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  ).Lens culinaris Medik(سازي شرايط كشت بافت در رقم گچساران عدسبهينه

  زايي مؤثر جهت القاي شاخه

 
  3 ، كايران شارما2بهزاد قره ياضي ،1عبدالرضا باقري ،1فاطمه ذاكر تولايي

  چكيده

لـين   او .نظر مـي رسـد     ضروري ب  هاي جديد   استفاده از تكنيك كشت بافت در اصلاح اين گياه از طريق روش            باباززايي در عدس    سازي   بهينه

هـاي    زايـي در ريزنمونـه      بـا مقايـسه درصـد شـاخه       در اين مطالعه    . مناسب است نمونه  زايي كارا و موثر با استفاده از ريز        قدم در باززايي، شاخه   

هـاي  pHهـا، سـن ريزنمونـه و          زني و توليد گياهچه      در محيط كشت جوانه    BAPسپس اثر وجود    . نمونه انتخاب شد  مختلف، بهترين نوع ريز   

تركيبـات مختلـف   هـا و    از آن تـاثير غلظـت   پـس . هـا بررسـي شـد    زايـي ريزنمونـه   زايي بر روي درصـد شـاخه   متفاوت محيط كشت شاخه

ها نشان داد كه ريزنمونه لپه بـه همـراه         نتايج اين بررسي  . رد مقايسه قرار گرفت   موزايي    روي القاي شاخه   TDZ و   2ip  ،Kinي  ها سيتوكينين

زني و توليد گياهچه   در محيط جوانهBAP تاثير مثبت. باشد ترين ريزنمونه براي باززايي عدس مي قسمت بسيار جزئي از محور جنيني مناسب

 MSهاي چندگانه، محيط كشت  بهترين تركيب محيط كشت براي القاي شاخهبعلاوه نتايج نشان داد كه. زايي نيز تاييد شد روي القاي شاخه

زايـي    درصد القاي شاخه   96تا بيش از     باشد، به نحوي كه     مي TDZ ميكرومولار   2 و   Kin ميكرومولار   2ip  ،4 ميكرومولار   5/7 غني شده با    

 محيط كشت نيـز،  pH در زمان تهيه ريزنمونه و همچنين  سن گياهچه. بدست آمد شده شاخه طويل40ريزنمونه تا   و در بعضي موارد، از هر     

بـراي  تـوان از ايـن روش         زايـي نـشان داد كـه مـي          بررسي مقدماتي انتقال ژن با استفاده از ايـن روش شـاخه           . زايي مؤثر بود    در القاي شاخه  

  .كردسازي شرايط جهت باززايي و انتقال ژن به عدس استفاده  بهينه

  

  .ريزنمونه، تنظيم كننده هاي رشد گياهي، زايي هشاخعدس، : واژه هاي كليدي

  مقدمه

تئين، كيفيت و ارزشعدس با داشتن درصد بالايي از پرو      
غذايي خوب و هضم آسان از اهميت خاصي برخوردار بوده
و به عنوان يكي از مهمتـرين منـابع پـروتئين در تغذيـه مـردم

هـاي خراسـان شـمالي و در ايـران در اسـتان     . شود استفاده مي 
رضوي، اردبيل، كرمانشاه و آذربايجان در سطح نسبتا وسيعي

 در ايـران در سـال سـطح زيـر كـشت عـدس        .شود كشت مي
 تـــن115000 هكتـــار و توليـــد آن 225000 بـــالغ بـــر 2007

  ). 18(باشد مي
 عدس به دليل مشكل بـودن كـشت در موفقيت انتقال ژن  

از ايــن رو. مواجــه اســت هــايي  بافــت آن بــا محــدوديت  
ســازي شــرايط كــشت بافــت جهــت بــاززايي آن بــراي بهينــه

وين از اهميـتهـاي ن ـ   اصلاحي با استفاده از روش    هاي    برنامه
رين قـدم در انجـام ايـناولين و مهمت  . زيادي برخوردار است  

 بـا مؤثر زايي سازي شرايط كشت بافت جهت شاخه      امر، بهينه 
 در نيز مناسب است كه قابليت بهتري    هاي    استفاده از ريزنمونه  

اولين تلاش بـراي بـاززايي در عـدس. انتقال ژن داشته باشند   
آنهـا بـاززايي گيـاه در. شـد   انجـام  )5(توسط بجاج و دانجـو    

