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  چكيده
سازي كشت بافت براي فرآيند انتقال ژن و تهيه گياهان عاري از بيماري باكتريايي و ويروسي لازم و ضروري است. بهينه

 دانشگاه كشاورزي دانشكده ييوتكنولوژبيشگاه تكرار در آزما ٣با  يدر قالب طرح كاملاً تصادف يلفاكتورصورت به يشآزما ينا
جنين نارس و جنين بالغ  ين،آذمختلفي نظير گل هاييزنمونهدر گندم از ر .گرفت انجام ١٣٩٥ سال در آذربايجان مدني شهيد
ريزنمونه  عنوانبهوقتي از جنين بالغ اي اين است كه لپهياهان تكگيكي از معايب مهم . شده است استفاده كشت بافتبراي 

گياه  ييش براي باززايآزما ينادر . يابدكاهش ميهاي نابالغ شوند فراواني باززايي از كالوس در مقايسه با جنيناستفاده مي
استفاده هاي كولئوپتيلي ريزنمونه رويهاي اكسيني و سيتوكيني متفاوت از هورمونو  6Nو  MSگندم از دو نوع محيط كشت 

بهترين هورمون هاي سيتوكيني مختلف در بين هورمونو  C-D-9 يارزيابي نتايج نشان داد كه بهترين ژنوتيپ براي باززايشد. 
BAP  گرم ميلي١ محيط كشت حاوي در ترين باززاييهاي مختلف اكسيني بيشدر بين هورمونگرم در ليتر و ميلي ٢حاوي
باززايي مربوط  بالاترين ميزان ،MSمختلف  هايآمد. در محيط كشت به دستBA گرم در ليتر ميلي١همراه به IAA ردر ليت

مقايسه بود.  6N(3)كشت محيط  باززايي مربوط به بالاترين ميزان 6Nدر محيط كشت مختلف  و MS(3)كشت محيط  به
  كند. بهتر عمل مي 6Nنسبت به  MSمحيط كشت  گندم نشان داد كهها لاين در باززايي 6Nبا  MSمحيط كشت 
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  مقدمه
 زير سطح. جهان است و ايران محصول ينترمهم گندم

 هكتار ميليون ٢٢٠-٢٣٠ برابر دنيا در محصول اين كشت
 غلات ساير از كه است هكتار ميليون ٦/٥ حدود ايران در و

است  غلات كليه كشت زير سطح درصد ٢٢ و برابر تربيش
)Kazemi Arbat, 2005( .هاي اخير توليد غلات در سال

 كاهش متعدد زنده ريغهاي زنده و دليل تشديد تنشبه
اصلاح ارقام غلات سازگار به تنش رو نيا از ،است افتهي

يك ضرورت در اصلاح غلات  زنده ريغهاي متعدد زنده و 
 يلدلبهژنتيكي  يورزدستاز طريق اصلاح غلات باشد. مي

هاي كشت بافت و باززايي كارآ و عدم دسترسي به روش
 هاييزنمونهدر گندم از رمطمئن محدود شده است. 

نارس و جنين بالغ براي توليد  ينآذمختلفي نظير گل
به حال كشت جنين نارس تا  شده است و كالوس استفاده

طالعات كشت كالوس عنوان بهترين ريزنمونه در مگندم به
 ;Carman et al., 1988(شده است  در گندم شناخته

Chowdhury et al., 1991; Ozgen et al., 1996; 
NouriDelavar and Arzani, 2000 ( استفاده از . اما

ي بذرهاي خشك داراي زنجوانهقطعات برگي حاصل از 
توان به سهولت كار و مي جمله ازمزاياي متعددي است كه 

 Yu(سال اشاره كرد تمام طول بودن آن در دسترس لقاب

et al., 2008(.  ًمحيط از كالوس توليد بافت برايغالبا 
عنوان به گلوكز يا ساكارز و شودمي استفاده MS كشت
 .)Farsi and Zolali, 2008( رودمي كار به قند منبع
از  ترمشكل معمولاً يالپهتك گياهان در كالوس توليد

القاء  براي همين دليلبه گيرد،مي صورت ايولپهد گياهان
هاي هورمون كردناضافه به كالوس، نياز تشكيل و

باززايي گياه از كالوس يك پديده باشد. مي مصنوعي
باشد كه عوامل داخلي و خارجي مرفوژنتيكي پيچيده مي

 Hagio( كنندنقش مهمي در آن ايفا مي گياه فيزيولوژيك

et al., 2002(. و  كــالوس رشــد در موفقيــت ــزانمي
 يزنمونهر بـه نوع زيـادي بسـتگي غـلات در گياه باززايي

، ـلاوه بــر عوامــل فيزيولــوژيكعـ. داردجداشده 
كننـده صـفت باززايي در هـاي كنتـرلبسياري از ژن

 شده يهـاي گياهي بررسگندم، بـرنج، جـو و سـاير گونـه
ژنتيكي صفات پاسخگو به كشت است كه بيانگر كنترل 

 يطوركلبه .)Ben Amer et al., 1999( باشدمي بافت
مختلف گنـدم نسـبت بـه توانـايي  هاييپپاسخ ژنوت

