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  " علوم زراعي ايرانمجله"

  ١٣٨٣تابستان  ،٢ شماره، ششم لدج

 

  باززايي گياهچه با فراواني بالا در گياه دوپايه ترشك
High frequency plantlet regeneration in the dioecious plant sorrel  

                                             

 ٢ و علي محمد شكيب١علي ايزدي دربندي
  

  يدهچك

عنوان يك گياه مدل در ه است كه ب Polygonaceaeيك گونه دوپايه و چند ساله از خانواده ) (.Rumex acetosa Lرشك ـــت

ترين نوع ريزنمونه و محيط كشت  در اين تحقيق به منظور دستيابي به مناسب. رود كار ميه مطالعات ژنتيك مولكولي تعيين جنسيت ب    

درصـد  دو هـا بـا        حاوي ويتـامين   MSهاي برگ، دمبرگ، لپه، محور زير لپه و ريشه بر روي محيط               مونهبراي باززايي اين گياه، ريزن    

نفتـالين  ‐آلفـا   ،(IAA) اسـتيك اسـيد  ‐٣هـاي اينـدول     اكسين.  درصد آگار و تركيبات متفاوت هورموني كشت شدند        ٨/٠ساكارز و   

و نيـز    ) (Kin و كينتين    (TDZ)، تيديازارون    (BAP)ينو پورين بنزيل آم ‐٦  ، (Zeatin)زآتين   هاي   و سيتوكينين  (NAA)استيك اسيد 

 كـاملاً  طرح صورت فاكتوريل در قالب   ه  بها    آزمايش. هاي كشت اضافه گرديد        به محيط  IAA و BAPهمراه با  (GA3)جيبرليك اسيد 

ترين نوع ريزنمونه      مناسب .هاي كشت شده ارزيابي شدند      هاي حاصل از ريزنمونه     دهي و باززايي كالوس     كالوس. تصادفي انجام شد  

  BAP ميليگـرم در ليتـر  ٥/١  وIAA ميليگـرم در ليتـر   ٧٥/٠حاوي ) (MSو محيط كشت به ترتيب برگ و محيط موراشيگ و اسكوگ       

هاي  نمونه.  درصد ثبت گرديد٨١ و١٠٠دهي و باززايي از ريزنمونه برگ در اين محيط كشت به ترتيب      ميزان كالوس . تعيين گرديد 

شناسي نشان داد كه ايجاد   مطالعات بافت.بودند) (Proliferationه از ريزنمونه برگ در اين محيط داراي چندين نوساقه باززايي شد

هاي منفـرد يـا متجمـع     ها به سمت حاشيه آن با تشكيل آغازي هاي مركزي كالوس و گسترش آن       هاي فعال و متراكم از بخش       سلول

گر روشي نوين، ساده، كوتاه و در عين حال كارآمد در باززايي اين گياه مـدل جهـت                 رايه نتايج حاصل ا   .منشا باززايي نوساقه است   

  .مطالعات ژنتيكي وانتقال ژن است

  

  .دهي، باززايي ، ريزنمونه، كالوس )L. Rumex acetosa(ترشك  :هاي كليدي واژه

  

  مقدمه

اهي ــ ـ گي).Rumex acetosa L(يـام علم ـــ ـرشك بـا ن تــ
ــه  از ــيعلفــي و دوپاي  گوناســه اســت كــه از    خــانواده پل

توانـد ازديـاد      مـي ) بـذر (و زايـشي  ) ريـزوم (طريق رويشي 
ــردد ــي. گ ــاي  ويژگ ــم    ه ــداد ك ــه تع ــاه از جمل ــن گي اي

هـاي جنـسي      كروموزم، دوپايـه بـودن، وجـود كرومـوزم        
 وكوتـاه بــودن دوره رشــد و نمــو موجــب شــده اســت تــا  

 عنــوان يــك گيــاه مــدل در مطالعــات ژنتيكــي و      ه بــ
ــول ــرد    مولك ــرار گي ــتفاده ق ــورد اس ــسيت م ــين جن   ي تعي

(Ainsworth et al.,1998; Parker et al.,1991) .  تـاكنون
  تعدادي ژن كه در تـشكيل اعـضاي گـل دخالـت دارنـد               
  از ايــن گيــاه جداســازي شــده كــه نيازمنــد تعيــين نقــش  

ــاه اســــت  دقيــــق آن ــا از طريــــق انتقــــال بــــه گيــ   هــ
 (Ainsworth et al.,1995) .  ژن در ايـن گيـاه   انجام انتقـال

  ١٠/٣/١٣٨٣: تاريخ پذيرش                                             ٢١/٣/١٣٨٢: تاريخ دريافت