.محيط اين ويترو را با استفاده از نواحي مريستمي انجام دادند
 بـاززايي عـدس ازروي) 17(بعد از آن ويليامز و مك هاگن      

هاي كالوس مـشتق شـده از اپـي كوتيـل هيپوكوتيل و سلول  
نيز روي باززايي) 14(سكسينا و كينگ  . مطالعاتي انجام دادند  
ــ ــاي جنينـ ــتفاده ازاز محورهـ ــا اسـ ــي وي بـ ــيط موراشـ  محـ

و نفتـالينBA(5 (بنزيـل آدنـين   غني شـده بـا       4)MS(اسكوگ

انـستيتويعـضو هيئـت علمـي      -3،  پژوهـشكده بيوتكنولـوژي كـرج      عضو هيئـت علمـي        -2،  مشهد فردوسي دانشگاه به ترتيب دانشجوي دكترا و عضو هيئت علمي          -1

  .المللي تحقيقاتي ايكريست، هند بين

٤ - Murashige and Skoog, 1962   ٥- Benzyl Adenine 
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 موفقيت هايي بدست آوردنـد، پلانكـوNAA(1(استيك اسيد 
هـــاي چندگانـــه را از ، تـــشكيل شـــاخه )11(و همكـــاران

هاي  نوك ساقه، گره اول، و اولين جفت برگ        هاي  ريزنمونه
 وBA يـا    BA شـده بـا      تشكيل شده با استفاده از محـيط غنـي        

NAAهــاي نيــز شــاخه) 9(مالــك و رشــيد .  گــزارش كردنــد
BAاي روي محـيط غنـي شـده بـا             هاي لپه   چندگانه را از گره   

امكـان بـاززايي) 15(  و راگووانـسي   گسـين . بدست آوردند 
مــستقيم گياهــان را از قطعــات گرهــي و نــوك ســاقه، مــورد

هـاي   شـاخه  تـشكيل ) 9( مالك و ساكسينا  . بررسي قرار دادند  
 غني شده بـاMSچندگانه را از طريق كشت بذر روي محيط         

TDZ       هـاي  نيز تـشكيل شـاخه    ) 16( و واركنتين و مك هاگن
 گــزارشBAاي بــا اســتفاده از  هــاي لپــه چندگانــه را از گــره

، روي بـاززايي چهـار رقـم)11( پلانكـو و همكـاران    . كردند
 كـرده و موفـقمطالعـه بذر نابالغ   ريزنمونه  عدس با استفاده از     

زايي  شاخهنيز فرايند   ) 19(يي و همكاران  . زايي شدند   به شاخه
سـاركر و. را با استفاده از بذر در محيط كشت دنبـال كردنـد           

 گـره لپـه اي وهـاي   ريزنمونـه  ،جهت باززايي ) 13(همكاران
ــد  ــين ســربرداري شــده را مناســب معرفــي كردن آنهــا از. جن

براي القـايKin(1(اينتين   ك  و 1)BAP ( بنزيل آمينو پورين   -6 
 راTDZاثـر   ) 6( خوار و همكـاران   . استفاده كردند  زايي  شاخه

ــاخه از   ــاززايي ش ــهروي ب ــاي ريزنمون ــقه ــف از طري  مختل
طالـب بيـدختي. ارگانوژنز در عدس مورد بررسي قرار دادند      

به منظور بهينه نمودن شرايط كشت بافـت در) 1 (و همكاران 
 انتهاي ساقه، گـره لپـههاي يزنمونهرارقام عدس، با استفاده از     

اي، اپي كوتيل، و هيپوكوتيل، باززايي عدس را با اسـتفاده از
 بررسي آنهـا بـا اسـتفاده از در .روش غير مستقيم انجام دادند    

BA مـشاهدهاي     نسبتا خوبي در ريزنمونه گـره لپـه        زايي  شاخه
، نيز جنين سربرداري شده)2( قاسمي عمران و همكاران      .شد

زايـي   را به عنوان ريزنمونـه موفـق در شـاخه          BAP تاثير   تحت
  . معرفي كردند

سـازي بـاززايي هاي انجام شده براي بهينـه      با وجود تلاش  
هـا بـه دليـل ريزنمونـه دهد كه اين   ميدر عدس، شواهد نشان 

هـايي صـورت  چندگانه از مريستم   هاي  شاخهاين كه باززايي    
 دور ازناحيـه  در    كـه  ريزنمونـه گيرد كـه در لايـه داخلـي          مي

