
  
فرنگي زائي ارقام مختلف توتهاي رشد و نوع ريزنمونه بر كالوسكنندهتاثير نوع و غلظت تنظيم

 (Fragaria ananassa Duch.)  
 

  1محمد گردكانه

26/9/1391:تاريخ دريافت  
7/8/1392:تاريخ پذيرش  

  
  چكيده 

هـاي رويـشي پهنـك بـرگ،         براي اين منظـور ريزنمونـه انـدام       . دپژوهش حاضر به منظور مطالعه اثرات اكسين و سيتوكنين بر القاء كالوس انجام ش             
كـشت   روي محـيط   بـر  جداگانـه    آزمايش در سه    اس و كامار  وسكردستان، پار فرنگي  توت ارقامدمبرگ و گره و اندام هاي زايشي جوانه گل، پرچم و نهنج             

MS،2,4)(دي -فور  حاوي تو-D اسيداستيكتر، نفتالينگرم در لي ميلي6 و5 ،4 ،3، 2 در پنج غلظت مختلف (NAA)    5 ،4 ،3، 2در پنج غلظـت مختلـف 
نـوع و   . ، كـشت شـدند    NAA گرم در ليتـر    ميلي 4 در تركيب با     گرم در ليتر   ميلي 2 و   1،  5/0،  0  غلظت چهار در   (BA) آدنين بنزيل وگرم در ليتر     ميلي 6و

ها بـه اسـتثناي ريزنمونـه     انواع ريزنمونه  .باشنديل كالوس، شكل و بافت آن موثر مي       كهاي رشد، نوع ريزنمونه و رقم قويا بر القاء و تش          كنندهغلظت تنظيم 
در  ميلـي گـرم      4حـاوي   كشت  ء كالوس در محيط   هاي هر سه رقم بيشترين درصد القا      در ريزنمونه  .نهنج در همه تيمارهاي هورموني كالوس توليد نمودند       

  .در ريزنمونه گره  رقم كردستان تشكيل شد) 50/98(بيشترين درصد القاء كالوس  ، در اين تركيب . بدست آمدBAگرم  ميلي1 و NAAليتر 
  

  هاي رشدكننده، ريزنمونه، تنظيم القاء كالوس،توت فرنگي :هاي كليديواژه
  
   1 مقدمه

، در بهبــود )القــايي( زايــي غيرمــستقيمكــشت كــالوس در جنــين
 هــاي گيــاهي، مطالعــه رويــدادهاي   خــصوصيات ژنتيكــي گونــه  
مولكولي و بيوشـيميايي گياهـان عـالي و     مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي،

 و مـورد اسـتفاده قـرار    شتهبالايي دا ريزازديادي گياهان پتانسيل بسيار
فرنگـي از طريـق     بـاززايي گيـاه تـوت     ). 19  و 14،  10،  9 ،8( گيـرد مي

هاي كشت بافت است كه گياهان بـاززايي شـده          كالوس يكي از روش   
ه، استولون و قدرت رشد بيشتري نسبت به گياه مادري،          تعداد گل، طوق  

تنـوع سـوماكلونالي تحريـك شـده در كـشت كـالوس در              ). 25( دارند
 هاي زيستي وفرنگي، ايجاد مقاومت به تنش  تسريع فرآيند اصلاح توت   

 )26  و11(هـاي قـارچي   غيرزيستي مانند مقاومت گياهان به بيمـاري 
مورد استفاده قرار   ) 7(هاي شوري   و مقاومت به تنش    )21(دماي پايين   

  . گيردمي
هـاي  كننـده القاء كالوس، به شدت تحت تاثير نوع و غلظت تنظيم         

هـاي  واريتـه ). 2(گيـرد   رشد، نوع ريزنمونه و شرايط محيطي قرار مـي        
 كه به نظر كالوس دارند هاي زيادي در پتانسيل القاء      فرنگي تفاوت توت
 مقايـسه  ).24  و18، 6( ي باشـد رسد مربوط به فاكتورهـاي ژنتيك ـ مي

                                                            
   كرمانشاه، محقق مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي-1

Email: mgerdakaneh@gmail.com  

دهد كه تفـاوت    فرنگي نشان مي  خصوصيات ژنتيكي كولتيوارهاي توت   
كننده قابليـت بـاززايي آنهـا    ژنتيكي در بين كولتيوارهاي مختلف تعيين  

نيـز گـزارش دادنـد كـه درصـد          ) 24 (پانـدي سينگ و   ). 18(باشد  مي
 متفـاوت   فرنگي از ژنوتيپي بـه ژنوتيـپ ديگـر        تشكيل كالوس در توت   

زايي كشت كالوس اين اختلاف ناشي از حساسيت ارقام به محيط       . است
  ).17(باشد مي

هـاي مختلـف ناشـي از ذخـاير         زائي در ريزنمونـه   ظرفيت كالوس  
بنـابراين نـوع ريزنمونـه      تركيبات دروني و ساختار آناتوميك آنها بـوده         

ايـن   .باشـد زائي موفق مي  هاي بسيار مهم جهت كالوس    يكي از فاكتور  
اختلاف ممكن است به تفاوت وضعيت فيزيولوژيكي ريزنمونـه نـسبت           

نيز تفاوت شروع تشكيل كالوس     ) 28(زارع و همكاران    ). 23( داده شود 
  .اندهاي مختلف را گزارش نمودهدر بين ريزنمونه اندام