  . به ترتيب كارشناس ارشد سابق و عضو هيأت علمي مؤسسه تحقيقات بيوتكنولوژي كشاورزي كرج-٢ و ١
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  ١٣٨٣تابستان   ،٢، شماره ششم جلد ،" علوم زراعي ايرانمجله"

  ١٧٢

ــاه      ــاززايي گي ــت و ب ــشت باف ــب ك ــد روش مناس نيازمن
ت زيـادي   در زمينه كشت بافت ترشك اطلاعـا      . باشد مي

كالافيك اولين گزارش در اين زمينه توسط . وجود ندارد
 منتشر شد كه در آن (Culafic et al., 1987 b) همكاران و

با استفاده از كشت جوانه، كوتيلدون و هيپوكوتيـل روي          
دي كلروفنوكسي  -٢،٤هاي    محيط كشت حاوي هورمون   

 -٣و اينــدول  ) (Kin و كينتــين (D-2,4)اســتيك اســيد  
 كــالوس توليدشــده اســت كــه ايــن (IAA) اســيداســتيك
زا بـوده وگيـاه بـاززايي نـشد امـا             ها عمومـا ريـشه      كالوس

زايـي    انـدام . ريزازديادي با كشت جوانه انتهايي انجام شد      
ــه از كــالوس ــه  هــاي حاصــل از جوان هــاي جــانبي از گون
ويسنده ــن نــوسط هميــ تR.  acetosellaه نام ــديگري ب

هـا در     هاي رويـشي از ايـن كـالوس        جنين.گزارش گرديد 
ــشت داراي   ــيط ك ــاكارز  ٦ و BAP ، IAAمح  درصــد س

د ـوليــاززايي و تــب. (Culafic et al., 1987 a)دست آمد هب
هـاي گلدهنـده توسـط        گياه از طريق كشت قطعات سـاقه      

 يـت ولـده اســگزارش گردي) Shakib, 1999(ب ـــشكي
ــتفاده از ايـــن بافـــت ــرايط  اسـ ــا مـــستلزم شـ   مناســـب هـ

  و دوره نـــوري) ســـرما(از نظـــر درجـــه حـــرارت پـــايين
هــاي گلدهنــده  بــراي تحريــك و رشــد ســاقه) روز بلنــد(

  ) نظيـر بـرگ   (هـاي رويـشي       ذا استفاده از بافت    ل .باشد مي
. اسـت باشند، بسيار مطلـوب      ميكه به راحتي در دسترس      

ــاززايي      ــشرفت در روش بـ ــايج پيـ ــه نتـ ــن مطالعـ   در ايـ
ــتفاده از ب  ــا اسـ ــاه بـ ــتگيـ ــزارش   افـ ــشي گـ ــاي رويـ   هـ

  .گردد مي
  

  ها مواد و روش

بذور حاصل از تلاقي يك رقم اصلاح شـده ترشـك           
و تيپ وحـشي آن     ) نمايد  هاي ماده مي    كه تنها توليد پايه   (
بـراي ايـن    . ضدعفوني سـطحي گرديـد    ) عنوان پايه نر  ه  ب(

 درجـه   ٦٠ تـا    ٥٠منظور ابتدا بذور را با آب مقطر استريل         
ــشو د ــه در الكــل ٢٠اده و ســپس ســانتيگراد شست  ٧٠ ثاني

 درصــد هيپوكلريــت ٥/٢ دقيقــه در محلــول ٢٠درصــد و
قـرار گرفتنـد كـه پـس از هـر           )  درصـد  ٥(سديم تجـاري    

. مرحله سه بار بـا آب مقطـر اسـتريل شستـشو داده شـدند             
   درصـد سـاكارز و      ٢ حـاوي    MSبذور سپس روي محيط     

 درصد آگـار كـشت گرديـد تـا جوانـه زده و توليـد                ٨/٠
ها شـامل  بـرگ، دمبـرگ، لپـه،           ريزنمونه. هچه نمايند گيا

هـاي حاصـل انتخـاب        محور زيرلپـه و ريـشه  از گياهچـه         
تعيـين مناسـب تـرين نـوع ريزنمونـه و           ها    آزمايش. شدند

صـورت فاكتوريـل و در      ه  محيط كشت بـاززايي گيـاه ب ـ      
ديـش    سـه پتـري   (قالب طرح كاملاً تصادفي با سـه تكـرار        

و پـــنج ريزنمونـــه در هـــر )  ســـانتيمتر٥/١ * ٩اي  شيـــشه
ــري ــد   پت ــام گردي ــش انج ــنش   . دي ــب واك ــن ترتي ــه اي ب
هـاي گيـاهي در طـي چهـار      دهي و باززايي بافـت   كالوس

با تركيبات هورموني   يادشده  آزمايش روي محيط كشت     
تجزيـه واريـانس    . گرديـد  متفاوت به شـرح زيـر بررسـي       