غالبـا،  گيرد  مي دسترس آگروباكتريوم وجود دارند، صورت    
ــاكتريوم كــه بــراي انتقــال ژن بــه1بــراي تراريــزش ــا اگروب  ب

از). 10( مناسب نيستند  ،حبوبات ديگر با موفقيت استفاده شده     
زايـي بـالا و خـوبي نيـز در  و همچنين ريشه   زايي طرفي شاخه 
لازمرسـد،    نظـر مـي   لـذا ب  . دخـور   به چشم نمي   ها اين گزارش 

تـــلاش در جهـــت بـــاززايي عـــدس بـــا اســـتفاده ازاســـت، 
هايي صورت گيرد كه بـراي تراريـزش نيـز مناسـب نمونهريز

.زايـي بـالايي داشـته باشـند        زايي و ريشه   باشند و درصد شاخه   
سازي شرايط كـشت بافـت  بهينه  اين مطالعه با هدف    ،بنابراين
زايي بالا  درصد شاخه  و   انتخاب مناسب ترين ريزنمونه   جهت  

بـوده اسـت تـا بتـوان ريزنمونـه و شـرايط در رقم گچـساران   
  .مناسب را براي تراريزش فراهم نمود

 مواد و روش

 مناسـب، بـذرنمونـه جهت تعيين ريز     :تعيين نوع ريز نمونه   
بـه مـدت% 70رقم گچساران پس از شستشو، ابتـدا بـا الكـل            

از مخلـوط كلريـديك دقيقه تيمار شده و سـپس بـا اسـتفاده            
ــوه  ــوين 2و % 1/0جي ــره از ت ــدت 20 قط ــه م ــت ب ــههف  دقيق

 بار شستشو با آب مقطرهفت تا   پنجپس از   . ندضدعفوني شد 
 سـاعت در آب مقطـرسـه  تـا   دودو بار استريل، بـراي مـدت        

سپس پوسته بذرها جدا شـده و. نددوبار استريل خيسانده شد   
 ميكـرو4ا  غني شده ب   MS  كشت بذور بدون پوسته در محيط

. روز كـشت داده شـد  10 هفتـه تـا   يـك به مدت   BAPمولار
هـاي مختلـف بدسـت آمـده ريزنمونـه     هـاي     سپس از گياهچه  

 و لپه به)C(، لپه بدون محور جنيني    )S(، ساقه )L(شامل برگچه 
.تهيـه شـد    CEA(1(همراه قسمت بسيار جزئي از محور جنيني      

ه در يـك ريزنمون ـ8هـر  (عـدد   80هـا    از ريزنمونه از هر يك    
MSزايي يعني      پيش فرض شاخه    در محيط كشت   )ديش  پتري

 تـا7پس از   . كشت داده شد   2ip ميكرومولار 10غني شده با    
 بــاشــمارش شــده ودار شــده  شــاخه هــاي ريزنمونــه ، روز10

هـاي  استفاده از نسبت ريزنمونه شـاخه دار شـده بـه ريزنمونـه            
با استفاده ازها   داده.  تعيين شد  زايي  شاخه درصد   بدون شاخه، 

، در قالب طـرح كـاملا تـصادفي تجزيـه و     SAS 8.0نرم افزار
اي دانكـن ها با استفاده از آزمـون چنـد دامنـه          مقايسه ميانگين 

1 -Naphthalene Acetic Acid  2- 6-benzyl Amino Purine  3- Kinetin  4 � Transformation 

5-  cotyledon with slight part of embryo axes( CEA) 
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  .انجام شد
تعيين اثر افزودن سيتوكينين در محيط جوانه زني بذر و توليد

ه،نمون ـپس از تعيـين نـوع ريز  : ها زايي ريزنمونه  گياهچه بر شاخه  
حتمالي افزودن هورمـون سـيتوكينين بـر محـيط جوانـهتاثير ا 

زني بذر و توليد گياهچه از نظر درصد القاي شـاخه زايـي در
بـدين ترتيـب كـه     . حاصل از آنهـا مطالعـه شـد       هاي    نمونهريز

 بذر پوسـت گرفتـه شـده در هـر يـك از دو محـيط50ابتدا،  
 كــشتBAP ميكرومــولار4 غنــي شــده بــا MS و MSكــشت
هـاي رشـد يافتـه در هـر  ك هفته از گياهچه   پس از ي  . گرديد

 تهيـه شـده و بـراي تعيـين درصـدCEA ريزنمونـه   60محيط،  
زايي، در هر پتري ديش حاوي محيط پيش فرض  القاي شاخه 

