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چكيده

ت محيط كشت حاوي تركيبـات هورمـوني بـر روي تغييـرات فنـوتيپي و كرومـوزومي                  به منظور بررسي اثرا   

ايي در سطوح مختلف نمك طعـام و نيـز مطالعـات سـيتولوژيكي            هاي كشت شده چغندرقند، آزمايش    هبافت

 روزه دو رگـه زراعـي       هفـت اي  ههچابتدا هيپوكوتيل گيـاه   . اي حاصل از كشت تعليقي صورت گرفت      هكالوس

دسـتجات سـلولي و     .  حاوي تركيبات هورموني كشت شده و كالوس توليـد نمودنـد           MSديپلوئيد، در محيط  

ولار نمك  م ميلي 0-300(اي متفاوت شوري    هبا غلظت PGoBاي  هقطعات كالوس حاصل از آن بر روي محيط       

رم نسـبت بـه   ژنتايج نشان داد كه كالوس حاصل از رگه مـولتي . ا بررسي شدهقرار گرفتند و رشد آن    ) طعام

هد؛ به طوري كـه بـا       داي متفاوت نمك طعام به طور آشكار، تحمل بيشتري نشان مي          هژرم به غلظت  رگه منو 

ولار نمـك طعـام بـه     م ميلي 200اي رگه منوژرم و مولتي ژرم از محيط شاهد به محيط حاوي             هانتقال كالوس 

100وي  رم به محـيط حـا     ژبا انتقال كالوس رقم مولتي    .  درصد قطعات كالوس رشد نمودند     75 و   15ترتيب  

چنين در بين قطعات كالوس مربوط به هر هم. ولار نمك طعام، كليه قطعات كالوس رشد خوبي داشتند     مميلي

در آزمايشي ديگر، تنوع سماكلوني در سطح كرومـوزوم         . تيمار نيز از نظر تحمل به شوري تنوع وجود داشت         

وئيدي و انيوپلوئيـدي در بعضـي       اي كالوس حاصل از كشت تعليقي بررسي گرديد و حالاتي از پلي پل            هسلول

از اين رو، شناسائي و كنترل پديده تنوع سماكلوني در كشت سـلول چغندرقنـد در                . ا مشخص گرديد  هسلول

. ي برخوردار استااي متحمل به شوري از اهميت ويژههجهت دلخواه براي انتخاب رگه

، نمك طعام كشت كالوسكشت تعليقي، چغندرقند،,تنوع كروموزومي:اي كليديهواژه
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مقدمه 

