
 ١٣٨٤ بهار و تابستان٢ و ١، شماره ٥جلد                                                                            نشريه علوم دانشگاه تربيت معلم

 
 

 لزا در درون شيشه و ساقه زايى غيرمستقيمکنوپديدى گياه 
 از آن در کشت محور زيرلپه

 
  دانشگاه تربيت معلم تهران :احمد مجد، فيروزه چمن دوستى،صديقه مهرابيان

 

 چکيده
زايى و توليد      القاى کالوس   ،١ا براسيکا نپوس   يابى به شرايط بهينه در ريز ازديادى کلز             هدف اين پژوهش دست     

 رقم طلايه اين گياه در محيط کشت پايه         محور زير لپه اى     هاى جداکشت. ها با روش کشت در شيشه بوده است          ياهچهگ

 دى  -٤،  ٢هاى متفاوتى از مواد تنظيم کننده رشد گياهى نظير              به همراه انواع و غلظت     ) MS(موراشيگ و اسکوگ  

نتايج . هاى پترى کشت شدند    در ظرف ) IBA( اسيد و اندول بوتيريک  ) BA(، بنزيل آدنين  D-2,4 )(کلروفنوکسى اسيد 

 آدنين و نيز    ليتر بنزيل   گرم در     ميلى ٢  داراى  MSدر محيط کشت پايه     : ها نشان داد که    هاى زياد و تکرار آن     آزمايش

هاى سفيد رنگى   کالوسBAگرم در ليتر   ميلى١  همراه با     IBAگرم در ليتر      ميلى ٢ تا   ١در همين محيط کشت داراى      

 از محيط BAبا حذف . دادند اى هوايى تشکيل مى هرسيد اندام متر مى  ميلى٦ تا ٥ها به  که وقتى قطر آن اد مى شدندايج

هاى کاملى را  به        ها  توليد شدند و گياهچه         ريشه IBAگرم در ليتر     ميلى ١ ها به محيط داراى     کشت و انتقال نو ساقه      

هاى زرد رنگى     کالوس D-2,4هاى متفاوتى از    وغلظت BA ليتر   گرم در   ميلى ٢در محيط کشت داراى     . وجود آوردند 

هاى  طولى و       برش هاى ميکروسکوپى در    زا را داشته و بررسى        هاى رويان  هاى کالوس  به وجود آمدند که ويژگى       

 با بيش از    MSدر محيط هاى کشت پايه     . به اثبات رسانيد  ها   ها وجود ساختارهاى ابتدايى رويانى را در آن         عرضى آن 

 کمى داشته   اى رنگى پديدار شدند که رشد بسيار       هاى قهوه   کالوس BAگرم در ليتر      ميلى ١ و   IBAگرم در ليتر    ميلى ٢

 .و در نهايت از بين رفتند
 
 مقدمه
با داشتن ريشه ها، ساقه ها، برگ ها و            (مواد غذايى   گونه هاى زراعى جنس براسيکا منابع بسيار مهمى از                

 براسيکا   .به شمار مى روند    )   دانه هاى روغنى  (ع سرشارى از روغن هاى گياهى        و نيز منب    ) جوانه هاى خوراکى  

ايران به مقدار     و در  دارد براسيکا است که به عنوان گياه روغنى ارزش زيادى           سردهسه گونه مهم    يکى از    نپوس

ح گياهان  ها از ابزارهاى مهم براى اصلا          سازى ژن  تراريختى وراثتى گياهان و نيز کلون         . شود مى  زياد کشت 

اولين ، بافت ها و اندام هاى گياهى        ياخته هاالوصول کشت    توسعه و ارائه روش هاى مناسب و سهل        . زراعى هستند 

 . ]٨[,]٥[,]٤[,]٢[در استفاده از اين ابزار مهم و قدرتمند اصلاح گياهان محسوب مى شودگام 
 

رشد گياهى:   واژه هاى کليدى کلزا، کالوس، مواد تنظيم کننده
-١ Brassica napus L. 
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 اين  ياخته اىگزارشات متعدد و متنوعى مبنى بر نوپديدى گياهان هاپلوييد با استفاده ازکشت ميکروسپور هاى تک                  

 اين روش ها  طى ساليان اخير     . گياه و ايجاد رويان هاى هاپلوييد از آن ها و تبديل رويان ها به گياهچه ها موجود است            