باشد. بسياري از محققان بـاززايي از كـالوس متفـاوت مي

هـاي ناشـي از تفـاوت تركيـب و غلظـترا وجود اين امـر 
هــاي تفــاوت هـاي داخلــي گيــاه وهورمـون

استفاده و  هـاي مصـنوعي موردهورمون حساســيت بــه
 ,.Luica et al(انـد شـرايط محيطي گياه اعلام نموده

1997; Tarinejad et al., 2007; Mendoza and 
Kaeppler,  2002( .استيك -٣-ي نظير ايندولهاهورمون

ع به عنوان بهترين مناب )BA( بنزيل آدنين و )IAA( اسيد
 شده استكننده رشد براي باززايي در گندم شناختهتنظيم

)Satyvathi et al., 2004(  و تعـدادي ژن در كنتـرل
 Ben Amer et)، مؤثر است گندم هاييپبـاززايي ژنوت

al., 1999).  در آزمايشي از كشت جنين رسيده براي
زايي در گندم استفاده شد. كه در اين آزمايش كالوس

در محيط  درصد ٣٣/٨٨زايي ان كالوسترين ميزبيش
گرم ميلي ١و   D-2,4گرم درليتر ميلي ٤داراي MSكشت 

 ,Turhan and Baser). دست آمدبه NAA در ليتر

ژنوتيپ  ٤٧زايي و بازايي در پژوهشي ديگر كالوس (2003
گرفت.  قراري بررس موردرسيده گندم از ريزنمونه جنين

كارايي كشت و ظرفيت  يي،باززا ظرن ازداري يمعناختلاف 
در  .)et al., 2004)  Zaleباززايي بين ارقام وجود داشت 

هاي رشد پژوهشي از جنين بالغ گندم به تنظيم كننده
توفوردي و زآتين استفاده شد. بهترين محيط كشت براي 

گرم بر ميلي ٢حاوي  MSزايي محيط كشت القاي كالوس
كشت براي  ليتر توفوردي اعلام شد و بهترين محيط

- ميلي ٢حاوي  MSزايي محيط كشت زايي و ريشهشاخه

گرم بر ليتر زآتين ميلي ١گرم بر ليتر توفوردي به همراه 
اعلام شد. باززايي در اين تحقيق بسته به ژنوتيپ متفاوت 

 ٤٥حدود  Nebtaترين ميزان باززايي براي رقم بود بيش

ي رقم و برا درصد ٤٩ حدود Sasareebو براي رقم  درصد
Iman  اعلام شد درصد ٤٢حدود )Badr Eldin et al., 

زايي و باززايي اي براي القاي كالوسدر مطالعه .)2012
عنوان ريزنمونه استفاده شد. گياه گندم از جنين بالغ به

گرم در ليتر توفوردي به ميلي ٣زايي از براي القاي كالوس
يي از محيط و براي باززا Kinگرم در ليتر ميلي ٥/٠همراه 

ها گزارش كردند كه كشت فاقد هورمون استفاده شد. آن
ظرفيت توليد كالوس و باززايي وابسته به ژنوتيپ است. 

حدود  Pavon-76زايي براي رقم ترين ميزان كالوسبيش
و براي رقم  درصد ٦٤ Kanchanي رقم راب و درصد ٦٨

Akbar ترين ميزان باززايي اعلام شد و بيش درصد ٢٨
 حدود by BARI gom 25 و BARI gom 21ي رقم برا
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و براي  درصد ١٥حدود  Akbarو براي رقم  درصد ١٩
 Islam et(اعلام شد  درصد ١٣حدود  Pavon-76رقم 

al., 2015(. زايي و اي براي القاي كالوسدر مطالعه
عنوان ريزنمونه استفاده باززايي گياه گندم از جنين بالغ به

محيط كشت  ٥رقم گندم و  ٤ز در اين آزمايش اشد. 
)5M-4M-3M-2M-1M( ترين كالوساستفاده شد. بيش -

گرم در ميلي ١حاوي  1Mزايي مربوط به محيط كشت 
ترين ميزان باززايي براي ريزنمونه بيش ،ليتر توفوردي بود

 ٤٤/٦٠ترتيب هب 4Mو  1M جنين نابالغ در محيط كشت 
بالغ در  و براي ريزنمونه جنين درصد ٥٥/٥٢و  درصد

 Hakam(بود  درصد ٢٣/٥٨به ميزان  3Mمحيط كشت 

et al., 2015(.  آيدين و همكاران)Aydin et al., 

 درصد ٩٥اند كه گزارش نمودند كه توانسته )2013
حمايت با زا، را از ريزنمونه جنين بالغ كالوس جنين

باززايي از كالوس  درصد ٥٠آندوسپرم توليد كنند و 
هاي اخير گزارش شده رند. در آزمايشزا به دست آوجنين

اند باززايي از كالوس در محيط كشت است كه توانسته
MS  حاويBA  وIAA دست آورند به)Fahmy et al., 

هاي مختلف اي كه بر روي تاثير غلظتدر مطالعه .)2012
با بر روي القاي كاميتوفوردي و دكننده رشد تنظيم

رين محيط كشت براي كالوس و باززايي انجام شد. بهت
گرم بر ميلي ٤زايي و باززايي محيط كشت حاوي كالوس