    عدم ثبات ژنتيكـي يـك پديـده معمـول در           

كشت سلول گياهي است و كشت بافت چغندرقند نيز از          

ميزان تنوع حاصل بستگي به . اين قاعده مستثني نيست

كـار رفتـه در     ه  منبع جداكشت مورد استفاده و تكنيك ب      

ــه  ــت درون شيش ــان . دارد) In vitro(كش ــه گياه هم

قــاط انتهــايي ســاقه از نظــر صــفات تشــكيل شــده از ن

ــتند   ــدارتر هس ــوتيپي پاي ــيتولوژيكي و فت ــوع در . س تن

. هاي كالوس چغندرقند يك پديـده معمـول اسـت         بافت

پلي پلوئيدي و انيوپلوئيدي بعد از تشكيل كالوس ايجـاد     

)Atanassov 1986(.رددگمي

 Somaclonal ( اسـتفاده از تنــوع سـماكلوني  

variation(     محيط كشت بافت و سـلول       ايجاد شده در

ژادي چغندرقنـد از    نواند كمك مؤثري در بـه     تگياهي مي 

طريق گزينش درون شيشه براي صـفات مفيـدي هـم          

ش، تحمل يا مقاومت به شوري،    كچون مقاومت به علف   

ا و سـاير  زخشكي، فلزات مضر، سـموم عوامـل بيمـاري       

 ـ كراه. صفات قابل گزينش در سطح سـلولي باشـد         ه ار ب

ــارگيري تنــــوع ســـ ـ  ماكلوني و گــــامتوكلوني كــ

)Gametoclonal(  ــام در ــرين ارق ــتفاده از بهت ــر اس ، ب

دسترس، به منظور گزينش يك صفت خاص در گياهان   

اي گيـاهي كشـت شـده اسـتوار         هباززائي شده از سلول   

اي جديد نـه تنهـا واجـد        هدر اين صورت ژنوتيپ   . است

اي مـادري هسـتند بلكـه يـك صـفت           هصفات واريتـه  

 بر صفات قبلي، مانند مقاومت بـه        مناسب زراعي، علاوه  

. يك نوع بيماري يا شوري و غيره را نيز دارا خواهند بود      

اي كلاسيك  هاي روش هبا كاربرد اين روش، محدوديت    

يـري،  گاصلاح نباتات از قبيل كاهش بـاروري در دورگ        

كمبود تنوع ژنتيكـي و يـا طـولاني شـدن فرآينـدهاي             

. شـد  يري و گزينش تا حدودي برطرف خواهنـد       گدورگ

Lindsey and Jones 1992)(

ــاوري  ــباح و ي ــزان ) 1370(مص ــي مي در بررس

اي مختلـف چغندرقنـد در      هر لايـن  دتحمل به شـوري     

 رگه چغندرقند را در سطوح      200ي حدود   اشرايط گلخانه 

تـر  م ميلي مـوس بـر سـانتي   20 و  16،  12،  8،  4شوري  

ارزيابي نمودند و دريافتنـد كـه واكـنش ارقـام در برابـر              

مك يكسان نبوده و ارقام ديپلوئيد و تتراپلوئيـد         غلظت ن 

رم در مقايسـه بـا ارقـام منـوژرم تنـوع ژنتيكـي           ژمولتي

چنين بررسـي  هم. بيشتري براي تحمل به شوري دارند     

تحمل پذيري و تطبيق يافتن بافت چغندرقند در سطوح         

مختلف پلوئيـدي بـه شـرايط تـنش شـوري در محـيط          

تحقيقـات چغندرقنـد   سسه ؤدر م) 1380ياوري،  (باززائي  

.   انجام گرفته است

 ايجاد و گزينش گياهان مقاوم و يا متحمل بـه          

اي محيطي از طريق كشت بافت و       زبعضي عوامل تنش  

سلول در تعدادي از گياهان مـورد بررسـي قـرار گرفتـه           

است و در مورد تنش شوري گياهان مقاوم از اين طريق   

وع تنــ). 1990Tal و1373شــكيب(بدســت آمــده انــد 

ــ ـــب ـــدست آم ـــده از كش ــان ـت درون شيش ه در گياه

 ــ ــت س ــالوس، كش ــده از ك ــاززائي ش ـــب ليقي و ـلول تع

.وپلاست چغندرقنـــد گـــزارش شـــده اســـتـروتــــپ

)Saunders et al. 1990(
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اي هكشت سلول تعليقـي چغندرقنـد در غلظـت        