  . انجام گرفت(x0.5+ 0.5) ها ها نيز پس از تبديل آن داده
هـا در محـيط كـشت          كـشت ريزنمونـه    :زمايش اول آ

ــا ســه غلظــت (IAA) اســتيك اســيد-٣حــاوي اينــدول     ب
بــا دو ) (Kin ميلـي گــرم در ليتـر و كينتــين   ١ و ٥/٠،٧٥/٠

  .  ميليگرم در ليتر٥/٢ و٥/١غلظت 
هـا در محـيط كـشت            كـشت ريزنمونـه    :آزمايش دوم 

ميليگـرم در ليتـر و      ٥/٠ بـا دو غلظـت صـفر و        IAAحاوي  
   .ميليگرم در ليتريك  با دو غلظت صفر و (Zeatin)ن زآتي

هـا در چهـار محـيط      كـشت ريزنمونـه  :آزمايش سـوم  
نفتــالين  - يــا آلفــاIAAهــاي  كــشت زيــر حــاوي اكــسين

 ميليگـرم در ليتـر و       ٧٥/٠ بـا غلظـت      (NAA)استيك اسيد 
ــديازارون  ــيتوكنين تي ــت (TDZ)س ــا غلظ ــاي   ب  ٥/١ و١ه

ريزنمونـه نـوك سـاقه      در ايـن آزمـايش      . ميليگرم در ليتر  
(Shoot - apex)هاي اطراف  ي از بافتـز به همراه بخشــ ني

  .آن كشت گرديد
 ١ و IAAرم در ليتــر گــ ميلي٧٥/٠حــاوي  : TI1محــيط

 . TDZميليگرم در ليتر
 ٥/١ و IAA ميليگرم در ليتر ٧٥/٠حاوي  :  TI2محيط

 TDZ.ميليگرم در ليتر
 ١ و   NAA  ميليگرم در ليتر      ٧٥/٠حاوي   : TN1محيط  

  TDZ. ميليگرم در ليتر
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  "...باززايي گياهچه با فراواني بالا در "

   ١٧٣

   و NAA ميليگــرم در ليتــر ٧٥/٠حــاوي  : TN2محــيط
  TDZ.  ميليگرم در ليتر٥/١

هـا در چهـار محـيط         كشت ريزنمونه : آزمايش چهارم 
ــا ســه غلظــت  IAAكــشت زيــر حــاوي  ١ و ٥/٠،٧٥/٠ ب

 بـا دو    (BAP)بنزيـل آمينـو پـورين        -٦ميليگرم در ليتـر و      
  .ر ليتر ميليگرم د٥/٢ و ٥/١غلظت 

 ٥/١ و   IAA ميليگرم در ليتـر      ٥/٠حاوي   : MS1محيط
  BAP.ميليگرم در ليتر

   و IAA ميليگــرم در ليتــر ٧٥/٠حــاوي  : MS2محــيط 
 BAP. ميليگرم در ليتر٥/١

 ٥/١ و IAA ميليگــرم در ليتــر ١حــاوي  : MS3محــيط
  BAP.ميليگرم در ليتر

 ٥/٢ و IAA ميليگــرم در ليتــر ١حــاوي  : MS4محــيط
  BAP.در ليترميليگرم 

 درجـه سـانتيگراد و روشـنايي        ٢٥ها در شرايط      كشت
لـوكس   چهـار هـزار      اسه هـزار ت ـ    ساعت با شدت نور      ١٦

قرار گرفتند و هر پنج هفته يكبار روي محيط اوليـه خـود             
دهـي و بـاززايي    سرعت و كيفيت كالوس. واكشت شدند 

ها از هفته پنجم به بعد ارزيـابي          و درصد باززايي ريزنمونه   
هـا در هفتـه نهـم         درصد نهايي باززايي از ريزنمونه    . شدند

گياهان باززايي شـده بـراي توليـد ريـشه بـه            . ثبت گرديد 
  . فاقد هورمون منتقل شدندMSمحيط 
  شناسي هاي بافت  بررسي

به منظور مشاهده ميكروسكوپي روند تغييرات ايجـاد        
 از MS2شــده در جداكــشت بــرگ روي محــيط كــشت  

ــدكالوس   ــشت، تولي ــان ك ــه آن،  زم ــاززايي گياهچ ــا ب ت
هـاي    هـاي كـشت شـده آن در زمـان           گيري از بافت    نمونه

هـا در   نمونـه . انجـام گرفـت  ) هفتـه اول تـا نهـم       (متفاوت  
 ٥٠ درصـد الكـل    ٩٠شـامل   ( FAAمحلول تثبيـت كننـده      