 از بخش هايى از گياه حاصل مى شوند که بالقوه داراى خاصيت زايش               بدنىيان هاى  و رو ] ١٩[شده اند بهينه سازى

 استفاده از تنوع سوماکلونى در توليد گياهان جديد موفق بوده است اما کاربرد آن براى توليد لاين هاى                  ].١٥[هستند

ز مبرم کشور در     ا ني هبا توجه ب   . بو هنوز گزارش نشده است       اصلاح شده جديد در دانه هاى روغنى خانواده شب          

زمينه تامين روغن و پروتئين گياهى از راه توسعه کشت گياهان روغنى از جمله کلزا، کسب آگاهى هاى علمى در                   

 .ز کشور باشداريزازديادى آن مى تواند مفيد و گامى در جهت رفع ني مورد اين گياه و بهينه سازى

 

 مواد و روش ها
کش جوانه ت  ن   جدا و تهيه ى بذر ز

و ميزان  تقريباً ت تاريکى س

 گياه کلزاى رقم طلايه پس از تهيه از مرکز توسعه و کشت و صنعت  دانه هاى روغنى و انتقال به                                     بذور

 درصد  ٥ايتکس با   و (و با استفاده از هيپوکلريت سديم تجارى         )L.A.F( آزمايشگاه در شرايط  استريل زير هود        

طر استريل در محيط هاى کشت     شو با آب مق    و   بار شست  ٤ دقيقه ضد عفونى شدند، و پس از        ٨به مدت   ) کلر فعال 

ارلن ها .  ميلى ليتر از اين محيط بودند، کشت شدند        ٥٠ ميلى ليترى که  هر کدام داراى         ٢٥٠ در ارلن هاى    MSپايه  

نور               ٨ ساعت روشنايى و         ١٦ ه اىدر شرايط  نور دور         اع   ميکرومول بر     ٢٠٠ 

 روز، محور زير لپه دانه رست هاى سترون حاصل به قطعات          ١٤ گذشت   پس از . مترمربع بر ثانيه نگه دارى شدند    

 .مترى تقسيم و  به عنوان جداکشت استفاده شدند  ميلى٦ تا ٥

 محيط ها و شرايط کشت 

نمک ها (٥/٠ MS) نمک ها و ويتامين ها(MSمحيط کشت پايه  محيط هاى کشت پايه در اين آزمايش ها عبارت از

بودند که به همه آن ها) نمک ها و ويتامين ها()١٩٧٦( و همکارانش١ گامبرگB5ت و محيط کش) و ويتامين ها

به اين محيط هاى کشت غلظت هاى متفاوتى از .  گرم در ليتر آگار اضافه شد١٠ گرم درليتر ساکارز، ٣٠

تنظيم مواد  همچنين از محيط هاى کشت پايه بدون.  اضافه شد )BA( و سيتوکينين) IBA و  D -4 ,2(اکسين ها

 محيط هاى کشت قبل از اوتوکلاو با استفاده از سود يک  pH.کننده رشد گياهى نيز به عنوان شاهد استفاده شد

 درجه ٢٤+٢تمام کشت ها در دماى .  تنظيم شد٨/٥در حد ) HCl 1N( و اسيد يک نرمال) NaOH 1N( نرمال

ى و در مرحله اندام زايى تحت نور با شدت کشت ها در مرحله کالوس زايى درتاريک. سانتى گراد نگه دارى شدند

 . ميکرو مول بر مترمربع بر ثانيه نگه دارى شدند٢٠٠
 

Gamborg-١ 
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 القاى کالوس 

  تا ٢ همراه با  B5 و MS, 0.5MSمترى محور زير لپه بر روى محيط هاى کشت پايه   ميلى٦ تا ٥قطعات 

 ميلى گرم در   ٢ تا   ١از محيط هاى داراى    . کشت شدند   BA ميلى گرم در ليتر   ٢ و   D-2,4 ميلى گرم در ليتر     ١٠

همه محيط هاى  .  نيزبه تنهايى استفاده شد      BA ميلى گرم در ليتر    ٢ و نيز      BA ميلى گرم در ليتر    ١ و IBAليتر

 روز وجود يا نبود      ٢٠بعد از گذشت حدود     .  ميلى گرم در ليتر هيدروليزاى کازئين نيز بودند        ٥٠٠کشت داراى   