انجـام گرفتـه   )  ميلي مولار0-200(متفاوت نمك طعام    

 بـا   (+Na) سـديم    راي يـون  ـا ب هاست و تحمل سلول   

ــ ــت     ـتحم ــوده اس ــه ب ــل مقايس ــل، قاب ــاه كام ل گي

)Blumvald and Poole 1987( .چنـين گياهـان   هم

متحمل به املاح مركب از طريق گزينش درون شيشـه          

ــت ــت هجداكش ــده در غلظ ــت ش ــرگ كش اي هاي دمب

.دســت آمــده اســته متفــاوت نمــك در چغندرقنــد بــ

)Freytag et al. 1990(

تهيه كالوس چغندرقنـد،    در اين تحقيق، پس از      

ايي بـا سـطوح   هقطعات و دستجات سلولي آن به محيط     

اي هلعمـل سـلول   امختلف شوري انتقال يافت و عكـس      

اي متفـاوت نمـك طعـام بررسـي         هكالوس بـه غلظـت    

اي حاصل از كشت سـلول      هچنين از كالوس  هم. گرديد

ا اسـتفاده   هتعليقي براي مطالعه تنوع كروموزومي سلول     

. گرديد

اهوشمواد و ر

مواد گياهي

ــل از    ــي حاص ــت تعليق ــالوس و كش ــات ك قطع

هفـت ه چده از هيپوكوتيـل گيـاه     ـت آم ـوس به دس  ـكال

 و 27P. –9597روزه دو رگه زراعـي ديپلوئيـد منـوژرم       

ــولتي ژرم  ــايش107P. –7233م ــراي آزم ــن ه ب اي اي

سسـه تحقيقـات    ؤتحقيق در آزمايشگاه كشـت بافـت م       

.  تند به كار رف1374چغندرقند در سال 

وسـه كالـتهي

اي استريل جدا ههچگياهيل از ـوتـوكـت هيپ ـافـب

MS) Murashige andشـده و در محـيط    Skoog 

ــي ) 1962 ــك ميل ــراه ي ــه هم ــون گب ــر هورم رم در ليت

 و نـيم ميلـي گـرم در ليتـر كينتـين             )D-4-2 (توفوردي

)Kinetin( هفتــه توليــد 2-3 كشــت شــدند و پــس از 

. كالوس نمودند

ريحمل به شوآزمايش ت

ــ ـــررســـراي بـب اوت ـاي متفــهتـر غلظـــي اث

رفته در ـوس قرار گــد كالـر روي رشـام بــك طعـمـن

PGoB)De Greef محيط كشت جامـد   and Jacobs 

 ـ  ـ از كالوس حاص   )1979 وكوتيل هـر دو رگـه      ـل از هيپ

استفاده گرديد و هدف مطالعه تنوع موجود براي صـفت          

 كـالوس بـين و      ايهتحمل به شوري در سـطح سـلول       

400براي ايـن منظـور، ابتـدا        . درون دو رگه مذكور بود    

ميلي گـرم   /. 25به همراه   PGoBيتر محيط كشت  لميلي

 گرم در 10 و  NAAرم در ليتر    گميلي/. 5و  BAدر ليتر   

 ميلـي ليتـري   100ليتر آگار تهيـه و بـه چهـار قسـمت      

 ميلـي ليتـري     250تقسيم و به درون چهار ارلـن مـاير          

، چهـار   يـك سپس طبـق جـدول شـماره        . ديدتوزيع گر 

)  ميلي مولار  300 و   100،200صفر،  (غلظت نمك طعام    

 ارلن ماير حـاوي محـيط كشـت اختصـاص            چهار را به   

 و  584/0،168/1براي اين كـار مقـدار صـفر،         . داده شد 

اي غـذائي درون  ه گرم نمك طعـام بـه محلـول      752/1

كـه ايـن مقـدار نمـك،        توضـيح ايـن   . ارلن اضافه شـد   
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ين ترتيـب   ه ا ب. اي ذكر شده فوق را تأمين نمود      هظتغل

يتر محـيط كشـت   ل ميلي100 ارلن هريك محتوي  چهار

PGoB      جامد اوليه با تركيب هورموني ذكر شده و غلظت 

دست آمد كه طبق جـدول يـك        ه  متفاوت نمك طعام ب   

.نامگذاري و مشخص گرديدند

اي نمك طعام در محيط كشت جامد اوليهه غلظت-1جدول 
Table 1 Concentrations of NaCl in primary solid medium

S3S2S1S0

علامت مشخصه سطوح شوري
Salt levels signs

)ميلي مولار( غلظت نمك طعام 3002001000
NaCl concentration (mM)