ــه، ــيال و   ٥ درج ــتيك گلاس ــيد اس  درصــد ٥ درصــد اس
 سـاعت و در دمـاي اتـاق قـرار داده            ٢٤به مدت   ) فرمالين
 درجـه،   ١٠٠ تـا  ٢٥پس از آبگيري بـا سـري اتانـل          . شدند
ها در گزيلول قـرار گرفتنـد و سـپس درون پـارافين               نمونه

گيري با    قالب.  درجه تيمار شدند   ٥٨ذوب شده و در آون      

هـاي    رعايت حالت افقي و عمودي به ترتيب بـراي بـرش          
ــارافين در داخــل مكعــب  هــاي  طــولي و عرضــي درون پ

گيــري شـده بــا   هــاي قالـب  از نمونـه . كاغـدي انجـام شــد  
 ١٠هـاي      درجه، بـرش   ١٠دستگاه ميكروتوم و زاويه برش    

هاي حاضر پس از شستـشو بـا          نمونه. ميكرومتري تهيه شد  
گزيلول، نسبت متعادل گزيلول اتانـل و آبـدهي بـا سـري        

 درجـه بـا هماتوكـسيلين دلافيلـد جهـت           ٢٥ تا   ١٠٠اتانل  
ايـن  . د دقيقه تيمـار شـدن     ١٥ها به مدت      آميزي هسته  رنگ
 ٩٦ تـا    ٢٥ها پس از آبگيري مجـدد بـا سـري اتانـل               نمونه

آميـزي     ثانيه رنگ  ٦٠ تا   ٢٠گرين به مدت      درجه با فاست  
مـشاهده نهـايي پــس از شستـشو متـوالي بـا الكــل      . شـدند 

گزيلـول و گزيلـول خـالص       : مطلق، نسبت متعادل الكـل      
آميزي، هسته، هستك قرمـز       با اين روش رنگ   . انجام شد 

هـاي سـلول سـبز رنـگ          و ديگـر قـسمت     شـود   رنگ مـي  
 نگهـداري درازمـدت از طريـق ريخـتن يـك            .گردند  مي

. گـردد  بالزام و خشك كـردن آن ممكـن مـي           قطره كانادا 
هاي تهيـه شـده از        مشاهدات ميكروسكوپي بر روي نمونه    

ــشكيل     ــعه آن، ت ــالوس، توس ــاي ك ــف الق ــل مختل مراح
ي هـا   گيري آغـازي    هاي فعال، شكل    هاي اوليه سلول    هسته

  . اوليه و تبديل به جوانه نوساقه صورت گرفت
  

  نتايج و بحث

هاي مختلـف     در اين آزمايش ريزنمونه   : آزمايش اول 
زايـي    دهي نشان دادند ولي ريشه      تمايل ضعيفي به كالوس   

هـا    ها مشاهده گرديد و بـاززايي از ايـن نمونـه           در همه آن  
  .دست نيامد هب

 ريـشه   هـاي   در اين آزمـايش ريزنمونـه     : آزمايش دوم 
هاي لپـه     ريزنمونه. توليد تعداد زيادي ريشه جانبي كردند     

دهي داشتند ولـي      و محور زيرلپه تمايل ضعيفي به كالوس      
هـا متوقـف گرديـد و تيـره و           بعد از چهار هفتـه رشـد آن       

هــاي بــرگ و دمبــرگ  ريزنمونــه. نــارنجي رنــگ شــدند
ها پس از نه   از اين ريزنمونه. همگي كالوس تشكيل دادند   

هاي بزرگي تشكيل شد كه درصد  بـاززايي            كالوس هفته
 و  IAAهاي توليد شده در محيط كشت حاوي          از كالوس 
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Zeatin    هاي حاصـل     گياهچه. گرديد% ٢٠و% ٤٠ به ترتيب
  .داراي رشد كندي بودند

هـاي گيـاهي      در اين آزمايش ريزنمونه   : آزمايش سوم 
دهي و    هاي متفاوت كالوس    هاي كشت واكنش    در محيط 
  . نشان دادندباززايي

هاي لپه، محور زيرلپه، دمبـرگ و بـرگ  در            ريزنمونه
 درصد كالوس تشكيل    ١٠٠همه چهار محيط كشت بطور    

حـاوي   هـاي   هـا در محـيط      البته ميزان رشد كالوس   . دادند
IAAــه محــيط ــود و NAAهــاي حــاوي   نــسبت ب  بيــشتر ب

بـا افـزايش ميـزان      . هاي بزرگتري تـشكيل شـدند       كالوس

ريزنمونه . ها رشد بيشتري داشتند     وس كال TDZسيتوكنين  
دهـي    ريشه مثل آزمايشات قبل هـيچ پاسـخي بـه كـالوس           