 ,.Erkoyuncu et al(ليتر ديكامبا براي جنين بالغ جو 

 )Ren et al., 2010(و جنين نابالغ گندم،  )2016
اي از سه نوع اكسين مختلف گزارش شد. در مطالعه

ين تر(توفوردي، ديكامبا و پيكلورام ) استفاده شد. بيش
دست آمد. همچنين ) بهدرصد ٣/٩٣ميزان القاي كالوس (

 ها گزارش نمودند كه غلظت بالاي  اكسين ديكامباآن
)mg/l تاثير مثبتي در القاي كالوس دارد  )١٢- ١٠
)Aydin et al., 2015(. دهد ها نشان مياين پژوهش

عنوان ريزنمونه در كشت اكثر محققين از جنين بالغ به
ولي باززايي ارقام با استفاده  .انداده نمودهبافت گندم استف

است. روي اين  از ريزنمونه جنين بالغ هميشه پايين بوده
بـه  گندم نان چهار لايندر تحقيق حاضر واكنش اصل، 

در سطوح نظر باززايي  از قطعات برگي (كولئوپتيل)كشـت 
 بررسييتوكينين مورد سي اكسيني و هاهورمونمختلف 

ف از انجام اين آزمايش، ارائه پروتكل هد قرار گرفت.
گندم و لاين يادي چهار ازديزركارآمد براي كشت بافت و 

براي مطالعه انتقال ژن و  كارآمدكردن ابزار فراهم

 كشت برهاي مبتني ي ژنتيكي با استفاده از روشكاردست
   .بافت، در دورنماي آينده است

  
  هامواد و روش

، گندم مختلفهاي لاين باززايي به پاسخ يبررس يبرا
 با ليفاكتور شيآزما ازها لاين ييباززا درصد يبررسبراي 

محيط كشت  و سطح چهار درهاي گندم لاين عامل دو
 كننده رشدتنظيم ٦هركدام حاوي   6N و  MSمختلف 

Kin و BAP IAA, NAA, BA   نوع  ١٢كه در مجموع
 اب يتصادف كاملا طرح قالب درمحيط كشت متفاوت بود 

  .شد استفاده تكرار چهار
 ,C-D-4, C-D-6( هاينام بهگندم  لاينچهار بذور

C-D-8, C-D-9 ( از موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال
 داشتند سالم ظاهري كه بذوريگرديد.  تهيه كرجو بذر 

 با ضدعفوني. شدند انتخاب كشت و ضدعفوني براي
 سپس و يقهدق ١ مدتبه درصد ٧٠ الكل در بذور قراردادن

 استريل مقطر آب درها آن شناورساختن با بذور شستشوي
 لامينار هود استريل يمحفظه يرز در بذور سپس. شد آغاز
 ٢٥/٢( حجمي درصد ٤٥ سديم هيپوكلريت محلول در

 ١٥ مدتبه ٢٠ تويينقطره  ١ با همراه )مؤثره ماده درصد
 بار سه بذور اين آخر مرحله در. شدند داده قرار يقهدق
 استريلدو بار مقطر  آب با دقيقه ٥ و ٣، ١ مدت به واليمت

 قرار استريل صافي كاغذ روي سپس شدند. داده شستشو

زماني كه  شود خشك كاملاًها آن سطحي آب تا شد داده
 براي شدند سطحي استريليزاسيون نظر مورد بذرهاي

 اندازه كهوقتي. گرفتند قرار MS ½ محيط در زنيجوانه
 كلئوپتيل ،)١(شكل  رسيد مترسانتي ٥- ١٠ به گياهچه

 قسمت اين. شد جدا ساقه بخش از مترسانتي ١- ٢ اندازهبه
 اين سپس شد. تقسيم متريميلي ١-٢ قطعات به برگ از

 1G1ML ) ,et al.Ahmadabadi محيط در قطعات

گرم يليم ٢ و N6 هايها و نمكويتامين (حاوي، )2007
 ين،پرول L- ليتر م درگريليم ٢٨٨٠ گلايسين، ليتر در

 ساكاروز ليتر در گرم ٣٠ كازوئين، ليتر در گرمميلي ١٠٠
 يپتر هر در گرفتند قرار كالوس القا ي) برا٨/٥ با اسيديته

 ٩ تعداد بود، كشت محيط از ليترميلي ٢٠ حاوي كه يشد
 بسته يلمپاراف با ظروف درب سپس گرديد. كشت ريزنمونه

 دماي و تاريكي شرايط در زاييكالوس جهت هانمونه. شد
شدند.  داده قرار هفته ٢ مدتبه لسيوسس يدرجه ٢٥ ±١

تكثير و رشد جهت توليد شده هايكالوس بعد يمرحله در
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 يامشابه كشت محيطبه زاهاي جنينو توليد كالوس 
2C1ML )2007 ,et al.Ahmadabadi (، تفاوت اين با 

نيترات  ليترگرم در ميلي ٥٠٠و  ٢٥٠دو سطح  حاوي كه
 و ناصاف روشن، زرد هايكالوسشدند.  واكشت نقره بود
 و دارآب صاف، هايكالوس مقابل در و زانيجن شكننده