 اكسين.  بستگي دارد  يكننده رشد گياه  تنظيمكالوس به نوع    توليد  
 حتـي در غلظـت      اكسينحضور  و  ي است   براي تشكيل كالوس ضرور   

بدون توليد ريشه و شاخـساره در ريزنمونـه،          ،هاي كشت كم در محيط  
و اسـتفاده از سـيتوكنين ايـن فرآينـد را     ). 3( شودموجب توليد پينه مي  

ده هاي رشد نيز در شروع      كنن غلظت و نوع تنظيم    ).22(كند  تسريع مي 
هبود القاء و رشد كـالوس را   اكسين قابليت ب  . باشدالقاء كالوس موثر مي   

دهـي اسـت و سـرعت    هاي بالاي آن بازدارنده كـالوس   دارد اما غلظت  
 شـود دهند و موجب سياه شدن آنهـا مـي  تشكيل كالوس را كاهش مي    

  )علوم و صنايع كشاورزي(  علوم باغبانينشريه
  87-95 .، ص1393 بهار، 1، شماره 28جلد 
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)5 .(  
شده توت فرنگي با توجـه بـه        هاي تشكيل رنگ و بافت در كالوس    

 بـه  ندباش ـكننده رشد و نوع ريزنمونه متفـاوت مـي  نوع و غلظت تنظيم   
 در فشردهدار و  گرههاي   موجب تشكيل كالوس   NAAنحوي كه تيمار    

 كالوس نرم و آبكـي  D-2,4شده در محيط هاي تشكيلحاليكه كالوس 
اي شدن كالوس ممكن است ناشي از       قهوه). 27 و   5 ،2 (كنندتوليد مي 

  . )16 و15 (هاي ثانويه باشدفعاليت سنتز متابوليت
فاكتورهاي مختلفي نظير كولتيوار،      مطالعه با هدف پژوهش حاضر   
بـر القـاء تـشكيل       هاي رشد، نـوع ريزنمونـه     كنندهنوع و غلظت تنظيم   

زايي غيرمستقيم، مطالعه در جنين تحقيق اين و نتايجانجام شد كالوس 
مولكولي و بيوشيميايي، تنـوع   رويدادهاي مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي،

 زيـستي غيـر  هاي زيستي و ايجاد مقاومت به تنشجهتسوماكلونالي 

  .كاربرد دارد
  

  ها مواد و روش
ــدام ــه ان ــرگ، دمبــرگ و گــره از  پهنــكرويــشيهــاي ريزنمون ب

ــا هــاي فرعــي شاخــساره ــاز شــده، حاصــل از  بــرگب هــاي كــاملا ب
، بودنـد ويترو توليد شـده     شرايط اين  دركه  هاي نوك استولون     ريزنمونه

  . به عنوان ريزنمونه استفاده گرديد
، )گـل، پـرچم و نهـنج   جوانه(هاي زايشي   يه ريزنمونه اندام  براي ته 

گياهان مادري  مربع    ميلي متر  5×4ابعاد   هاي گل كاملا بسته در    جوانه
آوري  پرورش يافته در گلخانـه، جمـع       كامارساارقام كردستان، پارس و     

 دقيقه در زيـر     30هاي سطحي به مدت      و به منظور حذف آلودگي     شده
 30 سپس در هـود لامينـار بـه مـدت            .شدندجريان آب شهري شسته     

- درصد قرار داده شدند و سپس توسط هيپـو         76ثانيه در الكل اتيليك     
 دقيقه ضدعفوني نموده    15 درصد كلر فعال به مدت       5/0 سديم   تكلري

. شسته شدند  دقيقه   10به مدت    بار با آب دو بار تقطير استريل         4و بعد   
هاي پرچم، نهنج و    ريزنمونهسپس در هود لامينار و در شرايط استريل         

  .زايي تهيه گرديدندفرنگي جهت كالوسهاي گل ارقام توتجوانه
 ،به منظور مطالعه اثـرات اكـسين و سـيتوكنين بـر القـاء كـالوس               

هـاي  بـرگ، دمبـرگ و گـره و انـدام         هاي رويشي پهنك  ريزنمونه اندام 
 و  وسكردسـتان، پـار   فرنگي  توت ارقامگل، پرچم و نهنج     زايشي جوانه 

 حـاوي   MSكـشت   بـر روي محـيط     جداگانـه    آزمايش در سه    اسكامار
گـرم   ميلـي 6 و5 ،4 ،3،  2 در پنج غلظت مختلف      D-2,4)(دي  -تو،فور

 5 ،4 ،3،  2در پنج غلظت مختلف      (NAA) اسيداستيكدر ليتر، نفتالين  
 و  1،  5/0،  0  غلظت چهار در   (BA) آدنين بنزيل وگرم در ليتر     ميلي 6و
، كـشت   NAA گـرم در ليتـر     ميلـي  4 در تركيب با     ليترگرم در    ميلي 2

  آگـار و درصد8/0 ساكارز، درصد3 حاوي MS  پايهكشتمحيط .شدند

8/5 = pH دمـاي   كـشت در     هـاي محـيط از استريل نمودن    پس  .  بود
 دقيقـه در هـود    25 اتمسفر به مدت     1/1گراد و فشار     درجه سانتي  121

-ليتر در هر پتـري     ميلي 25شرايط استريل به مقدار     تحت  لامينار و در    
هـا بـر روي     پس ريزنمونـه  س ـ.  سانتي متر توزيع شـد     10ديش با قطر    