)گرم در ليتر(غلظت نمك طعام 17.5211.685.840
NaCl concentration (gr/l) 

)ميلي موس بر سانتيمتر(هدايت الكتريكي 35.4024.3015.435.08
Electric conductivity (mmos/cm)

ــيط  ــه مح ــس از تهي ــا  هپ ــه ب ــت اولي اي كش

ــت ــداري از   هغلظـ ــام، مقـ ــك طعـ ــاوت نمـ اي متفـ

ــالوس ــت    هك ــيط كش ــه مح ــه ب ــل از دو رگ اي حاص

رم در ليتـــر گ بـــه همـــراه يـــك ميلـــيPGoBمـــايع

رم در ليتــر كينتــين در شــرايط گميلــي/. 5توفــوردي و 

ــا ميلــه شيشــه. اســتريل انتقــال داده شــد ي اســپس ب

ــرايط    ــا ش ــم زده ت ــه ه ــل را ب ــوط حاص ــتريل مخل اس

ــلول  ــدن س ــراي آزاد ش ــتجات  هب ــدن دس ــدا ش ا و ج

پـس از عبـور مخلـوط از صـافي     . سلولي فـراهم گـردد   

ــذ  ــا مناف ــور نمــوده كــه  290ب ــري، مــايع عب  ميكرومت

ــلول ــاوي س ــتجات كوهح ــود از ا و دس ــلولي ب ــك س چ

ــر از  ــلولي بزرگت ــتجات س ــر 290دس ــه ب ــر ك  ميكرومت

در ايــن . روي صـافي قـرار گرفتـه بودنـد، جـدا گرديـد      

ــيط    ــك از مح ــر ي ــه ه ــه ب ــت همرحل اي داراي غلظ

ــام   ــك طع ــاوت نم ــع در  (متف ــوكلاو و توزي ــس از ات پ

يتـر در هـر پتـري و     ل ميلـي  24ظروف پتري بـه مقـدار       

ــل   ــدن كام ــد ش ــرد و جام ــل از س ــ) قب ــش مق دار ش

اي عبـور داده شـده      هيتـر از مـايع حـاوي سـلول        لميلي

ــوط حاصــل را . از صــافي اضــافه نمــوديم ســپس مخل

ــا شــرايط توزيــع يكنواخــت   ــه آرامــي بــه هــم زده ت ب

بـا توجـه بـه آنكـه        . ا در محـيط فـراهم گرديـد       هسلول

ــيشــش ــد  ل ميل ــايع ســلولي فاق ــيط كشــت م ــر مح يت

 ــ ــك طع ـــنم ـــام اض ـــافي ب ــت لن رو غـوده، از اي ظ

ائي نمــك طعــام در ايــن تيمارهــا براســاس رابطــه نهــ

C2V2 = C1V1 ــه ــه كــاهش 80 ب  درصــد غلظــت اولي

ــت ــت. ياف ــه  هغلظ ــوري ب ــه ش ــل يافت ــائي تقلي اي نه

ــرف   ــورت ح ــديس sص ــا ان ــك ب ــه ه كوچ اي مربوط

. نشان داده شد
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علاوه بر توزيـع مـايع سـلولي صـاف شـده در             

