalen acetic acid
5- 2,4-dichlorophenoxi-acetic acid
6- Zeatin
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