ــانبي از آن  ــا چنـــدين ريـــشه جـ ــا  نـــشان نـــداد و تنهـ   هـ
  هـاي لپـه، محـور زيرلپـه و ريـشه             ريزنمونه. وجود آمد ه  ب

ــاززايي نداشــتند  در هــيچ يــك از محــيط   . هــاي كــشت ب
ــه  ــاززايي از ريزنمون ــايج ب ــرگ و دم  نت ــاي ب ــرگ در ه   ب

با توجه به جـدول بـالاترين       .  ارايه گرديده است   ١جدول  
ــه ترتيـــب از دمبـــرگ   ــاززايي بـ   روي %) ٤٠(درصـــد بـ

روي محــيط كــشت %) ٣٥(  و بــرگTN1محــيط كــشت 
TI1حاصل گرديد .  

  

   NAA و TDZ ،IAAهاي كشت داراي  هاي برگ و دمبرگ  در محيط  درصد باززايي نوساقه از كالوس-١جدول 
1. Shoot regeneration percentage from calli of leaf and petiol on media containing TDZ, IAA and NAA Table 

  
TN2  TN1  TI2  TI1   محيط كشت     Medium   

   Explant              ريزنمونه

 Leaf برگ 35 10 6 6

 Petiol دمبرگ 13 0 40 10

  
گ در محيط   هاي باززا شده از ريزنمونه دمبر       گياهچه

ــا  TN1كــشت  ــد، و ب   داراي رشــد بطئــي و خفيــف بودن
بـاززايي، ايـن محـيط شـرايط         وجود درصد نسبتا مطلوب   

در محـيط   . مين نكرد أها ت   رشدي مناسبي را براي گياهچه    
هـاي    بالا بـود و گياهچـه   فراواني باززايي نسبتاً TI1كشت  

  تري داشتند كه  ها رشد سريع حاصل نسبت به ساير محيط
  

   روي باززاييTDZ و NAA ،IAAهاي    اثر ريزنمونه و هورمون-٢ولجد
Table 2. Effect of explants and hormons NAA, IAA and TDZ on regeneration  

  مقدار احتمال
Prob. value  

  ميانگين  مربعات
MS  

  درجه آزادي
df  ات منابع تغييرS.O.V.                     

0.4991 0.0022 ns 1 هنريزنمو Explant                         

0.0012 0.0737** 1 TDZ  

0.1484 0.011 ns 1 EXP x TDZ  

0.4798 
0.0012 

0.0025 ns 

0.0737** 
1 
1 

                              Auxinاكسين 
EXP x Auxin                            

0.9691 0.00 ns 1 TDZ x Auxin  

0.0012 0.100** 
0.0048 

1 
16 

EXP x TDZ x Auxin 
                                  Errorخطا 

         R2 = 0.71    C.V. = 8.59% 
                           ns ،* درصد١ و ٥دار در سطح احتمال  دار، معني به ترتيب غير معني: ** و .  

         ns, * and **: Non significant, significant at the 5% and 1% levels of probability, respectively. 
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ريزنمونه نوك سـاقه    . وجود آوردند ه  چندين نوساقه نيز ب   
هاي   هاي اطراف آن در محيط      كه به همراه بخشي از بافت     

 درصـد بـاززا     ١٠٠فوق كـشت گرديـد پـس از دو هفتـه            
ها داراي    شدند كه از هفته سوم به بعد هريك از ريزنمونه         

لذا از آن بـراي زيرازديـادي سـريع         . قه شدند چندين نوسا 
ــه ــي   پاي ــر م ــورد نظ ــاي م ــرد  ه ــتفاده ك ــوان اس ــداد . ت تع

هاي حاصل و سرعت باززايي از اين ريزنمونـه در            نوساقه
 . بيشتر بود IAA  نسبت بهNAAهاي حاوي  محيط كشت

هاي باززايي شده بـراي دو        نتايج تجزيه واريانس داده   
كـه اثـر     نـشان داد  ) ٢ جـدول (ريزنمونه برگ و دمبـرگ      

ــا تيمارهــاي  ، اثــر متقابــل ســهTDZســيتوكنين  گانــه آن ب
چنـين اثـر متقابـل ريزنمونـه در          اكسين و ريزنمونه  و هـم      

داري   دار بود و سـاير اثـرات اخـتلاف معنـي            اكسين معني 
در اين آزمايش اثرساده نوع اكسين مصرفي       . نشان ندادند 

)IAA   ياNAA (       كـه اثـرات     تفاوتي نـشان نـداد در حـالي

ميليگرم در ليتر   يك  دار شدند اما سطح       ها معني  متقابل آن 
TDZ     دار شـدن ايـن عامـل و اثـر             موجب اصلي در معنـي