 ). دو١ (شكل شدند يتلق زاينجنيرغ عنوانبه رنگيريش

 باززايي براي زاجنين هايكالوس واكشت، از پس هفته
 3R1ML ) ,et al.Ahmadabadi ييباززا محيط به گياه

شده  استفاده هايكشت محيط شدند. داده انتقال، )2007
هركدام  كه .بودند 6Nو  MSكشت  محيط باززايي، براي

   ).١جدول بودند (شامل شش محيط كشت متفاوت 

  
 انواع محيط كشت باززايي بر روي ريزنمونه قطعات برگي -١جدول 

Table 1. Type of regeneration media was used for wheat coleoptile segment explants  

MS(1) MS  MS(4)  بدون هورمون 
MS+2 mg/L 
KIN + 0.5 
mg/L NAA 

N6(1) 
N6+0.5 mg/L 

BAP 
N6(4) 

N6+0.5 mg/L 
KIN 

MS(2) 
MS+1 mg/L 

IAA+ 1 mg/L 
BA 

MS(5) 
MS+2 mg/L 
BAP+ 0.5 
mg/L IAA 

N6(2) 
N6+ 2 mg/L 

BAP 
N6(5) 

N6+2 mg/L 
BAP+0.5 mg/L 

NAA 

MS(3) 
MS+1 mg/L 

IAA+ 0.5 mg/L 
BA 

MS(6) 
MS+2 mg/L 

BAP+ 1 mg/L 
NAA 

N6(3) 
N6+ 2 mg/L 

KIN+ 0.5 mg/L 
NAA 

N6(6) 
N6+1 mg/L 

IAA+1 mg/L BA 

  
 هانمونه ابتدا باززايي، محيط در هاكالوس كشت از بعد

درجه  ٢٥±١ دماي و تاريكي شرايط در هفته ١مدت  به
 تحت هانمونه مدت ينا از . بعدگرديدند تيمار سلسيوس

 دماي در تاريكي ساعت ٨ و روشناييساعت  ١٦ تيمار
 باززايي، آغاز از پس گرفتند. قرار سلسيوس يدرجه ٢٥±١

 محيط با آزمايش هايلوله به دادهرنگ تغيير هايكالوس
 رشد براي كافي فضاي تا شدند منتقل مشابه كشت

 ٢ به طول شدههاي باززاشاخه. باشد داشته وجود گياهچه
به  ها،ريشه يتوسعه و توليد جهت متر،يسانت ٣الي 

گرم در ليتر  ٣٠فاقد هورمون حاوي  MSمحيط كشت 
 يلوله از شده دارريشه گياهان. انتقال داده شدساكارز 
 به استريل خاك در كشت از پس وشده  خارج آزمايش
  ).١ شدند (شكل داده انتقال يسازسازگار محيط

  
  نتايج و بحث

  حيط كشت بر روي باززايي گياه مطالعه انواع م
براي بررسي اثر انواع محيط كشت در توانايي باززايي 

ابتدا  C-D-8 ،C-D-6 ،C-D-4 ،C-D-9ها لاين از
هاي قطعات برگي آن در محيط كشت حاوي ريزنمونه

توليد  بعد ازكشت شدند و  توفورديگرم در ليتر ميلي٥/٢
نوع محيط كشت باززايي  ١٢ها را به كالوس، كالوس

زايي متفاوت منتقل شدند. بعد از شش هفته درصد شاخه
 هايدر محيط كشت ثبت گرديد. با بررسي داده

 )١كشت (جدول نوع محيط  ١٢از اين  آمدهدستبه
درصد از نظر هاي كشت مشخص شد كه بين محيط

داري در سطح احتمال يك درصد زايي تفاوت معنيشاخه
  .)٢جدول(وجود دارد 

ميلي گرم  ٢با تركيب هورموني  N6(3)محيط كشت 
- يشب NAA گرم بر ليترهمراه نيم ميليبه Kin بر ليتر

) را نشان داد و درصد ٣٧/٢٠ميزان (ترين درصد باززايي به
گرم در ميلي ٢ با تركيب هورموني N6 (4)محيط كشت 

ين تركم TDZگرم در ليتر ميلي ٣/٠همراه به BAPليتر 
  ).٢شكل ( مشاهده شدزان درصد باززايي مي

  يتوكينين در باززاييساثر ميزان 
 باززايي بـراي كشـت محـيط در هايتوكينينس حضـور

 زيـرا اسـت، ضـروري ايشيشـه درون شرايط در گياهان
 يزيابيتما براي مناسب هايژن بيان براي هاهورمون ايـن

 ,Ho and Vasil( هسـتند ضروري ساقه هايجوانه

 القـاي در مختلـف هاييتوكينينس توانـايي. )1983

 پايداري، قبيل از فاكتورهايي به توانمي را شاخساره
 نسبت هورمون اكسيداسيون و تركيب سـرعت و تحرك

 فاكتور هورموني شرايط رسـدمـي نظـربـه بنابراين داد،
جوانه تشكيل آميزيتموفق افـزايش بـراي كنندهيينتع

 ,.Daffalla et al( باشد شاخساره يآورپر و نابجا هاي

زايي محيط كشت . با مقايسه ميانگين درصد شاخه)2010
(1)6N  گرم در ليتر يليم ٥/٠حاويBAP و محيط كشت 
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)(2 6N BAP  گرم در ليتر يليم ٢حاويBAP  مشخص
زايي شد كه بين اين دو محيط كشت در درصد شاخه