محيط نيمه جامد، همچنين قطعات خرد شده كالوس را         

 ميكرومتر بوده و بر روي صافي باقي        290بزرگتر از   كه  

 بـا   PGoBمانده بودند، بـر سـطح محـيط كشـت جامـد           

100،200اي صـفر،  هتركيبات هورموني مشابه و غلظت    

.  ميلي مولار نمك طعام كشت گرديدند300و

   تيمارها در دو روش كشـت مربـوط بـه ايـن            

ضـمناً رگـه    . نـد اآزمايش با ذكر مشخصات در زير آمده      

P و رگــه مــولتي ژرم بــا حــرف Mمنــوژرم بــا حــرف 

.مشخص گرديد

روش كشت اول

توزيع مايع سلولي صاف شده برروي محيط نيمه        

PGoBجامد 

:علامت مشخصه تيمارها

Ps3-Ps2-Ps1-Ps0–Ms3–Ms2-– Ms1Ms0

به ترتيب  s0   ، s1   ، s2   ، s3در علامت مشخصه تيمارها،       

 ميلي مولار نمـك طعـام را        240و0،80،160اي  هغلظت

.دهندنشان مي

روش كشت دوم

 ميكرومتر  290انتقال قطعات كالوس بزرگتر از      

PGoBدر محيط جامد 

:علامت مشخصه تيمارها

PS3-PS2-PS1-PS0–MS3–MS2-–MS1MS0

S0   ، S1   ، S2   ، S3در علامت مشخصه تيمارهـا      

يلـي مـولار    م300و100،200اي صفر، هبه ترتيب غلظت  

.دهندنمك طعام را نشان مي

اي حاصـل از    هچنـين تعـدادي از كـالوس       هم

رم در  گ ميلـي  1/1 به همراه    PGoB به محيط  PS3تيمار  

ائي ز جهت القاي جوانه   )BA(ليتر هورمون بنزيل آدنين     

.منتقل گرديد

تجزيه آماري

لــذكر ادر هريــك از دو روش كشــت فــوق  

ــول   ــوژرم و م ــه من ــه دو رگ ــه ب ــا توج ــاررم و ژتيب چه

 ـ     ـ   هشـت كـار رفتـه، جمعـاً       ه  سطح شـوري ب ه  تيمـار ب

زائـي و  دست آمدند كـه پـس از دو هفتـه از نظـر كـال       

ــد  ــرار گرفتن . رشــد كــالوس مــورد مقايســه ظــاهري ق

اي روش كشــت ه قطعــه كــالوس از پليــت100ســپس 

ــنجدوم در  ــرار پـ ــه20 تكـ ــرح ا نمونـ ــب طـ ي درقالـ

ت ايـي بـا غلظـت متفـاو    ه تصـادفي بـه محـيط      "كاملا

مشخصـات ايـن تيمارهـا در       (نمك طعام منتقـل شـدند     

 روز پـــس از شـــروع 25و )   آمـــده اســـت2جـــدول 

ــداد كــــالوس   ــت، تعــ ــد يافتــــه  هكشــ اي رشــ

ــا  بيادداشـــت ــا بـ ــانس تيمارهـ ــه واريـ رداري و تجزيـ

نــدي تيمارهــا بــه روش   ب و گــروهSASفــزار انــرم

.ي دانكن انجام گرفتاآزمون چند دامنه
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اي متفاوت نمك طعامهايي با غلظتهدوم به محيطانتقال تعدادي نمونه از روش كشت تيمارهاي حاصل از -2جدول 
Table 2 Treatments derived from transferring some samples of the culture method-II to media