گـل بـه صـورت       ريزنمونه جوانـه   كهطوريبه منتقل شدند كشت  محيط
طور يكسان در هر ريزنمونه وجـود      هاي گل به  طولي برش داده تا اندام    

كشت ها از محل برش بر روي محيط      داشته باشند سپس اين ريزنمونه    
تهيـه  مربـع   متـر    ميلـي  5×5ريزنمونه برگ را به ابعـاد       . داده شدند قرار

سطح برگ بر روي محيط كشت قرار ( آنها به صورت معكوس     ونموده  
 5هاي پرچم، دمبرگ و گره نيز به طول         ريزنمونه. كشت شدند ) گرفت

بـه منظـور    . شـدند منتقـل   كـشت   بر روي محيط  متر تهيه و     ميلي 6تا  
 25±1 هفته در اتاقك رشد با دمـاي         6ها به مدت    شتك زايي،كالوس

 و در شـرايط تـاريكي       درصـد 75گـراد و رطوبـت نـسبي        درجه سـانتي  
زايي، خصوصيات مورفولوژيكي   حل كالوس ادر طي مر  . نگهداري شدند 

ي و درصـد تـشكيل      يزاها از نظر شكل و رنگ، سرعت كالوس       كالوس
  . هاي مختلف ثبت شدكالوس در ريزنمونه اندام
هاي حاصل از يادداشت برداري صفات مختلف        در اين تحقيق داده   

بر اساس روش آماري فاكتوريـل در قالـب طـرح كـاملا     پس از تبديل  
هاي آمـاري از نـرم    براي انجام تجزيه  . تصادفي تجزيه و تحليل گرديد    

ها به روش آزمـون   مقايسات ميانگين داده و  استفاده گرديد SASافزار
   .انجام شد% 5ن در سطح احتمــال اي دانك چند دامنه

  
  نتايج و بحث

-هاي مختلف سه رقم تـوت     براي القاي كالوس در ريزنمونه اندام     
 همراه با تيمارهاي مختلف هورمـوني مـورد         MSكشت  فرنگي، محيط 

هاي كشت مذكور، كالوس در ريزنمونـه       در محيط . آزمايش قرار گرفت  
هـاي مربـوط بـه      دهنهنج توليـد نـشد لـذا بـراي تجزيـه و تحليـل دا              

 زيـرا   .نظـر شـد   هاي نهنج به دليل نداشـتن كـالوس، صـرف          ريزنمونه
 بـه   D-2,4 و   NAAهاي كـشت حـاوي      هاي نهنج در محيط   ريزنمونه

شدت توسعه يافته و تشكيل ميوه نمودند و حتي رنـگ جزئـي نيـز در                
گزارش ساير محققين نيز ثابت نموده كه       ).  ث -1شكل(آنها ايجاد شد    

 داشته، و ايـن گـروه از        فرنگي نقش وسعه و رشد ميوه توت    اكسين در ت  
فرنگـي  هاي رشد مسئول بزرگ شدن و توسعه نهنج توت        كننده تنظيم
هـاي   كه به طور طبيعي در آكـن       (IAA)اسيد  استيكايندول. باشند مي

گـردد و اسـتفاده     شود موجب تـشكيل و نمـو ميـوه مـي          ميوه سنتز مي  
 در  IAAتوانـد جـايگزين     ا مـي   يا ساير اكسين ه ـ    NAAمصنوعي از   

  . )20(هاي بدون آكن شود ميوه
 نتايج حاصل از تجزيـه واريـانس درصـد تـشكيل     3 و 1در جداول   

هاي رشـد بـر     كنندهدهد كه سطوح مختلف تنظيم      كالوس را نشان مي   
ــي    ــسيار معن ــرات ب ــروز اث ــورد بررســي ســبب ب   داري روي صــفت م

 )01/0P <(ريزنمونه و اثـر متقابـل    نوع،همچنين ارقام.  گرديده است 
  داري هـاي بــسيار معنــي  بـين آنهــا در صــفت مـورد مطالعــه اخــتلاف  
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  )01/0P <( با يكديگر داشتند كه حاكي از وجود تنوع ژنتيكي در بين 
فرنگـي نـشان    مقايسه خصوصيات ژنتيكي كولتيوارهاي توت    . آنهاست

ده كنن ـدهد كه تفاوت ژنتيكي در بين كولتيوارهاي مختلـف تعيـين          مي
-نيـز گـزارش   ) 24 (پانديسينگ و   ). 18(باشد  قابليت باززايي آنها مي   

فرنگي از ژنوتيپي بـه ژنوتيـپ       دادند كه درصد تشكيل كالوس در توت      
اين اختلاف ناشي از حـساسيت ارقـام بـه محـيط            . ديگر متفاوت است  

 نـشان   3 و   1 همچنـين جـداول   ). 17(كشت كالوس زايي مـي باشـد        
هـاي  ها، ارقام و تركيبات هورمـون   بين ريزنمونه دهد كه اثر متقابل       مي

-دار مي    درصد معني  1مورد مطالعه بر درصد تشكيل كالوس در سطح         
دهـد كـه    بنابراين نتايج به دست آمده در اين تحقيق نشان مـي           .باشد

درصد تشكيل كالوس بـه نـوع محـيط كـشت، ريزنمونـه و كولتيـوار                
  .بستگي دارد

  
  مرفولوژي كالوس
 روز بعــد از انتقــال بــر روي 5 تــا 3هــا ل ريزنمونــهانــدازه و شــك