 .شد بررسى  زايى آن بر مبناى رنگ و قدرت نوپديدى يا شبه  رويانکالوس و کيفيت 

 تشکيل ساقه و نوپديدى گياه 

ماه بر روى محيط هاى کشت      کالوس هاى سفيد رنگ در حال تکثير سلولى و افزايش حجم بعد از حدود يک              

ساقه ها . اکشت شدند به منظور ساقه زايى و    )  محيط هاى القاى کالوس  ( داراى ترکيبات هورمونى قبلى      MSپايه  

 ميلى گرم در   ٢ تا   ١ همراه با     MS بدون هورمون و نيز محيط         MSبراى ريشه زايى به محيط هاى کشت پايه         

 ٢٠دار شده  درصد ساقه هاى ريشه.  منتقل شدندIBA ميلى گرم درليتر ٢ تا ١و) NAA(ليتر نفتالن استيک اسيد

 .روز بعد ازکشت محاسبه شد

 بررسى هاى ميکروسکوپى 

 درصد  ٣٧ ميلى ليتر فرمالدئيد    ٢ درجه،   ٩٦ ميلى ليتر اتانول    ١٧ترکيبى از (FAAکالوس ها  در فيکساتور      

. سازى با پارافين، عبور کردند      از مراحل آب گيرى و اشباع     . تثبيت شدند )  ميلى ليتر اسيد استيک گلاسايل     ١و  

سپس لام ها .  چرخنده از آن ها تهيه شد ميکرومتر با ميکروتوم دستى٨گيرى برش هايى با ضخامت  پس از قالب

در خاتمه با رنگ آميزى        . دهى مجدد و رنگ آميزى سريع عبور داده شدند                    آب  ,از مراحل پارافين زدايى       

  ].١٢[مضاعف هماتوکسيلين و ائوزين رنگ شدند

 بررسى هاى آمارى 

.  تکرار بود  ٢٠يمار شامل      هر ت . همه آزمايش ها بر پايه طراحى تصادفى تنظيم و سه مرتبه تکرار شدند               

) ١ آنوآ تست(دهنده ساقه تنظيم شد و داده ها تحت آزمون دانکن              مشاهدات بر مبناى تعداد جداکشت هاى تشکيل        

 .قرار گرفتند
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 نتايج

 س القاى کالو

د از گذشت حدود         ا٢بع تقرار جداکشت ه ته از اس د) لپه  هف کالوس    

ا تشکيل شدند         تهاى جداکشت ه  روز بعد ازکشت، اين کالوس ها از لحاظ رنگ ظاهرى و قدرت نوپديدى٢٠ان

د              يم بودن ابل تقس تفاوت ق وع م ه سه ن فيد رنگ  در محيط هاى داراى               . ب اى س الوس ه  ميلى   تا  ١ک

IBA تر         ١ و رم در لي ى گ يز     BA ميل تر   ٢ و ن رم در لي ى گ ه تنها BA ميل دند     ب ى تشکيل مى ش ي

ى از              اى متفاوت اى کشت داراى غلظت ه ا  D-2,4رنگ در محيط ه BA ميلى    ب

  لک   ش

٢وشکل  (دادBA  ميل  D-2,4 ميلى  داراى

يش از     ا ب تر      ٢ب رم در لي ى گ تر    ١وIBA ميل رم در لي ى گ ب   BA ميل الوس ه ب     ک

 .  

ها  محور هاى زير (          کشت،  محيط ر دو در

 .              

در ليتر ٢ گرم

کالوس هاى زرد . 

.  به وجود  آمدندگرم در ليتر٢

را درمراحل ابتدايى رويانى محيط بررسى هاى ميکروسکوپى نورى حضور ساختارهاى ابتدايى گيرى در

در محيط هاى کشت ).  ١هاى نشان ى گرم در ليتر٢وگرم در ليتر١٠ 

و    رنگ قهوه اى  تيره بودند ه ه ا

رفتند تدريج  از بين

تشکيل ساقه

ر که ق ط

 

 

 

١ ٢  

 

 

 
 ١پى مربوط به شکل  برش ميکروسکو-٢شکل  زير لپه شده از جداکشت هاى محور  کالوس ايجاد-١شکل

 که  يکى از رويان ها را درمرحله قلبى     وD-2,4گرم در ليتر  ميلى ١٠ داراى  MSدر محيط 
 شکل نشا ن مى دهد      BA ميلى گرم در ليتر ٢