حداكثر درصد كه طوريداري وجود دارد بهاختلاف معني
 گرم در ليترميلي ٢زايي در محيط كشت حاوي شاخه

گرم ميلي ٥/٠تر از محيط كشت حاوي ) بيشدرصد ٢/١٨(
  ).٣) بود (شكل درصد ٢٥/٩( BAPدر ليتر 

حاوي  MSبراي باززايي از محيط كشت  ايدر مطالعه
 ,.Aydin et al(استفاده شد  BAPگرم در ليتر ميلي ٥/٠

2011; Mendoza and Kaeppler, 2002.(  براي
هاي بالغ از جنين آمدهدستبههاي باززايي از كالوس

 ٥/٠به ميزان  BAPشده با آندوسپرم از هورمون يت حما
 IAAگرم در ليتر ميلي ١/٠گرم در ليتر به همراه ميلي

استفاده كردند كه حداكثر تشكيل گياهچه بعد از چهار 
 ).Rashid et al., 1999(بود  درصد ٤٠تا  ٣٠هفته 

مختلف  گونه ٣١هاي بالغ زايي از جنينبراي كالوس
گرم در ميلي ٥٠٠حاوي  MSگندم از محيط كشت پايه 

گرم در ليتر گلوتامين، ميلي ٢٠٠ليتر كازئين هيدروليزات، 
گرم در ليتر  ٣٠گرم در ليتر آسپاراژين، ميلي ١٥٠

با هورمون  گرم در ليتر آگار در تركيب ٨سوكروز و 
گرم در ميلي ٥/٠گرم در ليتر و ميلي ٢به ميزان  توفوردي

از همين محيط  استفاده كردند و براي باززايي NAAليتر 
گرم در ليتر كاينتين و براي ميلي ٥/٠همراه كشت پايه به

گرم در  ٢٠همراه به ٢/١ MSزايي از محيط كشت ريشه
ميانگين  .ده كردندگرم در ليتر آگار استفا ٨ليتر ساكارز و 

- ترين و بيشدرصد و پايين ٣٠/٩١درصد القاي كالوس 

 ١٠٠و  ٥٦/٤٠ترتيب برابر ترين درصد القاي كالوس به
ترين ترين و بيشو كم ٦٨/١٤درصد بود. ميانگين باززايي 

 Bi et(درصد بود  ٥٠و  ١٧/٢ترتيب برابر درصد باززايي به

al., 2007(.  

  
  از ريزنمونه قطعات برگيگندم  گياههاي لاينمراحل كشت و القا كالوس و باززايي  -١شكل 

A: يطمحهاي رشد كرده در شرايط استريل روي گياهچه MS ٢/١.:B متري تقسيم و ميلي ١- ٢هاي زير كلئوپتيل براي القا كالوس به قطعات برگ
از  آمدهدستبهزايي هاي جنين: تكثير كالوسDهفته كشت در تاريكي.  ٥پس از  1G1MLمحيط  القا كالوس از قطعات برگ روي :Cكشت شدند. 

هاي : القا ساقه هوايي از كالوسGزا. : نماي نزديك از يك كالوس غير جنينFزا. : نمايي نزديك از يك كالوس جنين2C1ML .Eقطعات برگ روي محيط 
هاي حاصل : انتقال گياهچهJزا. : نمايي نزديك از يك ساقه هوايي حاصل از كالوس جنينIو  3R1ML .Hط از قطعات برگ در محي آمدهدستبهزا ينجن

 .دار شده به خاك و سازگاري گياهان به شرايط طبيعيهاي ريشه: انتقال گياهچهKزايي. از باززايي به محيط كشت ريشه
Figure 1. Different stage of culture, callus induction and regeneration from wheat lines coleoptile explants. 
A) Growth of seedling under sterile condition on ½ MS media. B) Leaves under coleoptile divided into 1-2 mm segments for 
culture. C) callus induction from coleoptile segments on ML1G1 media after 5 weeks from culture. D) proliferation of 
embryogenic callus obtained from coleoptile segments on ML1G2 media. E) Magnification view from embryogenic callus. F) 
Magnification view from non embryogenic callus. G) Shoot induction from embryogenic callus on ML1R3 media. H&I) 
Magnification view of shoot resulted from embryogenic callus. J) plantlet transfer to shoot induction media. K) seedling 
transfer to sterile soil for accumulation to the environment. 
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باززايي بر روي ريزنمونه گندم بر روي مختلف ها ينلاو  مختلف هايمحيط كشتتأثير  فاكتوريلتجزيه واريانس  -٢جدول 
  قطعات برگي

Table 2. Factorial analysis of variance. Effect of different crop and wheat lines on regeneration on 
explants of leaf parts  

 ييزاباز درصد
Regeneration percentage  

 درجه آزادي
df  

 راتييتغ منابع
Sources of variation  

  E( Environment( كشت طيمح 11 **5/33
  L( lines(لاين   3 *3/54

0/431ns 33  L*E 

  Error خطا  96  1/062

  (%CV)  ضريب تغييرات   17/65
ns ، *و يك درصد در سطح احتمال پنج درصد سداردار و معنيترتيب غيرمعني: به** و  

ns, * and **: no significant and significant at p ≤ 0.05 and  p ≤ 0.01, respectively 
 