هاي كشت، شروع به تغيير نمود و حاشيه ريزنمونه ها به طـرف              محيط
 روز پـس از  7 تـا  5هـا بعـد از   ها خصوصاً برگريزنمونه. بالا حلقه شد 

كشت شروع به متورم شدن نمودند و بدون تشكيل كالوس اندازه آنهـا         
هـا   احتمالا دليل بزرگ شدن سريع سـلول       كه.  برابر بزرگتر شد   5/1تا  

ايـن نتـايج    . كشت باشد هاي اكسين در محيط   ناشي از حضور هورمون   
  . باشدهمسو مي) 27(و همكاران  يانگهوابا گزارش 

 14 تا   8بعد از   . ها در محل زخم القاء شد     كالوس در همه ريزنمونه   
. نمودندروز در ناحيه برش ريزنمونه ها، كالوس شروع به تشكيل شدن     

-آغاز تشكيل كـالوس بـا توجـه بـه نـوع ريزنمونـه و تركيـب تنظـيم         
امـا اخـتلاف محـسوسي در بـين ارقـام           . هاي رشد متفاوت بـود     كننده

در ريزنمونـه پهنـك بـرگ در    هاي مختلف،  در بين اندام  . مشاهده نشد 
ها كـالوس   محل رگبرگ اصلي نزديك به دمبرگ سريعتر از ساير اندام         

كـشت  مالا به دليل جذب بيـشتر تركيبـات محـيط         كه احت . تشكيل شد 
در . باشد كه منجر به تقسيم سلولي سريع و تشكيل كالوس مـي شـود          

ها آغاز  مقابل تشكيل كالوس در ريزنمونه پرچم ديرتر از ساير ريزنمونه         
 روز 10 تـا  8اولين علايم رشد كالوس در ريزنمونه بـرگ بـين        . گرديد

 ـ          شكيل كـالوس در ريزنمونـه      پس از كشت مشاهده شـد در حاليكـه ت
نيـز تفـاوت    ) 28(زارع و همكـاران     .  روز آغـاز گرديـد     14پرچم بعد از    

هـاي مختلـف را گـزارش       شروع تشكيل كالوس در بين ريزنمونه اندام      
  .نموده اند

كننده هاي رشد نيز در شـروع القـاي كـالوس           غلظت و نوع تنظيم   
الوس را دارد امـا     اگر چه اكسين قابليت بهبود القا و رشـد ك ـ         . موثر بود 
دهـي اسـت و سـرعت تـشكيل     هاي بالاي آن بازدارنده كالوس غلظت

نيز گزارش نمودنـد    ) 5( و همكاران    دونولي. دهندكالوس را كاهش مي   
 سرعت تـشكيل كـالوس را كـاهش    D-2,4كه غلظت بالاي هورمون  

سـرعت تـشكيل كـالوس در       . شـود داده و موجب سياه شدن آنها مـي       
.  بيشتر اكسين به تنهائي بيـشتر بـود  BAين و كشت حاوي اكس محيط

روز  7كه در اين تركيب القاء كالوس در ريزنمونه برگ بعـد از             نحويبه
 4كشت حـاوي    ها در محيط  دهي در ريزنمونه   و آغاز كالوس   اتفاق افتاد 

هـاي بـالاتر و كمتـر ايـن          غلظـت  D-2,4 يا   NAAگرم در ليتر    ميلي
ايـن نتـايج بـا گـزارش بيـسواس و           . هاي رشد سريعتر بود   كنندهتنظيم

  .مطابقت داشت) 2(همكاران 
هاي تشكيل شده با توجه به نوع و غلظت         رنگ و بافت در كالوس    

) 12(هـان و همكـاران      . كننده رشد و نوع ريزنمونه متفاوت بـود       تنظيم
هـاي رشـد    كننـده هاي مختلف تنظيم  نيز گزارش نمودند كه در غلظت     

در اكثـر  . باشـند د شـده متفـاوت مـي     هـاي تولي ـ  بافت و رنگ كـالوس    
فـشرده بـه    دار و   گرههاي   باعث توليد كالوس   NAAها، تيمار   ريزنمونه

كه با نتايج گزارش شده توسط      ،  )1شكل  (رنگ سفيد مايل به زرد شد       
. مطابقـت داشـت   ) 2( و همكـاران     بيـسواس و  ) 5( و همكاران    دونولي
لوس نـرم و     كا D-2,4كشت حاوي   شده در محيط  هاي تشكيل كالوس

. اي توليـد نمودنـد    آبكي به رنگ سفيد مايل بـه خاكـستري يـا قهـوه            
كالوس هاي تشكيل شده در غلظت هاي پايين اين تنظيم كننده هاي            

نيـز  ) 27( و همكـاران  يـانگهوا  .رشد نيز ساختار پفكـي سـفيد داشـتند   
 مناسب كاشت توت فرنگـي نيـست چـون          D-2,4گزارش نمودند كه    

  . كندد ميهاي نرم توليكالوس
 NAAگرم در ليتر     ميلي 4كشت حاوي   هايي كه در محيط   كالوس

 برگ به دست آمدند فشرده و شكننده بودنـد           پهنك از ريزنمونه گره و   
كـشت اضـافه شـد توليـد        و هنگامي كـه سـيتوكنين بـه ايـن محـيط           

- ميلـي  6كشت  ها در محيط  كالوس. هاي كرمي فشرده نمودند    كالوس
 هفتـه  6 بعـد از  BAهـايي يـا در تركيـب بـا      به تنNAAگرم در ليتر  