دار شـدن     با توجه به معنـي    . ها بود   متقابل آن با ساير عامل    
گانـه اكـسين در ريزنمونـه، بـه           گانه و دو    اثرات متقابل سه  

آزمـون مقايـسات   گانه،  منظور تعيين بهترين اثر متقابل سه    
 TDZمستقل عامل اكسين در سطوح متفاوت ريزنمونـه و         

انجام شد كه تنها اثـر آن بـراي ريزنمونـه بـرگ بـا يـك                 
بدين . دار گرديد   معني% ٥ در سطح    TDZميليگرم در ليتر    

تـرين اثـر متقابـل        ترتيب بر اساس آزمون دانكن، مناسـب      
گانه شامل جداكشت بـرگ بـا يـك ميليگـرم در ليتـر          سه

IAA و يك ميليگرم در ليتر TDZتغيين گرديد  .  
ــارم ــايش چه ــه:آزم هــاي   در ايــن آزمــايش ريزنمون

ــاهي در محــيط ــاي كــشت واكــنش  گي ــاوت  ه ــاي متف ه
دهي و باززايي نشان دادند كه درصد باززايي هـر            كالوس

  . آمده است٣يك در جدول 
  

  BAP و IAAراي هاي مختلف در محيط هاي كشت دا رصد باززايي ريزنمونه د-٣جدول 
Table 3. Regeneration percentage of different explants on media containing IAA and BAP 

MS4  MS3  MS2  MS1   محيط كشتMedium                      
                         Explantريز نمونه   

40 
0 

19 
20 
0 

63 
7 
0 

16 
0 

81 
5 

22 
10 
0 

35 
0 
0 

25 
0 

  برگ
  گدمبر
  لپه

  محور زيرلپه
 ريشه

Leaf 
Petiol 
Cotyledon 
Hypocotyl 
Root 

 
ها كالوس تشكيل  قطعات ريشه در هيچ يك از محيط

از . وجود آمده ها ب هاي جانبي در آن نداد و تنها ريشه
هاي دمبرگ در عرض دو تا سه هفته در همه  بافت
وجود آمد ولي پس از ه هاي شادابي ب ها كالوس محيط
ها كدر شدند و  بيشترين درصد  نجم اكثر كالوسهفته پ
هاي لپه در  همه ريزنمونه.  بودMS3در محيط%) ٧(باززايي
ميزان تشكيل . هاي كشت كالوس تشكيل دادند محيط

بيشترين .  داشتIAAكالوس بستگي به سطح هورمون 
 MS2از اين ريزنمونه در محيط %) ٢٢(درصد باززايي
ها از   لپه، كالوسدر كشت  محور زير. صورت گرفت

تشكيل گرديد و بيشترين ) نزديك لپه(قسمت بالاي آن 
.  بودMS1در محيط كشت %) ٢٥(درصد باززايي

باززايي % ٢٠ با MS4هاي باززا شده در محيط  نمونه
هاي  ريزنمونه. داراي چندين نوساقه از هر ريزنمونه بودند

به  %) ١٠٠(هاي كشت واكنش بالايي برگ در همه محيط
هاي  باززايي اغلب از كالوس. دهي نشان دادند وسكال

  ايجاد شده در محل اتصال پهنك به دمبرگ 
). ٦ تا ١شكل هاي ( صورت گرفت )ها تجمع رگبرگ(

  ديده شد MS2در محيط %) ٨١(بيشترين درصد باززايي 
  وجود ه كه از هر ريزنمونه چندين شاخه باززا ب
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   در %٦٣ نيز با درصد باززايي MS3محيط . آمد
هاي  مرحله بعدي قرار گرفت كه تعدادي از نمونه

  باززايي شده آن نيز داراي چندين شاخه باززا 
  ميليگرم در ليتر٥/٠آزمايش نشان داد كه افزودن. بودند

GA3 به محيطMS2هاي  دهي ريزنمونه ثيري در كالوسأ ت
   ٣ به ٢برگ ندارد ولي افزايش ميزان ساكارز از 

  ها  ل و رشد كالوسدرصد موجب كاهش تشكي
  .شد

  
   در باززاييBAP و IAA اثر ريزنمونه،-٤جدول

Table 4. Effect of explant, IAA and BAP on regeneration  
  

 مقدار احتمال
prob.value 

 ميانگين  مربعات
MS 

 درجه آزادي
df 

        .S. O. Vمنابع تغييرات   

                 Explantريزنمونه 3 **0.56 0.0001

0.0267 0.0461* 2 IAA 
0.013 0.0369* 6 EXP x IAA 
0.8531 0.0004 ns 1 BAP 
0.0085 0.0524** 

0.0113 
3 

32 
EXP x BAP 

                       Errorخطا  
           R2 = 0.71    C.V. = 8.59% 

                                 ns ،* درصد١ و ٥دار در سطح احتمال  نيدار، مع به ترتيب غير معني: ** و .  

           ns, * and **: Non significant, significant at the 5% and 1% levels of probability,  
    respectively. 