  اثر اكسين در ميزان باززايي
 MS(2)،MS(3)  ،MS(4)، MS(5)كشت در محيط 

از هورمون  N6(3)،N6(5)  ،N6(6) و MS(6) و
 زايي درهمراه هورمون اكسين براي شاخهبه يتوكينينس

هاي ها استفاده شد. در اين محيط كشت از هورمونكالوس
با هم يي يا در تركيب تنهابه NAA و IAAاكسين 
و مشخص گرديد كه استفاده از هورمون  شد استفاده

ها اكثرلاين اكسين در محيط باززايي درصد باززايي را در
 ييزاترين درصد شاخهكه بيشطوريدهد بهافزايش مي

 N6(6)محيط كشت  در C-D-9براي لاين  درصد ٦٢/٢٩
گرم بر ميلي ١همراه به IAAم در ليتر گرميلي١حاوي 

در محيط كشتي كه كه حاليدر .آمد دستبه BAليتر 
 شده بود محيط كشت تنها از سيتوكينين در آن استفاده

N6(1), N6(2)وN6(4)  زايي پايين بود و در درصد شاخه
آمد دست ) بهدرصد ٢/١٨زايي (بهترين حالت درصد شاخه

  ).٣(شكل 
ثابت و  مورد استفاده توفورديميزان اي، ر مطالعهد
ي گندم هاكالوسگرم در ليتر در نظر گرفتند. ميلي ٢برابر 

يد و بنزيل اسعمدتاً در محيطي حاوي ايندول استيك 
 آمينو پورين از قابليت باززايي خوبي برخوردارند

)Kintzois et al., 1996( ارقام گندم نان در محيط .
يي يا در تنهابهي مذكور هاهورمون حاوي هر يك از

شوند اما براي باززايي ارقام دوروم يمباززا با هم تركيب 
ضروري است. اين  تركيبي صورتبهوجود هر دو هورمون 

در  هاهورمونتواند ناشي از تفاوت سطح داخلي يمموضوع 
 آمدهدستبهباززايي از كالوس منظور به. اين دو گونه باشد

 ٥/٠هورمون شده با آندوسپرم از  يتحماي بالغ هااز جنين
 گرم در ليتر استفادهميلي ١/٠به همراه  گرم در ليترميلي

 ٣٥تكثير گياهچه بعد از چهار هفته كشت  حداكثرشد كه 
. )Rashid et al., 1999(آمد  دستبه درصد ٤٠تا 

بهترين  عنوانبه IAAبه همراه  BAPهورمون 
شده باززايي در گندم شناخته كننده رشد براي يمتنظ

. در آزمايشي، ميانگين )Satyvathi et al., 2004(است 
ترين درصد ترين و بيشكم و درصد ٦٨/١٤درصد باززايي 

 Bi( به دست آمد درصد ٥٠و  ١٧/٢ترتيب برابر باززايي به

et al., 2007(.  
هاي در باززايي كالوس كشت يطمحاثر متقابل لاين و 

  ت برگيحاصل از قطعا
 ٢در اين پژوهش براي باززايي از چهار لاين متفاوت و 

كه  استفاده شد 6Nو  MSنوع محيط كشت متفاوت 
). ١محيط كشت متفاوت بودند (جدول  ٦شامل  هركدام

ها به محيط كشت باززايي انتقال داده كالوس كهبعد از اين
 شدنها ابتدا شروع به سبزها كالوسيطمحشدند در اكثر 

- و شاخه ها شروع به تكثيردنبال آن كالوسو به كردند

  ساري كردند.

- هاي جنينباززايي كالوس بر MSير محيط كشت تأث

  هاي مختلف زاي لاين
و نسبت به  ژنوتيپ به بسته آزمايش اين در باززايي

باززايي در  ميزان ترينبيش بود. متفاوت محيط كشت
 )صددر ٠٣/١٩( C-D-4 لاين به مربوط MSمحيط كشت 

 ٠٢/١٠( C-D-6 لاين به مربوط باززايي ميزان ترينكم و

مختلف  محيط كشتهمچنين در  .)٥شكل ( ) بوددرصد
با  MS(3)محيط كشت  ترين ميزان باززايي مربوط بهبيش

ميزان باززايي مربوط  ترينو كم )درصد ٤٤/١٩ميانگين (
بود ) درصد ٦٢/٤با ميانگين ( MS(5)به محيط كشت 

 در محيط C-D-9باززايي لاين  لاترين ميزان). با٤شكل (
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ترين ميزان باززايي و كم )درصد ٢٢/٢٢( MS(3)كشت 
 )درصد ٧/٣( MS(2, 5)در محيط كشت  C-D-9لاين 
كشت در محيط  C-D-8باززايي لاين  بالاترين ميزانبود. 