هـاي  ها كه در غلظـت    در بعضي از ريزنمونه   . )16  و 15(اي شدند   قهوه
  . پايين اكسين كشت شده بودند ريشه ها ظاهر گرديد

هـاي تـشكيل    هاي مختلف نيز شكل و رنگ كـالوس       در ريزنمونه 
يـد  با توجـه بـه نـوع ريزنمونـه بعـضي از آنهـا تول              . شده متفاوت بودند  

كالوس فشرده، ترد و شكننده و سفيد مايل به كرمي روشن كردنـد در              
ها كالوس نرم و آبكي به رنگ سفيد مايل به          حاليكه برخي از ريزنمونه   

هاي حاصل از ريزنمونه دمبرگ سـفيد       كالوس. خاكستري توليد نمودند  
مايل به خاكستري و آبكي و سطح نرم داشتند و پس از مدتي متمايل              

 بـرگ  پهنـك هاي حاصل از گره و  ي شدند در حاليكه كالوس    ابه قهوه 
ريزنمونـه  . نرم يا شكننده، چسبنده و زرد مايل به سفيد و فشرده بودند           

هاي نرم سفيدي با سـطح صـاف نمـود    گل توليد كالوسپرچم و جوانه  
  .)1شكل(
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 ريزنمونه اندام - الفBA  در ليترگرم ميلي5/0و NAA  گرم در ليتر ميلي4كشت داراي هاي مختلف در محيطزائي ريزنمونه اندام كالوس-1 شكل

  . ريزنمونه نهنج-ث. گل ريزنمونه جوانه-ت.  ريزنمونه دمبرگ-پ.  ريزنمونه پرچم و نحوه تشكيل كالوس در آن-ب. برگپهنك
  

  كننده هاي رشد بر القاي كالوسنقش تنظيم
 ـ     : بر القاي كالوس   NAAنقش   هـا    انس داده نتـايج تجزيـه واري

 از  NAAهاي  دهد كه بين سطوح مختلف غلظت       نشان مي ) 1جدول  (
 )> 01/0P(  بـسيار معنـي داري    نظر درصد تشكيل كـالوس اخـتلاف  

-نتايج به دست آمده نشان داد كه همه تيمارهاي تنظـيم  . وجود داشت 
ها بـه اسـتثناي ريزنمونـه نهـنج كـالوس           كننده رشد در انواع ريزنمونه    

ها به روش آزمون چند دامنه اي دانكـن         مقايسه ميانگين . دتوليد نمودن 

نشان داد كـه از نظـر درصـد تـشكيل كـالوس اخـتلاف معنـي داري                  
)05/0P <(هاي مختلف  در بين تيمارNAAشود  مشاهده مي) جـدول 
2 .(  

دهـد بـا افـزايش غلظـت        نشان مـي  ) 2شكل  (ها  مقايسه ميانگين 
NAA   گـرم در ليتـر درصـد تـشكيل          ميلـي  4گرم در ليتر تا      ميلي 2 از

  .كندكالوس نيز افزايش پيدا مي

  
  فرنگيهاي مختلف ارقام توتدرصد تشكيل كالوس ريزنمونه اندام برNAA هاي مختلف  تجزيه واريانس اثر غلظت-1جدول

 درجه آزادي منبع تغييرات ميانگين مربعات 
  درصد تشكيل كالوس

 37/1725** 2 رقم

 34/3621** 4 ريزنمونه

NAA 4 **68/22688 

 95/440** 8 ريزنمونه× رقم

 NAA 8 **36/858 ×رقم

 NAA 16 **13/267  ×ريزنمونه 

 NAA 32 **06/298 ×ريزنمونه × رقم

 47/3 375 خطاي آزمايش

CV - 31/7 

  دار آماري  عدم وجود اختلاف معني- ns، %1و % 5دار در سطح احتمال   بترتيب معني-**و *
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زايـي در همـه      سبب افزايش درصد كالوس    NAAش غلظت   افزاي
 4زايـي در غلظـت      نحوي كه حداكثر كالوس   ها و ارقام شد به    ريزنمونه

ايـن نتـايج بـا      . كننده رشد حاصـل گرديـد     گرم در ليتر اين تنظيم    ميلي

غلظت اين  با افزيش   . مطابقت داشت ) 2(گزارش بيسواس و همكاران     
گــرم در ليتــر موجــب كــاهش  ميلــي4كننــده رشــد بــيش از تنظــيم
   .زايي شد كالوس
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   درصد تشكيل كالوس ريزنمونه هاي مختلف ارقام توت فرنگي برNAA اثر غلظت هاي مختلف -2شكل

  
  فرنگيهاي مختلف ارقام توت درصد تشكيل كالوس ريزنمونهبرNAA هاي مختلف  مقايسه ميانگين اثر غلظت-2جدول