 روز8پـس از    .  عـدد ريزنمونـه كـشت گرديـد        6زايـي     شاخه
هاي جفـت  دار شده شمارش و داده      هاي شاخه   تعداد ريزنمونه 

MSTATC نـرم افـزار   و با اسـتفاده از  Tشده بر اساس آزمون     

  .تجزيه شد
پس از تعيـين بهتـرين :زايي  اثر سن ريز نمونه بر القاي شاخه      

نمونـه تركيب محيط كشت جهت شاخه زايي، تاثير سـن ريز         
 ازCEAي   هـا  نمونـه به اين ترتيب كـه ريز     . نيز بررسي گرديد  

 روزه تهيـه و15 و   14،  13،  12،  11،  9،  8،  7،  6هـاي     گياهچه
، )2ip ميكرومــولار 10(زايــي پــيش فــرض شــاخهمحــيط در 

دار شـده  هـاي شـاخه      روز ريزنمونـه   8پـس از    . كشت گرديد 
ها در قالـب  داده. زايي آنها تعيين شد     شمارش و درصد شاخه   

 تجزيـه وSASطرح كاملا تـصادفي بـا اسـتفاده از نـرم افـزار              
  .شدتحليل 

 ـ        اثر كاربرد غلظت   يتوكينين بـرها و تركيبات مختلف انواع س

،BAP، 2ip  مختلـف  هـاي   غلظـت اثر كاربرد    :زايي  القاي شاخه 
Kin  ،TDZ         زايـي  و تركيبات آنها بر روي درصد القاي شـاخه

 موردنمونههاي بدست آمده از هر ريز      و همچنين تعداد شاخه   
 بر2ip و   BAPبدين ترتيب كه ابتدا تاثير      . بررسي قرار گرفت  

پـس از اينكـه. سه گرديـد  زايي ريزنمونـه منتخـب مقاي ـ       شاخه
 از2ipهـاي مختلـف از     محرز شد، غلظتBAPبر 2ip برتري

.زايي در ريزنمونه، مورد مقايسه قرار گرفتنـد         نظر القاي شاخه  
هـا كـه اي از غلظـت   از بين دامنـه 2ipسپس غلظت متوسط از  

زايي ريزنمونه داشتند، انتخاب شده  نسبتا خوبي در شاخه    تاثير
TDZ و Kinهـاي مختلـف از        ركيب با غلظـت   و تأثير آن در ت    

ــاخه ــت    روي ش ــرار گرف ــسه ق ــورد مقاي ــي، م ــات. زاي تركيب
. نامگذاري شدندSnتا...،S1  ،S2هورموني مختلف بصورت    

S حرف اول عبارت shoot induction mediaباشـد و لـذا  مي
 از ايـن حــرف بــراي نامگــذاري محــيط كــشت القــاي شــاخه 

2 و   1هـاي     هـا در جـدول       كشت تركيبات محيط . استفاده شد 
اي  در مرحله بعدي، تاثير تركيب دامنـه      . نشان داده شده است   

هـاي   در مرحله دوم، با غلظت     2ipهاي قابل قبول از       از غلظت 
زايـي مـورد   در مرحله سوم، روي شـاخه      TDZ و   Kinمنتخب  

ها به اين صـورت بـود  نحوه انجام آزمون  . مقايسه قرار گرفت  
زايـي  ، جهت شاخه  CEA هاي   ريزنمونه  از  ريزنمونه 50كه هر

ــرار داده   ــشت ق ــيط ك ــب مح ــك تركي ــدروي ي ــر  ( ش 10ه
 روز تعـداد10 تـا    7پـس از    . )ريزنمونه در يك پتـري ديـش      

دار شــده شــمارش شــده و درصــد هــاي شــاخه  ريزنمونــه
هـاي قبلـي  ماننـد آزمـون    هـا    داده زايي مـشخص شـد و      شاخه

دار شده، از نظـر هاي شاخه   سپس ريزنمونه . تجزيه تحليل شد  
بـدين ترتيـب كـه .تعداد شاخه در هر ريزنمونه آزمون شدند      

 قبلـي  زايـي  محـيط شـاخه   همـان   ، مجـددا در     هـا   اين ريزنمونه 
هاي بدست ، تعداد شاخه  واكشت شدند و پس از دو واكشت      

لازم به ذكر اسـت كـه .آمده از هر ريزنمونه شمارش گرديد     
 مرحلـه سـوم و چهـارم از ايـنمقايسه تعداد شاخه فقط براي    