MS(3) )ترين ميزان باززايي لاين و كم )درصد ٥١/١٨C-

D-8  در محيط كشتMS(2, 5) .بالاترين ميزان بود 
 ٨١/١٤( MS(1, 6)كشت در محيط  C-D-6باززايي لاين 

 در محيط C-D-6ترين ميزان باززايي لاين و كم )درصد
 بالاترين ميزان) بود. درصد ٧/٣( MS(2, 4, 5)كشت 

 ٩٥/٢٥( MS(3)كشت در محيط  C-D-4باززايي لاين 
در محيط  C-D-4ترين ميزان باززايي لاين و كم )درصد
  ).٦) بود (شكل درصد ٤/٧( MS(1, 2)كشت 
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 هاكشت متفاوت در باززايي لاينهاي مقايسه ميانگين درصد باززايي محيط -٢شكل 
Figure 2. Comparison of the average percentage of regeneration of different culture media in regeneration of 

lines

  هاي متفاوتمحيط كشتدر  گندم مختلف يهادرصد باززايي لاين مقايسه -٣شكل 
Figure 3. Comparison of regeneration percentage of different wheat lines in different culture media 

 

   هاباززايي لاين بر 6Nمحيط كشت  يرتأث
و نسبت به  ژنوتيپ به بسته آزمايش اين در باززايي

 نيز محققين ساير نتايج با كه بود متفاوت محيط كشت
باززايي در محيط كشت  ميزان ترينبيش و دارد مطابقت

6N 9 لاين به مربوط-D-C )ترينكم و )درصد ٠٤/٢٠ 
 ) بوددرصد ٠٢/٧( C-D-6 لاين به مربوط باززايي ميزان

ترين مختلف بيش محيط كشتهمچنين در  .)٨شكل (
با ميانگين  6N(3)كشت محيط  مربوط بهميزان باززايي 

ميزان باززايي مربوط به محيط  ترينو كم )درصد ٠٤/٢٠(
باززايي لاين  بالاترين ميزان ).٧شكل بود ( 6N(4)كشت 

9-D-C  6(6)كشت در محيطN )و كم )درصد ٦٢/٢٩ -

 6N(4)كشت در محيط  D-C-9ترين ميزان باززايي لاين 
  بود.
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گندم در محيط  يهالاين مقايسه درصد باززايي -٤شكل  
  MSهاي مختلف كشت

Figure 4. Comparison of regeneration 
percentage of wheat lines in different MS 

medium  
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MS  مختلف کشت محيط
MS different media

گندم  يهاباززايي لاين مقايسه ميانگين درصد -٥شكل  
  MSدر محيط كشت  لعهمورد مطا

Figure 5. Comparison of the average 
regeneration percentage of wheat lines studied 

in MS medium

 
  در محيط كشت مختلف گندم مختلف يهازايي لاينباز مقايسه ميانگين درصد -٦شكل 

Figure 6. Comparison of average regeneration percentage of different wheat lines in different MS 
medium MS 

  

كشت در محيط  D-C-8 لاينباززايي  بالاترين ميزان
(5, 3)6N )لاينترين ميزان باززايي و كم )درصد ٥١/١٨ 

8-D-C  6(4 ,1)در محيط كشتN .بالاترين ميزان بود 

 ٨١/١٤( 6N(3)كشت در محيط  D-C-6 لاينباززايي 
در محيط  C-D-6 لاينيي ترين ميزان باززاو كم )درصد
 D-C-4 لاينباززايي  بالاترين ميزانبود.  1,6N)(4كشت

ترين ميزان و كم )درصد ٩٥/٢٥( 6N(3)كشت در محيط 
بود (شكل  6N(4)در محيط كشت  D-C-4 لاينباززايي 

٩.(   
  ها در باززايي لاين N6با  MSمقايسه محيط كشت 

 ١ ترتيببه يحاو 6N(6)و  MS(2)هاي محيط كشت
هاي و محيط كشت LAAو   BAليتر گرم درميلي ١و 

MS(4)  6(3)وN گرم در ميلي ٥/٠و  ٢ ترتيببه حاوي
 6N (5)و   MS(6)هايو محيط كشت NAA و Kinليتر

گرم در ميلي ١همراه به BAPگرم در ليتر ميلي٢حاوي 
زايي انجام گرفت گين درصد شاخهمقايسه ميان NAAليتر 

- و محيط كشت 6N(6)و  MS(2)هاي كه محيط كشت

زايي با هم از لحاظ درصد شاخه 6N(3)و  MS(4)هاي 
و   MS(6)هايدار بودند. ولي در محيط كشتمعني

(5)6N محيط دار نبودندزايي معنياز لحاظ درصد شاخه .
نشان داد كه محيط كشت  6Nبا محيط كشت  MSكشت 

6N  نسبت به محيط كشتMS مقايسه  صورتبه
  ).١١، ١٠باشد (شكلبهتر مي ءجزجزءبه
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گندم  يهالاين مقايسه ميانگين درصد باززايي -٨شكل 

  6Nدر محيط كشت  از قطعات برگي
Figure 8. Comparison of the average 

regeneration percentage of wheat lines from leaf 
pieces in N6 medium  
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گندم در محيط  يهادرصد باززايي لاين مقايسه -٧شكل 
  از قطعات برگي 6Nهاي مختلف كشت