 ريزنمونه

 برگپهنك گره دمبرگ گلجوانه پرچم

NAA 
 )ترگرم در ليميلي(

 رقم كردستان

66/29 f 00/44 gh 33/43 g 33/54 e 50/70 de 2 

66/49 e 16/70 b 66/71 bc 00/72 c 60/85 b 3 

00/70 a 50/75 a 33/86 a 16/91 a 08/93 a 4 

09/60 cd 74/63 cd 10/67 de 00/70 cd 50/67 e 5 

20/48 e 50/39 h 00/39 g 83/58 de 66/52 g 6 

 ارسرقم پ

00/18 g 66/17 i 33/45 g 16/24 f 00/38 h 2 

50/60 bc 33/53 ef 33/59 ef 16/56 e 66/54 g 3 

16/74 a 66/65 c 83/67 de 00/85 ab 16/83 c 4 

69/67 ab 74/65 c 11/61 def 50/72 c 20/84 bc 5 

66/51 de 33/48 fg 50/44 g 66/49 e 16/62 f 6 

 كامارسارقم 

33/30 f 33/42 gh 33/30 h 50/52 e 33/51 g 2 

50/53 d 86/59 de 16/65 e 33/76 bc 24/73 d 3 

00/70 a 00/72 ab 66/79 ab 08/90 a 66/91 ab 4 

72/66 ab 16/69 bc 33/70 cd 83/75 bc 16/65 ef 5 

33/45 e 50/45 gh 22/55 f 16/59 de 50/40 h 6 

01/53 E 50/55 D 12/59 C 85/65 B 56/67 A ميانگين 

  .داري ندارند اختلاف معني% 5هاي داراي حرف مشترك در هر ستون، بر اساس آزمون دانكن در سطح  ميانگين
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 درصـد تـشكيل كـالوس       NAAگـرم در ليتـر       ميلـي  6در غلظت   

اي و  هاي ايجاد شده نيز متمايـل بـه قهـوه         كاهش پيدا نمود و كالوس    
انـد  گزارش نمـوده  ساير محققين نيز    .  هفته از بين رفتند    10 تا   8بعد از   

-كننـده كه علت كاهش درصد تشكيل كالوس در غلظت بالاي تنظيم         
هاي رشد گروه اكـسين بـه دليـل سـميت در غلظـت بـالا و داشـتن                   

اين غلظت بـالاي    علاوه بر . باشدخاصيت علف كشي اين تركيبات مي     
دهنـد  كننده هاي رشد گروه اكسين بيوسنتز اتيلن را افزايش مي         تنظيم

  ).13(شود هاي گياهي ميعث پيري اندامو اتيلن با
هـا    نتـايج تجزيـه واريـانس داده      :  بر القاي كالوس   D-2,4نقش  

دهد كه از نظر درصد تشكيل كالوس بين سـطوح            نشان مي ) 3 جدول(

 )> 01/0P( داري  بـسيار معنـي    اخـتلاف D-2,4هـاي  مختلف غلظت
- اختلاف معني  ها نشان داد كه از اين نظر،      مقايسه ميانگين . وجود دارد 

شـود   مشاهده مـي D-2,4هاي مختلف  بين غلظت)> 05/0P( داري 
 4 تـا سـطح    D-2,4كننـده رشـد  طوري كه با افزايش غلظت تنظيمبه

 6در ادامـه تـا    گرم در ليتر تشكيل كالوس نيـز افـزايش يافـت و         ميلي
 قـادر بـه     D-2,4 اگـر چـه       .گرم در ليتر اين درصد كاهش يافت      ميلي

هـاي بـالاي آن بازدارنـده        و رشد كالوس شـد امـا غلظـت         بهبود القاء 
 4كننده رشد به بيش از      با افزيش غلظت اين تنظيم     .دهي است كالوس
  ).3شكل(زايي شد موجب كاهش كالوسدر ليتر گرم ميلي

  
  فرنگيم توتهاي مختلف ارقا درصد تشكيل كالوس ريزنمونه اندامبر D-2,4 هاي مختلف  تجزيه واريانس اثر غلظت-3جدول

  درصد تشكيل كالوس درجه آزادي منبع تغييرات ميانگين مربعات 
 36/1372** 2 رقم

 55/2601** 4 ريزنمونه

2,4-D 4 **81/19237 

 78/531** 8 ريزنمونه× رقم

 D 8 **24/2096-2,4 × رقم 

 D 16 **82/188-2,4  ×ريزنمونه 

 D 32 **01/171-2,4  × ريزنمونه × رقم 

 55/4 375 ي آزمايشخطا

CV - 56/7 

  دار آماري  عدم وجود اختلاف معني- ns، %1و % 5دار در سطح احتمال   بترتيب معني-**و *
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  فرنگيهاي مختلف ارقام توت درصد تشكيل كالوس ريزنمونه اندام برD-2,4هاي مختلف  اثر غلظت-3شكل
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  فرنگيهاي مختلف ارقام توت درصد تشكيل كالوس ريزنمونه اندام برD-2,4هاي مختلف  مقايسه ميانگين اثر غلظت-4جدول
 ريزنمونه

  برگپهنك گره دمبرگ گلجوانه پرچم
2,4-D 
(mg/l) 

 رقم كردستان

00/32 fg 50/43 d 66/46 gh 66/59 de 00/60 de 2 

66/50 d 00/63 bc 33/68 bc 50/79 ab 50/75 b 3 

16/62 b 50/69 ab 33/81 a 58/87 a 66/87 a 4 

70/55 cd 58/57 c 16/63 cde 16/66 cd 16/63 cd 5 

16/42 ef 83/33 d 83/33 ij 50/49 e 16/46 g 6 

 رقم پارس

33/18 h 16/17 e 16/25 j 66/21 f 83/26 h 2 

50/56 cd 33/57 c 83/52 fg 83/48 e 66/50 fg 3 

83/65 a 33/67 b 66/72 ab 00/70 bd 83/75 b 4 

72/63 ab 58/62 bc 00/67 bc 33/71 bc 66/74 b 5 

00/45 de 50/43 d 83/57 de 53/49 e 16/63 cd 6 

  كامارسارقم 
50/29 g 82/39 d 00/43 h 50/54 e 50/52 f 2 

16/53  cde 17/67 b 83/54 ef 33/71 bc 16/71 bc 3 

50/66 a 16/74 a 33/64 cd 58/83 a 00/84 a 4 

22/60 bc 60/62 bc 66/55 ef 11/71 bc 66/55 ef 5 

66/47 de 33/38 d 50/39 hi 50/49 e 16/33 h 6 

94/49 E 16/53 D 07/55 C 50/62 A 34/61 B ميانگين 

  .داري ندارند اختلاف معني% 5هاي داراي حرف مشترك در هر ستون، بر اساس آزمون دانكن در سطح  ميانگين -*
  