ــراي مراحــل اول و دوم فقــط تعــداد آزمــون انجــام شــد و ب
ها  داده. دار شده شمارش و مقايسه گرديد       هاي شاخه   ريزنمونه

SASدر قالب طرح كـاملا تـصادفي بـا اسـتفاده از نـرم افـزار          

ــه و  ــز بــا اســتفاده از آزمــونهــا مقايــسه ميــانگين تجزي  ني
 بهترين تركيب از ايـن تنظـيمتا شد   اي دانكن انجام   چنددامنه

  .زايي انتخاب گردد هاي رشد گياهي جهت شاخه كننده
30در ايـن آزمـايش تعـداد        : زايـي    بـر القـاي شـاخه      pHاثر  

pH بـا    زايـي   شـاخه ريزنمونه در هر يك از محيط هاي القـاي          

 نتــايج.ندكــشت داده شــد  5/6 و 6، 5/5، 5، 5/4، 4هــاي، 
 بـا اسـتفاده از نـرم افـزار دري قبلي ها  مانند آزمون  زايي  شاخه

   .قالب طرح كاملا تصادفي تجزيه شد

  نتايج و بحث

1همـان گونـه كـه در نمـودار           :تعيين بهترين نوع ريزنمونه   
ريزنمونه لپه همـراه بـازايي در     درصد شاخه ،  شود  مشاهده مي 

 نـسبت،) الـف  -1شكل  ( قسمت بسيار جزئي از محور جنيني     
داشـته  ) P< 0.01( رتـري معنـي داري  هـا ب  بـه سـاير ريزنمونـه   

 براي اولـين بـار اسـتفادهCEAدر اين مطالعه ريزنمونه     . است
زايـي   بر روي شـاخه    در هيچ كدام از مطالعات قبلي كه      شد و
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ه مقـدماتيمطالع ـ. ، استفاده نشده اسـت    عدس صورت گرفته  
 ايـن ريزنمونـه نشان داد كـه      نگارندهتراريزش عدس توسط    

ابليـت بـسيار خـوبي در تراريـزش نيـز دارد           قبا انـدكي تغييـر      
ــشده  ( ــشر نـ ــايج منتـ ــا از). نتـ ــران غالبـ ــات ديگـ در مطالعـ

، محـــور)13 و 12، 10، 6، 1(اي   گـــره لپـــههـــاي ريزنمونـــه
 و1(، اپي كوتيل  )2 و   10( ، جنين سربرداري شده   )11(جنيني

 و8،  1( ، نوك سـاقه   )2(، نوك مريستم    )1( ، هيپوكوتيل )14
.استفاده شـده اسـت     )15 و   5(و بذر كامل  ) 9(، بذر نابالغ  )12

 داشـته انـد،  امـازايـي   شـاخه با اينكه تا حدي     ها    اين ريزنمونه 
نـشان داده اسـت كـه ايـن) 10( نتايج بررسي هاي انجام شده    

كارآمدي لازم برخوردار نبوده  از براي انتقال ژن  ها    ريزنمونه
  . اند

 ـ  تعيين اثر افزودن سيتوكينين در محـيط جوانـه         ي و توليـدزن

، درصـد2بـا توجـه بـه نمـودار         : زايي ريزنمونه   گياهچه بر شاخه  
ــه شــاخه ــي در ريزنمون ــه شــده از گياهچــه  زاي هــاي هــاي تهي

 به طور معنـيBAP ميكرومولار   4رشديافته در محيط داراي     
هـاي حاصـل از محـيط نـسبت بـه ريزنمونـه   ) P< 0.05( داري

   .بدون هورمون افزايش نشان داده است
رسد وقتـي گياهچـه قبـل از تهيـه ريزنمونـه در  مي ربه نظ 

محيط حاوي سيتوكينين رشد نمايد، محتواي سـيتوكينين آن
تـوان خـود را در جهـتهـا      كـه اولا گياهچـه     شـود   ميباعث

توليد ريشه صرف ننمايد و سريعتر براي تهيه ريزنمونه آمـاده
شــود و همچنــين وجــود ســطحي از ســيتوكينين خــارجي در

 در مرحله بعـديزايي  شاخهاعث بهبود روند القاي     ريزنمونه ب 
 قبلـي بـاززاييه هاي كه در مطالع   لازم به ذكر است   .  شود  مي