 

 

بلاً نيز اشاره شد سه نوع کالوس بر اساس رنگ و توان نوپديدى در محيط هاى کشت تشکيل                          همان  و

و محيط هاى کشت بر روى واکنش هاى ريخت زايى کاملا مشخص و              ) سفيد و زرد  (تأثير نوع کالوس ها  . شدند

 ١ و   IBA ميلى گرم در ليتر      ٢ تا   ١کالوس هاى سفيد رنگى که در محيط هاى کشت پايه همراه با               . آشکار بود 

 ادى ساقه زايى کردند     تشکيل شدند به مقدار خيلى زي              BA ميلى گرم در ليتر       ٢ و نيز    BAليتر ميلى گرم در  

 در طى دومين واکشت بر سطح اين کالوس ها توده هاى روشن و کوچکى پديدار شدند  که با                 ) ٤ و   ٣شکل هاى  (
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 ميلى گرم در    ٢ميانگين تعداد ساقه ها در هر جداکشت درمحيط داراى         . تکثير و نمو بيش تر به ساقه تبديل شدند       

 ).   درصد٨٩ + ٢٧/٠ .(  بيش ترين مقدار بودBAليتر 

 

 

 

 

 

 

 
 

شده در محيط٣شکل ه ايجاد محيط  داراىسا شده در هاى ايجاد   سا
ميلى گرم در ليترميلى گرم در ليتر١وميلى گرم در 

و نوپديدى گياه زايى

هورمون براى   و داراى  ط پايه بدون يز  و ن

در اين يشه زايى مشاهده شد ر 

ى نوپديد با بيش ترين) ٢ ه ش تشکيل )  ر

ى ٩شدند ه و به اين ترتيب  کردند ه ايجاد ري

                        

شدن ىسپس گلدانى ).و٦و٥ه

قه     -٤شکل   MSق   -  MS 
ليتر ١  IBA     BA   ٢داراى  BA 

   ريشه

اى کشت                  ه محيط ه د ب و پدي اى ن اقه ه ي MS  NAA  IBAس مح  

دند        ى واکشت ش ط در محيط کشت داراى        . ريشه زاي . IBA ميلى گرم در ليتر   ١فق

ا مقدار  کم تر از ساير محيط ها    (روز محيط کشت طى حدود        ه  درصد٩٠  (ي

ا تا  ٨اقه ها به اين محيط هر کدام        دو هفته بعد از انتقال س     .  گياهچه  ش    

د        ه وجود آمدن امل ب م رطوبت بيرون از شيشه را طى کرده و. ک ا محيط ک راحل سازش ب امل م اى ک ياهچه ه گ

د ا (   ٧    شکل 

 

 

 

 

 

 
 م در ليتر ميلى گر١  داراى MS ريشه زايى  در محيط -٥شکل 

 IBAبه تنهايى و تشکيل گياهچه هاى کامل   
  در مرحله سازش٥ گياهچه هاى شکل -٦شکل 
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  در مرحله گلدانى شدن٦ گياهچه هاى شکل -٧شکل 

 
 بحث

تايج به دست آمده دراين بررسى نشان مى دهد که  حضور                در محيط هاى کشت سبب ايجاد کالوس هاىD-2,4ن

اهدات مسکروسکوپى و توان نو پديدى وجود دارند که.زرد رنگ مى شود       ه مش ر پاي ى ب اى فراوان زارش ه  گ

د                   ا دارن الوس ه وع از ک ن ن ودن اي ان زا ب ي.  ٩١٠،١١،١٤[،]٨[،٥[،]٤[،]٢[نشان از روي ا  ر

 ام     

         

                      

ى  ][][][،]] نزا وي

مرحله آن که اولين متعددى است مراحل ل : استچنينپيکرى ش

               

د گياهى مخصوص رد   ][رش هاى ما نيز هاى در 

  

ى نوپديد ايجاد  ه ش ها به اثبا ). ر را در  ى ويا ولى بررسى هاى ميکروسکوپى حضور ساختارهاى

 ميلى گرم ١وگرم در ليتر٢ تا١ 

هاى نو پديد در    سا اد ن  ميانگي

ها بيش تر بود ميلى گرم در ٢  ر سا ل   از س همکاران در و

           

و همچنين  کردند     

                               