 

آكـي  . كـشي آن باشـد    اين موضوع ممكن است ناشي از اثر علـف        
 ممكـن   D-2,4دادند كه غلظـت بـالاي       گزارش) 1( و همكاران    يوشي

 از ،دليل افزايش اكسين دروني بيش از ميـزان آسـتانه حيـاتي      است به   
نتايج ما نشان داد غلظت بالاي هورمـون        . تقسيم سلول جلوگيري كند   

2,4-D     هاي اندك تشكيل شده     ضمن كاهش تشكيل كالوس، كالوس
  ).16 و 15( هفته سياه شده و از بين رفتند 8 تا 6نيز بعد از 

ه  نشان داد  3 شكل   كه در همانطور   : بر القاي كالوس   BAنقش  
زايي را در همه بالاترين ميزان كالوس   NAAگرم در ليتر     ميلي 4 ،شده

هـاي بـرگ و گـره در        ريزنمونه القا نمود، و به دليـل اينكـه ريزنمونـه          
زايـي را ايجـاد     هـا بيـشترين درصـد كـالوس       مقايسه با ساير ريزنمونـه    

كسين و سـيتوكنين    نمودند، بنابراين براي مطالعات بيشتر اثر تركيبي ا       
)(BA   ها در يك آزمايش جداگانه مورد ارزيـابي قـرار           در اين ريزنمونه

 در  BAهـاي مختلـف      نشان داد كه غلظـت     5هاي جدول   داده. گرفت
داري بـر روي درصـد       اثـر معنـي    NAAگرم در ليتر     ميلي 4تركيب با   

بيشترين درصد القـا كـالوس در       . ها داشت تشكيل كالوس در ريزنمونه   
  در ليتـر   گـرم  ميلـي  4هاي مختلف در محـيط كـشت حـاوي          مونهريزن

NAA در ليترگرم  ميلي1 و  BA   بدست آمد بطوري كه در ريزنمونـه
 50/95،  50/98 درصد و ريزنمونه گـره       00/97 و   83/91،  08/95برگ  

 كـالوس  كامارسـا  درصد به ترتيب در رقم كردستان، پارس و      83/95و  
 مي توان   BAر هورمون سيتوكنين    در بررسي اث  ). 5جدول(تشكيل شد   

-كننده رشد اثر مثبتي بـر كـالوس       اظهار كرد كه استفاده از اين تنظيم      
، )13(لـيم و همكـاران      . هاي ارقام مورد مطالعـه داشـت      زايي ريزنمونه 

 و  RNAگزارش نمودند كه سيتوكنين خصوصاً در غلظت پايين، سنتز          
 افـزايش تقـسيم     دهـد و از طريـق     پروتئين را در گياهان افـزايش مـي       

ســلولي و يــا حركــت مــواد غــذايي بــه محــل تيمــار شــده، از پيــري 
دهي نيز احتمـالا در اثـر       افزايش كالوس . كندها جلوگيري مي   ريزنمونه

كشت حاوي  اما درصد تشكيل كالوس در محيط     . دلايل ذكر شده باشد   
) گرم در ليتـر    ميلي 2( در غلظت بالا     BA و   NAAدر ليتر   گرم   ميلي 4

.  به تنهائي بـود    NAA  در ليتر  گرم ميلي 4از محيط كشت داراي     كمتر  
اين كاهش تشكيل كـالوس ممكـن اسـت ناشـي از آنتاگونيـسم بـين        
اكسين و سايتوكنين باشد زيرا سـايتوكنين خـصوصاً در غلظـت بـالا،              

هاي بـيش   غلظت. آنزيم ايندول استيك اسيد اكسيداز را فعال مي كند        
يكي ديگـر از    . كندروتئين را مهار مي    و پ  RNAاز حد سيتوكنين سنتز     

دلايلي كه تيمار تركيبي اكسين و سيتوكنين ممكـن اسـت منجـر بـه               
غلظت  ها شود اين است كه     كاهش ميزان تشكيل كالوس در ريزنمونه     

تواند موجب تحريك توليد سيتوكنين درون زا        مي  اكسين بيروني  بالاي
نين بيرونـي، نـسبت     با اين حال، با در نظر گرفتن مكمل سيتوك        . گردد
بين اكسين و سيتوكنين مناسب جهـت تمايزيـابي مجـدد سـلول              كلي

هـاي  كالوس از بين رفته و بافت ريزنمونه تمايـل بـه تـشكيل سـلول              
  ). 13(نمايد ريشه مي
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  فرنگيك برگ ارقام توت درصد تشكيل كالوس ريزنمونه گره و پهن برNAAگرم در ليتر  ميلي4 در تركيب با BAهاي مختلف  اثر غلظت-5جدول 