اما جاياياند و. عدس گزارشي در اين زمينه منتشر نشده است       
در باززايي نخود از اين تكنيك بـراي افـزايش) 5(همكاران  

 .آوردندزايي استفاده كرده و نتايج مثبتي بدست  القاي شاخه
و تركيبات مختلف انـواع سـيتوكينين بـرها    اثر كاربرد غلظت  

مقايـسه: شـامل   اين آزمون  نتايج مرحله اول   :القاي شاخه زايي  
هاي  مقايسه تاثير غلظت  : شامل دوم   مرحله  و 2ip و   BAPتاثير  

هـاي   بدليل اين كه به عنـوان ازمـون        2ip ميكرومولار   15 تا   2
امـا نتـايج. ان داده نـشده اسـت     مقدماتي انجام شده بودند، نش    

ــايش   ــن آزم ــي اي ــه اولا    كل ــشان داد ك ــا، ن ــاي2ipه  در الق
15 تـا    5هـاي      مؤثرتر است و ثانيا، غلظـت      BAPزايي از     شاخه

تـر و بـالاتر ايـن  هـاي پـايين      نسبت به غلظت   2ipميكرومولار  
لـذا ابتـدا. زايـي دارنـد     هورمون، تأثير بيشتري در القاي شاخه     

 ميكرومولار انتخـاب شـده و5/7 يعني   2ipغلظت متوسط از    
هـاي مختلـف از   با غلظـت   2ip ميكرومولار   5/7تاثير تركيب   

Kin   و TDZ    نتـايج ايـن آزمـون در.  مورد مقايسه قرار گرفت
گونـه كـه در جـدول  همـان .  نـشان داده شـده اسـت       1جدول  

 بـا سـاير محـيط      S1  كـشت  مقايـسه محـيط   شـود،     مشاهده مي 
يـا  TDZ در تركيب با     2ipبرد  ره كا دهد ك   ها، نشان مي   كشت

Kin       نتيجه بهتري از استفاده از آن به تنهاييو يا هر دوي آنها
ــين .دارد ــسه ب ــا S2 مقاي ــا S8 و S4 ت ــري غلظــت S16 ت 4 برت

 ميكرومـولار آن نـشان10 و   2 را بر غلظـت      Kinميكرومولار  
 متوجـهS16 تـا  S8 و S7 تـا   S5همچنـين بـا مقايـسه   . دهـد  مي

ــي ــويم ا م ــت  ش ــزايش غلظ ــزايشTDZف ــث اف ــاهي باع  گ

اثر افزودن سيتوكينين در محيط توليد گياهچه روي القاي  :2نمودار 

 . در ريزنمونه شاخه
 

لپه به همراه قسمت بسيار = CEA(مقايسه چهار نوع ريزنمونه : 1نمودار 

)ساقه = Sبرگچه و  = Lلپه بدون محور جنيني،  = Cجزئي از محور جنيني، 

 .زايي از نظر قابليت شاخه
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S7تـا  S1 هـاي   محيط كشتاز مقايسه . زايي شده است شاخه

 كــه اســتفاده همزمــان از ســهشــود مــي نتيجــه S16 تــا  S8بــا
 نتيجه بهتري اززايي   شاخه سيتوكينين مورد استفاده در محيط

 در نهايـت، در ايـن مطالعـه،. با يكي از آنها دارد     2ipكاربرد
2ip  ،4 ميكـرو مـولار      5/7 غني شده بـا      MSحاوي   S11تيمار  

ــشترين درصــدTDZ ميكرومــولار 2 و Kin ميكــرو مــولار   بي
  .زايي را نشان داد شاخه

 بـه2ip ميكرومولار   15 تا   5هاي    با توجه به اين كه غلظت     
تنهايي در مرحله دوم آزمون، تفاوت چنداني نداشـتند، تـاثير

4هـاي     كيب بـا غلظـت    ، مجددا در تر   2ipاين دامنه از غلظت     
ــولار  ــولار 2 و Kin ميكروم ــاخهTDZ ميكروم ــي  روي ش زاي

بـا توجـه بـه اطلاعـات بدسـت آمـده از مقايـسه. بررسي شد
كهتوان چنين نتيجه گرفت   ميS21 تا  S17محيط كشت هاي
ــزايش غلظــت  ــولار  5از  2ipاف ــه ميكروم ــولار 5/7ب ميكروم

هـاي مـا غلظـت   ، ا باعث القاي تعداد بيشتري شاخه شده است
 تـاثير اين ماده در تركيب با دو سيتوكينين ديگر        5/7بالاتر از