Figure 7. Comparison of regeneration 
percentage of wheat lines in different N6 

medium from leaf fragments 
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  6Nدر محيط كشت مختلف  گندم مختلف يزايي از قطعات برگي لاين هاباز ميانگين درصد مقايسه -٩شكل 
Figure 9. Comparison of the average regeneration percent of leaf pieces of different wheat lines in 

different N6 media 
 

شده به محيط هاي انتقال دادهريزنمونه مجموعولي از 
اززايي صورت گرفته و از ب درصد ١٢/٧٣، MS باززايي

كشت  شده به محيطهاي انتقال دادهمجموع ريزنمونه
هاي صورت گرفته است. باززايي درصد ٤٤/٦٩، 6Nباززايي 

 6Nنسبت به محيط كشت  MSدر نتيجه محيط كشت 
 ه استدادپاسخ بهتري به القاي باززايي از خود نشان 

  ).١٢شكل (
هاي سبز ياهچهزايي و باززايي گجنيناي، ر مطالعهد

روزه  ٣- ٣هاي گندم را بر اساس قطعات برگي از گياهچه
هاي مختلف بررسي و نتيجه گرفتند در در بين ژنوتيپ

نسبت به محيط  MSها، محيط كشت بين محيط كشت
6N  3وL  القاء كالوس و توليد گياهچه بهتر عمل از نظر

همچنين اين محققين نتيجه گرفتند فراواني  نمودند.
علاوه فراواني باززايي گياهي وابسته به هل كالوس بتشكي

محيط كشت  است. توفورديتركيب محيط كشت و غلظت 
MS  براي كشت  توفورديبر ليتر  مول يكروم ٥٩/٤با

از  توفورديقطعات برگي گندم مطلوب بود. افزودن غلظت 
روي القاء كالوس اثر مثبت داشت  مول يكروم ٣٦به  ٥٩/٤

 .)Wang and Wei, 2004(شد گياه مي ولي مانع باززايي
پژوهشگران، اثرات ژنوتيپ، نوع محيط كشت پايه، غلظت 

هاي مختلف ، همچنين غلظتBAP توفورديهاي هورمون
يتر) را در القاي كالوس و در لگرم ميلي ١٠و  ٨، ٦آگار (

لاين  ٥جنين بالغ  ايشيشهدرون باززايي آن در كشت 
  گندم را بررسي كردند.
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درصد باززايي در محيط كشت  دودوبهمقايسه - ١٠شكل 

MS  6باN  
Figure 10. Comparison of two and three percent 

6regeneration in MS medium with N  
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C-D-9 C-D-4 C-D-8 C-D-6

زايي لاين باز درصد دودوبه ميانگين مقايسه-١١شكل  
  MSو  6Nدر محيط كشت مختلف  مگند مختلف يها

Figure 11. Comparison of two to two percent 
regeneration of different wheat lines in N6 and 

MS medium

 
  6Nو محيط كشت  MSهاي صورت گرفته در محيط كل باززايي مقايسه ميانگين - ١٢شكل

Figure 12. Comparison of mean total regenerations in MS medium and N6 media  
  

در  MSمشاهده كردند كه محيط كشت پايه  هاآن
پاسخ بهتري به القاي  LSها از محيط كشت لاينتمامي 

هاي مختلف و در غلظت دهدكالوس و باززايي از آن مي
ها در لاينگرم در ليتر)، تمامي ميلي ١٠و  ٨، ٦آگار (

خ بهتري به باززايي گرم در ليتر آگار، پاسيميل ٨غلظت 
ترين درصد بيش توفورديدر غلظت مختلف  نشان دادند.

ها و ها متفاوت بوده و بين ژنوتيپلاينالقاي كالوس براي 
اي از در مطالعه غلظت هورمون اثرات متقابل وجود داشت.

در كشت بافت گندم  LSو  MS دو نوع محيط كشت پايه

به  LSبهتر از  MS استفاده شد كه محيط كشت پايه
  .)Mehmood et al., 2013( كشت بافت پاسخ داد

  
  تشكر و قدرداني

 مسئولمراتب تشكر و قدرداني خود را از  ،نويسندگان
 شهيد دانشگاه كشاورزي دانشكده ييوتكنولوژبيشگاه آزما

  دارند.ابراز مي جهت همكاري آذربايجان مدني
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Abstract 

Optimizing tissue culture for the gene transfer process and the preparation of plants free from 
bacterial and viral diseases is necessary. This experiment was conducted as factorial in a completely 
randomized design with 3 replications in the Biotechnology Laboratory of the agricultural faculty of 
Azarbaijan Shahid Madani University in 2016. In wheat Various explants such as inflorescences, 
mature embryos and adult embryos have been used for tissue culture. One of the major disadvantages 
of monocots plants is that when the adult embryo is used as an explant, the frequency of regeneration 
of callus decreases in comparison with immature embryos. In this experiment, for wheat regeneration 
was used two different media: MS and N6, and different auxin and cytokines hormones. The results 
showed that the best genotype for regeneration was CD-9 and among different cytokine hormones, the 
best was BAP hormone containing 2 mg / L, and among different hormones of auxin, the highest 
regeneration obtained in the medium containing 1 mg / L IAA with BA 1mg / L. In MS culture 
medium, the highest regeneration rate was observed for MS(3) medium and in N6 medium, 
regeneration was highest for N6(3). Comparison of MS medium with N6 in regeneration of wheat 
cultivars showed that MS medium is better. 
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