  ريزنمونه گره   برگپهنكريزنمونه 

 كردستان پارس كامارسا  كردستان پارس كامارسا
BA 

(mg/l) 

66/91 bc 16/83 d 08/93 b  08/90 c 00/85 cd 16/91 b 0 

66/93 b 66/85 cd 53/88 c  50/91 b 66/90 bc 33/92 b 5/0 

00/97 a 83/91 bc 08/95 ab  83/95 ab 50/95 ab 50/98 a 1 

91/80 e 83/81 e 28/85 cd  50/86 cd 83/89 c 83/80 d 2 

  .داري ندارند اختلاف معني% 5هاي داراي حرف مشترك در ستون هاي مربوط به هر ريزنمونه، بر اساس آزمون دانكن در سطح  ميانگين -*
  

  كالوس اثر رقم بر توليد
نـشان   اداده ه ـ ) 3و  1هاي  جدول(نتايج حاصل از تجزيه واريانس      

دهد كه در محيط هاي كشت درصد تشكيل كالوس در ارقام مورد             مي
 و ميـشل .  شده اسـت )> 01/0P( دار  مطالعه از نظرآماري بسيار معني

نيـز گـزارش نمودنـد كـه بـسياري از فاكتورهـا نظيـر               ) 17(همكاران  
ژنوتيپ، تركيب عناصر غذايي محيط كشت و تنظيم كننده هاي رشـد            

 نـشان ) 4و2 يول هـا  جد(نتايج  . ي باشند بر القاء كالوس بسيار موثر م     
پاسخ به كالوس زايي به شـدت وابـسته بـه رقـم مـي باشـد و                  داد كه   

مقايسه ميانگين داده ها نشان مي دهد كه القاء كالوس در ارقام مـورد              
بـه نحـوي   .  مي باشند)> 05/0P( مطالعه داراي اختلاف معني داري 

دهـي  روس كـالوس كه رقم كردستان نـسبت بـه ارقـام كامارسـا و پـا        
) 6(دونــگ و همكــاران ) 4(دابكاوســن و همكـاران  . بيـشتري داشــت 

مقايسه  .باشدگزارش كردند كه ژنوتيپ بر روي القاي كالوس مؤثر مي         
دهـد كـه    فرنگي نيز نـشان مـي     خصوصيات ژنتيكي كولتيوارهاي توت   

كننده قابليت باززايي   تفاوت ژنتيكي در بين كولتيوارهاي مختلف تعيين      
نيز گزارش دادند كـه درصـد       ) 24 (پانديسينگ و   ). 18(باشد   مي آنها

فرنگي از ژنوتيپي بـه ژنوتيـپ ديگـر متفـاوت           تشكيل كالوس در توت   
زايي كشت كالوس اين اختلاف ناشي از حساسيت ارقام به محيط       . است
  ).17(باشد مي

  
  زائياثر ريزنمونه بر كالوس

دهـد     مـي  نشان) 3و1هاي  جدول(نتايج حاصل از تجزيه واريانس      
هـاي مـورد مطالعـه از    كه درصد تـشكيل كـالوس در ريزنمونـه انـدام         

هـا  مقايـسه ميـانگين داده  .  بـود )> 01/0P( دار  نظرآماري بسيار معني

هاي مختلف،  قطعات پهنك بـرگ حـداكثر          ريزنمونه نشان داد در بين   
دهي را در هر سه رقم داشتند و بعد از آن قطعـات گـره               ميزان كالوس 

هـاي دمبـرگ و جوانـه گـل         ريزنمونـه . كالوس بيشتري توليد كردنـد    
هـاي پـرچم    در حاليكه ريزنمونـه   . دهي متوسطي را نشان دادند    كالوس

كمترين ميزان تشكيل كالوس را ايجـاد نمودنـد و در ريزنمونـه نهـنج           
گزارش نمودند  ) 23(ساي و همكاران    . هيچگونه كالوسي تشكيل نشد   

هـاي مختلـف ناشـي از ذخـاير        ريزنمونـه  زائـي در  كه ظرفيت كـالوس   
بنـابراين نـوع ريزنمونـه      تركيبات دروني و ساختار آناتوميك آنها بـوده         

آنهـا  . باشدزايي موفق مي  هاي بسيار مهم جهت كالوس    يكي از فاكتور  
كنند كه اين اختلاف ممكن اسـت بـه تفـاوت وضـعيت             اظهار نظر مي  

  . فيزيولوژيكي ريزنمونه نسبت داده شود
  

  گيري يجهنت
به فاكتورهاي مختلفـي    فرنگي  توتدر گياه   تشكيل كالوس    يالقا

كننـده هـاي رشـد، نـوع ريزنمونـه          نظير كولتيوار، نوع و غلظت تنظيم     
 شود جهت بهبـود وضـعيت كـالوس        بنابراين پيشنهاد مي   .بستگي دارد 

 .مناسب انتخاب شودكننده رشد نوع و غلظت تنظيم زائي ريزنمونه و 

 از كاربردهـاي ديگـري   بـراي  تـوان  مي تحقيق اين تايجن از همچنين

كشت كالوس در جنين زايـي غيرمـستقيم، مطالعـه رويـدادهاي      قبيل
مولكـولي و بيوشـيميايي گياهـان، تنـوع      مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي،

 زيـستي غيـر  هاي زيستي و ايجاد مقاومت به تنشجهتسوماكلونالي 
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