لـذا مجـددا.  نـشان نمـي دهنـد      زايـي   شـاخه  روي القاي    مثبتي

 دانكن در سطح يك درصد اي دامنهبراساس آزمون چند ميانگين هاي داراي حداقل يك حرف مشابه، * 

  ).P > 01/0(ندارند تفاوت معني داري 

 

 ميكرو مـولار4 همراه با    2ip ميكرو مولار    5/7برتري تركيب   
 Kin   ميكرومولار   2 و TDZ  بـا ايـن تركيـب، تـا.  تأييد گرديد

در ايــن مرحلـه فاصــله. شـد زايـي مــشاهده    درصـد شــاخه 96
 روز نتايج بـسيار بهتـري ازچهارها مهم بود و فاصله       كشتوا

هاي چندگانه تـشكيل شـده پـس از شاخه.  روز داشت  هشت
زايـي در شـكل      شـاخه   كـشت   روز قرار گرفتن در محـيط      15

ايـن مطالعـه در مجمـوع نتـايج     . نشان داده شده اسـت      ب -1 
ــاثير  ــيت ــن ســه ســيتوك دار معن ــب اي ــي تركي ينين روي فراوان

هـاي دار شـده و همچنـين تعـداد شـاخه          هـاي شـاخه    ريزنمونه
 اگر چـه گـاهي.دهد  مينشان  را  ه  نمونبدست آمده از هر ريز    

زايي را در پي داشت، امـا   افزايش شاخه  TDZافزايش غلظت   
با توجه به نتايج كلـي در تركيـب بـا دو سـيتوكينين ديگـر و

 درTDZه غلظـت زيـاد      همچنين مشاهده تـاثير منفـي اسـتفاد       
مراحل بعدي باعث شد كـه غلظـت پـايين آن مـورد اسـتفاده

 هفته استفاده  3 تا مدت زمان     TDZدر مواردي كه    . قرار گيرد
40هاي تشكيل شده در بعـضي مـوارد از           شد، تعداد شاخه   مي

 اما تاثير منفـي اسـتفاده،كرد  ريزنمونه هم تجاوز مي    درشاخه

، 2ip ميكرومولار 5/7 با مقدار ثابت TDZ و Kinي مختلف  غلظت هاتركيب تاثير مقايسه  :1جدول 

 .CEAريزنمونه  با استفاده از )رقم گچساران( چندگانه در عدسهاي القاي شاخهروي 
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 در مرحله طويل مدت آن  ه طولاني از غلظت زياد و يا استفاد     
شدن به صورت بدشكلي شاخه و برگ و اخـتلال در مرحلـه

 لـذا اسـتفاده از آن.طويل شدن، به روشني قابل مشاهده بـود       
  . ميكرو مولار محدود شد2 روز با غلظت 7 تا 4به

 و6(TDZ ، )13 و Kin)1 تركيبـات   در مطالعات قبلـي از 
8(،  BAP)1 2 و( ،BAــاي ــه تنهـ و در) 16  و14، 11، 9(ي بـ

در 2ip از    تا كنـون   .استفاده شده است   )NAA) 11تركيب با   
. عـدس اسـتفاده نـشده اسـت        زايي  شاخههيچيك از مطالعات    

TDZ و   Kinاين سيتوكينين شايستگي خـود را در تركيـب بـا            

 ).5(زايي در گياه نخود نشان داده است  در شاخه
زايـي   شـاخه درصـد     :ياثر سن ريز نمونه بر القاي شاخه زاي       

 روزه 13 تـا    7هـاي تهيـه شـده از گياهچـه هـاي             در ريزنمونه 

 دانكن در سطح يك درصد تفاوت اي دامنهبراساس آزمون چند ميانگين هاي داراي حداقل يك حرف مشابه، * 

 ).P > 01/0(ندارند معني داري 

هاي داراي  ريزنمونه) ريزنمونه لپه به اضافه قسمت بسيار جزئي از محور جنيني، ب)  الف:1شكل 

 .ها مرحله طويل شدن شاخه)  روز پس از قرار گرفتن در محيط القاي شاخه، ج15هاي چندگانه  شاخه

 

 ميكرومولار2 و Kin ميكرومولار 4ي ثابت  ها  با غلظت2ipي مختلف  ها تركيب غلظتتاثير مقايسه  :2جدول 