کشت دارد محيط هورمون در مقدار اين مستقيمى با .بستگى

ى ).  (             ه

را ى و هاى وجود ها شده از اين  کرد در ميکروسکوپى تهيه مى تواناين  بر بنا. ها ثابت

١

از کشت هاى رويان زا، با کشت         جداکشت هاى اوليه بر روى محيط هاى کشت تکميل شده با مواد تنظيم کنندهآغ

آزمايش   کالوس  ز. ١٥اً اکسين ها و در برخى موارد سيتوکينين ها            

يچ گونه نشان ويژگى هاى ريخت زايى حتى پس از               ها و ساقه   ( ماه استقرار در محيط کشت نشان ندادند       ٥رنگ ه

نکردند     ا ه  آن ي ن    ر

انيد   الوس هاى ايجاد شده در محيط هاى کشت پايه داراى          . ت رس   IBA ميلى   ک

تر     تر         ٢  و    BAدر لي رم در لي ى گ د       BA ميل و پدي اى ن اقه ه اد   س ردند ايج قه . ک ايج 

ي محيط BAليترمحيط کشت داراى      .Y. H. DANا    

تند  اعلام    ١٩٩٨ ه محور هاى زير لپه دانه رست هاى            داش  روزه گياه سويا بعد از قرار گرفتن در محيط هاى٧ ک

ا٥کشت داراى      ن        ١٠ ت نزيل آدني ولار ب يکرو م  ١رودراسمى. ساقه هاى نوپديد ايجاد     ) BA(   م

ال ده در محيط هاى کشت بافت برنج١٩٩٨همکارانشان درس اد ش د ايج اى نوپدي اقه ه داد س ه تع ردند ک  ثابت ک

      

ا   فيد رنگ ايج اى س الوس ه ر سطح ک ده در محيط کشت داراى ب تر  ٢د ش رم در لي ى گ تگىBA ميل اى    برجس ه

ندى ظاهر مى شدند که با بررسى هاى اوليه کاملا شبيه رويان هاى پيکرى بودند ا٨شکلانگشت مان برش 

يش  برجستگى   مريستم  ر  آن   

-V. Rudraswamy 
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اى رويشى و ساقه هاى نوپديد به شکل کامل و يا بخشى از اين مراحل تم ه اد مريس راحل ايج ه م يجه گرفت ک نت

ند                 يکرى را طى مى کن ى پ ان زاي ه روي بيه ب ى ش اى کشت حالات ا٩ شکل  (در محيط ه  گزارش 

               

ى  ).  ه ن نتايج با اي

ش پى .جى را ک ه ى داردو . سو ن ١ليو ا م  ي هم  

 

 

 

 

 
٨ 

 
  برجستگى ها انگشت مانند ايجاد شده بر سطح کالوس هاى سفيد -٨شکل 

 BA ميلى گرم در ليتر ٢به وجود آمده در محيط داراى 

 

  برش ميکروسکوپى از يکى ازاين برجستگى ها-٩شکل

  MS واکنش ساقه زايى جداکشت هاى محور زير لپه در محيط هاى کشت -١جدول 

 
واکنش ساقه زايى بر 

 حسب تعداد ساقههاى 
ايجادشده در هر  

جداکشت 

٤،٢-دى کلروفنوکسى 
استيک اسيد 

ايندول بوتيريک اسيد  بنزيلآدنين 

 0e 0 1 0.7
 0.56+0.16b 0 1 1
 0.58+0.019e 0 1 2

 0e 0 1 3
 0e 0 1 5
 0e 2 1 0
 0e 3 3 0
 0e 4 4 0
 0e 5 5 0
 0e 6 6 0
 0e 7 7 0
 0e 8 8 0
 0e 9 9 0
 0e 10 10 0

 0.89+0.27a 0 0 0

٩ 

 نظيم کننده رشد گياهىداراى مقادير متفاوتى از مواد ت
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

J. P. Luo-١  
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طور که   همان.  تکرار استفاده شده است      ٢٠آزمايش سه مرتبه تکرار شده و درمجموع براى هر تيمار                هر  

دار درسطح   اختلاف معنى )   که واکنش ساقه زايى در آن ها مشاهده شد      (١٥ و   ٣،  ٢ملاحظه مى شود بين تيمار هاى     

 .ا مشاهده مى شود درصد خط١
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