  

هـاي    نتايج تجزيه واريانس ميزان باززايي از ريزنمونـه       
) ٤جــدول (مختلــف روي تركيبــات مختلــف هورمــوني 

داري   هـا اخـتلاف بـسيار معنـي         ريزنمونهنشان داد كه بين     
هـاي    وجود دارد و اثرات متقابـل ايـن عامـل بـا هورمـون             

IAA و BAPســطوح عامــل . دار گرديــد  نيــز معنــيBAP 
 در  IAAكه سطوح عامـل        اختلافي نشان ندادند در حالي    

دار شدن    با توجه به معني   . دار گرديد    درصد معني  ٥سطح  
مـستقل، بـراي هريـك از    اثرات متقابل دوگانه، مقايسات     

ــه ــت و    ريزنمون ــار محــيط كــشت انجــام گرف ــا در چه ه
 درصـد   ٥بندي بر اسـاس آزمـون دانكـن در سـطح              گروه

نتايج نشان داد كه ميـزان      . دست آمد ه  براي هر آزمايش ب   
هـاي دمبـرگ و محـور زيرلپـه درهمـه             باززايي ريزنمونـه  

چنـين   داري نداشتند، هـم     هاي كشت اختلاف معني     محيط
 MS2  هاي كـشت     باززايي ريزنمونه برگ در محيط     ميزان

 MS2 داري نداشتند، اما بـاززايي در        اختلاف معني  MS3و
در نتيجـــه . دار داشـــت  اخـــتلاف معنـــيMS4 و MS1بـــا

ترين اثر متقابل ريزنمونـه بـرگ درمحـيط كـشت             مناسب

MS2  ميزان باززايي ريزنمونه لپه در محـيط      .  تعيين گرديد  
داري نداشـتند،     لاف معنـي   اخـت  MS4 و   MS2هـاي     كشت

ها با دو محيط كشت ديگر اخـتلاف         ولي باززايي بين اين   
ــي ــشان داد معن ــروه . دار ن ــر اســاس گ ــت ب ــدي  در نهاي   بن

ــب     ــده مناس ــت ش ــاززايي ثب ــداكثر ب ــن و ح ــرين  دانك   ت
ــرگ در       ــه ب ــد ريزنمون ــه مانن ــن ريزنمون ــل اي ــر متقاب   اث

ت دار شـدن اثـرا      با توجه به معني   . بود MS2محيط كشت   
   آزمــون مقايــسه  IAAهــاي ريزنمونــه و   اصــلي عامــل 

) غيـر تـصادفي   (بـراي سـطوح     )١نمودار  (ميانگين دانكن   
  نتـايج نـشان داد    .  انجـام شـد    IAAهـاي ريزنمونـه و        عامل

ــه   ــاززايي ريزنمونـ ــانگين بـ ــين ميـ ــه بـ ــه  كـ ــا در كليـ   هـ
ــي   ــتلاف معن ــا اخ ــه   تيماره ــود دارد و ريزنمون   داري وج

در همــه تركيبــات هورمــوني بــرگ بــالاترين بــاززايي را 
 ميليگـرم در ليتـر عامـل        ٧٥/٠ و   ٥/٠بين دو سطح    . داشت

IAA  كه بين اين سطوح     داري بود در حالي      اختلاف معني
داري ديـده     ميليگرم در ليتـر اخـتلاف معنـي       يك  و سطح   

  .نشد
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  درصد٥دانكن در سطح ازطريق آزمون ) ب (IAAو ) الف( مقايسه ميانگين باززايي در سطوح ريزنمونه -١نمودار 
Fig. 1. Comparison of regeneration means for explant (a) and IAA levels (b) Dunkan test (a = 5%)  

 
ــا توجــ ــاززايي  ب ــزان ب ــالادر مي ــسيار ب ــه اخــتلاف ب ه ب

  هـا و تعيـين سـطح بهينـه           ريزنمونه برگ از ساير ريزنمونه    
دار  رمعنـي  و غيIAA ميليگرم در ليتر جهت هورمون  ٧٥/٠

 و ثبـت بيـشترين درصـد بـاززايي در           BAPشدن سـطوح    
هاي مورد مطالعه      نسبت به كليه محيط كشت     MS2محيط  

كه به راحتي و هميـشه در       (در اين تحقيق ريزنمونه برگ      
 بـه ترتيــب بــه عنــوان  MS2و محــيط ) باشــد دسـترس مــي 