TDZ ، ريزنمونه  با استفاده از )رقم گچساران(  چندگانه در عدسهاي القاي شاخهرويCEA. 
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7ريزنمونـه   . دار نبود   ولي اين افزايش معني   . افزايش نشان داد  
روزه قابليت بهتري از نظر القاي شاخه زايـي نـسبت بـه سـاير

 روزه بـراي تهيـه7لذا از گياهچه هـاي      . ها نشان داد    ريزنمونه
لازم به ذكر است كه در مطالعات قبلي.  شد ريزنمونه استفاده 

  باززايي عدس در مورد سن ريزنمونه
در) 4( نشده است اما گولاتي و همكاران        گزارشي منتشر 

مطالعه خود در ماش سبز نشان دادند كه سـن ريزنمونـه روي
  .زايي موثر بوده است شاخه

داده هـاي : محيط كشت بر درصد القاي شاخه زايي pHتاثير 
زايـي در محـيط  دهـد كـه درصـد شـاخه          آزمون نشان مي   اين

 >P(  تفاوت معني داري نـشان نمـي دهـد   6 تا pH 4كشت با

 باعث كاهش درصد6 و بالاتر از     4 پايين تر از     pHاما  . )0.01
قبـل( 25/5 برابر با    pHدر فرايند كار، عملا     . زايي شدند   شاخه

 مـورد انتخـاب و   زايـي   شـاخه براي محيط القـاي     ) از اتوكلاو 
در مطالعــات قبلــي در ايــن زمينــه هــم. اســتفاده قــرار گرفــت

 جايايانـد.انجام نگرفته و  مطالبي منتشر نشده است       اي    مقايسه
ــز ) 2003(و همكــاران   محــيط كــشت را روي درصــدpHني

 . زايي نخود از ريزنمونه محور جنيني مؤثر دانستند شاخه
ات قبلـي  هاي معرفي شده در مطالع      رسد ريزنمونه   بنظر مي 

،)14( ، محـور جنينـي    )13 و   16،  15،  9،  1( گره لپه اي  شامل  
ــده   ــربرداري ش ــين س ــل )13 و 2( جن ــي كوتي ،)17 و 1( ، اپ

 و11، 1( ، نــوك ســاقه)3( ، نــوك مريــستمي)1(هيپوكوتيــل
 بـه دليـل دور از)18 و   8( و بـذر كامـل    ) 12( ، بذر نابالغ  )15

 كـارايينـواحي مريـستمي از بـاكتري،      دسترس قرار گـرفتن     
 جهت استفاده در انتقال ژن با واسطه اگروباكتريوم رامؤثري
  ).18 و 13(ندارند

بــا انــدكياي معرفــي شــد كــه  نمونــهدر ايــن مطالعــه ريز
مـشاهدات(ي قابليت بالايي در تراريزش است       داراتغييرات،  

 علاوه بر آن،)مقدماتي تراريزش عدس  نگارنده در مطالعات    
ــالاي  ــاخهدرصــد ب ــي ش ــا ( زاي ــاد%) 96ت ــي زي ــداد خيل و تع

 شــاخه بــر40 در بعــضي مــوارد تــا( شــدهتوليــد  هــاي شــاخه
رسـد  بـه نظـر مـي     . رود  مـي  از امتيازات آن به شمار    ) ريزنمونه

تواند به عنوان گامي مهـم بـراي بـاززايي وبنتايج اين تحقيق    
  .همچنين انتقال ژن در عدس مورد استفاده قرار گيرد
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     Abstract 

Optimization of regeneration in lentil is necessary to improve this plant by novel methods. First stage 
of regeneration is efficient multiple shoot induction using proper explants. In this research, four 
explants of leaflet, stem, cotyledon without embryo axes and cotyledon with embryo axes were tested 
to determine the best explant. Probably effect of BAP in germination media of seedling tested on shoot 
induction of explants. There was comparison between effect of different level and combination of 
various cytokinins on multiple shoot induction. Effect of explant age and pH of media also tested on 
shoot induction. Results showed that, cotyledon with embryo axes is the best explant. Existence of 
BAP in germination media was very useful. There was highest shoot induction percentage (until to 
96%) in MS media complemented with 7.5µM 2ip, 4µM Kin and 2 µM TDZ. Using this media 
produced more than 40 shoots per explant in some samples. Age of explant and pH of media was 
effective on multiple shoot induction. Results of primary research in gene transformation of lentil 
indicated efficient ability of this protocol to use in gene transformation. 
 
Keywords: Lentil (Lens culinaris M.), multiple shoot induction, hormones, explants. 
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