ترين ريزنمونه ومحيط كشت جهت باززايي گيـاه         مناسب
   .گردد رفي ميبا درصد بالا مع

دهي و باززايي     مشاهدات ميكروسكوپي روند كالوس   
از ريزنمونه برگ بر روي محيط كشت مناسب آن يعنـي           

MS2  محـل اتـصال   ( مقطع بافت بـرگ  .  را مشخص نمود
هــاي  در زمــان بــرش داراي ســلول) پهنــك بــه دمبــرگ 

. پارانشيمي و دستجات آوندي در مركز آن مشخص بـود         
در محل برش بافـت بـرگ تـشكيل         هاي اوليه كه      كالوس

هــاي  داراي ســلول) هــاي هفتــه دوم نمونــه(گرديــده بــود 

در هفتـه   . درشت، نامتمايز با فاصله بين سلولي بالا بودنـد        
هاي   ها گسترش يافته و هسته      سوم تا چهارم حجم كالوس    

هاي كوچك و فواصل بـين        هاي فعال با اندازه     اوليه سلول 
و در برخي   ) الف،  ٧ شكل( سلولي كمتر مشاهده گرديد     

از نواحي كـالوس دسـتجات آونـدي كـاملا تمـايز يافتـه              
هـاي   پايان هفته پنجم تا انتهاي هفته ششم سلول    . ديده شد 

ــ فعــال در بخــش صــورت دوايــر ه هــاي ميــاني كــالوس ب
اي   هـاي حاشـيه     متحدالمركز گـسترش يافتـه ولـي سـلول        

 هاي تهيه شـده     نمونه. حالت نامتمايز را حفظ كرده بودند     
هاي فعال سلولي را به سـمت   در هفته هفتم گسترش هسته   

هـاي    گيري مراحـل اوليـه آغـازي        حاشيه كالوس و شكل   
و در هفته هـشتم     ) ب،  ٧شكل  (شاخه را از آنها نشان داد       

صـورت منفـرد يـا تجمعـي        ه  هـاي كامـل ب ـ      تا نهم آغازي  
وجـود  ه ها يك يا چندين نوساقه ب شكل گرفتند كه از آن   

نتـايج كارآمـد ايـن تحقيـق امكـان          . ) پ ،٧شـكل   ( آمد  
  .سازد انجام انتقال ژن به گياه فوق را ميسر مي
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، ايجاد )٣(ها ، رشد بيشتر نوساقه)٢(، باززايي از كالوس )١(القاي كالوس از ريزنمونه برگ : ٦ تا ١شكل

  ).٦(و انتقال آن به محيط ريشه زايي ) ٥(، تكثير گياهچه باززايي شده )٤(چندين نوساقه 
Fig. 1-6: Callus induction from leaf explant (1), Regeneration from callus (2), More growth of the 

regenerated shoots (3), Proliferation (4), Propagation of a regenerated plant (5) and it’s transferring to 
the root induction medium (6).
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Fig. 7. Histology of callus growth stages and shoot primordial formation, (a) Formation of 
active cells nuclei, (b) Extension of the nuclei and formation of the first primordial,  

(c) Formation of shoot primordial. 
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High frequency plantlet regeneration in a dioecious plant as Sorrel 
 

A. Izadi Darbandie1 and A. M. Shakib2 

 
 

ABSTRACT 
Sorrel [Rumex acetosa L. (Polygonacea)] is a dioecious perinnial species which is being used as a model 
plant in sex determination molecular genetic studies. In this study for determination of the most suitable explant 
and medium for regeneration in this species, explants from different organs such as leaf, petiol, cotyledon, 
hypocotyle and root were cultured on Murashing and Skoog (MS) medium supplemented with vitamins, 2% 
sucrose, 0.8% agar and different compositions of hormons. Auxins; IAA, NAA and cytokenins; Zeatin, BAP, 
TDZ and Kinetin as well as IAA and BAP with Gibberllic Acid were added to culture media. Experiments were 
carried out as factorial in completely randomized design. Callus induction and regeneration from explants were 
evaluated. The most suitable explants and medium for regeneration were leaf and MS medium supplemented 
with 0.75 mgl-1 IAA and 1.5 mgl-1 BAP, respectively. The highest callus induction and regeneration was obtained 
from the leaf explants at the rate of 100% and 81%, respectively. Regenerates from the leaf explants on this 
medium had proliferated status. Histological studies confirmed that the origin of regeneration was from active 
and condensed cells that had developed from central parts of callus followed by marginal cells to form single or 
proliferated primordial. These results suggest new, simple, short and efficient regeneration method in this model 

species which can be used in genetic studies and gene transformation.  
 

Key words: Sorrel (Rumex acetosa L), Explant, Callus induction, Regeneration, Media, Plantlet. 
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