containing different NaCl concentrations

علامت مشخصه تيمار
Treatment sign

نمونه
sample

حيط ثانويهم
Second medium

MS0S2 
MS1S0 
MS2S0 
MS3S0 
PS0S1 
PS0S2 
PS1S0 
PS1S1 
PS2S0 
PS2S2 
PS3S0 

MS0
MS1
MS2
MS3
PS0
PS0
PS1
PS1
PS2
PS2
PS3

S2
S0
S0
S0
S1
S2
S0
S1
S0
S2
S0

تهيه كشت سلول تعليقي

ــراي ايــن كــار قطعــات يــك گرمــي از كــالوس  اي هب

 ـ     يتـر محـيط    ل ميلـي  60ل در   حاصل از كشـت هيپوكوتي

ــايع ــي  GoBم ــك ميل ــاوي ي ــوردي، گ ح /. 5رم توف

 ميلـي گـرم در ليتـر        250ميلي گرم در ليتـر كينتـين و         

250ايـر   مكازئين هيـدرولازات در داخـل ظـروف ارلـن         

ــدلميلــي ــري اضــافه گرديدن ــر روي . يت ايــن ظــروف ب

ــي در  ــيكر دورانـ ــاي 90شـ ــه و دمـ 27 دور در دقيقـ

ــت . شــدنداري دراد نگــهگدرجــه ســانتي عمــل زيركش

)Sub culture( روز يــك بــار بــا افــزودن هفــت هــر 

يتـر محـيط    ل ميلـي  40يتر كشـت تعليقـي بـه        ل ميلي 20

ــت  ــام گرف ــازه انج ــت ت ــس از . كش ــت، 3-5پ  زيركش

ا و دستجات سـلولي كشـت تعليقـي بـه منظـور            هسلول

تشكيل كالوس به سـطح محـيط كشـت جامـد مشـابه             

.   منتقل شدند

يبررسي تنوع كروموزوم

ــوع     ــي تن ــور بررس ــه منظ ــه ب ــن مرحل  در اي

اي كــالوس حاصــل از كشــت هكرومــوزومي در ســلول

سلول تعليقي، آزمايش زير با اقتبـاس از روش شـارما و            

ـــش ــراي )Sharma and Sharma 1980(ا ـارم  ب

 ــا و ت  هوزومـروم ــداد ك ـعـن ت ـعييـت ص حـالات   ـشخي

ا ـهولـلــدي س ـوئيـوپلـيـلي پلوئيدي و ان   ـالي پ ـتمـاح

اي حاصـل  هكـالوس بـراي ايـن كـار    . رديدــام گ ـجـان

ازكشت تعليقي به محيط كشت تازه انتقال يافته و پـس      

از يك هفته از شروع زيركشت كـه كـالوس در مرحلـه             

تقسيم فعال سلولي قرار گرفت، از نقـاط مختلـف رشـد            

ايي هيافته كالوس در شرايط استريل توسط پنس، نمونه       

منظور شـمارش كرومـوزومي     ا به   هبرداشت شد و از آن    

.به شرح زير استفاده گرديد

قرار دادن قطعات كـالوس در پـيش تيمـار كولشـي            -1

 سـاعت   چهـار  گرم در ليتر به مدت       25/0سين با غلظت    
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ين يكي از تركيباتي اسـت كـه بـه          سكولشي(در يخچال   

ا بـه  هعنوان پيش تيمار در بررسي كاريوتايپي كرومـوزوم    

 مهار تشكيل دوك تقسـيم و       نقش اصلي آن  . ودركار مي 

اي هدر نتيجه افزايش فراوانـي مراحـل متافـازي سـلول          

 ـ. مـورد مطالعـه اسـت    يـن ترتيـب امكـان شـمارش     ه اب

ــوزوم ا و بررســي تنــوع كرومــوزومي تســهيل    هكروم

).  رددگمي

يــن و سا از محلــول كولشــيهبيــرون آوردن نمونــه-2

. چندين بار شستشو  با آب مقطر

ا در محلـول تثبيـت كننـده اسـيد          هقراردادن نمونـه  -3

 سـاعت  20به مدت  ) 3 به   1نسبت  (الكل اتانول   : استيك

.در يخچال

ــه-4 ــرون آوردن نمون ــتهبي ــول تثبي ــده و كا از محل نن

.چندين بار شستشو با آب مقطر

ــه-5 ــدروليز نمون ــه مــدت ههي ــه در اســيد 10ا ب  دقيق

كلريدريك يك نرمال كه دماي آن قبلاً توسط آوون بـه           

.راد رسيده بودگدرجه سانتي60

ا و چندين بـار شستشـو بـا آب          هبيرون آوردن نمونه  -6

.مقطر

ميزي با استواورسئين  يك درصد با قـراردادن         آرنگ-7

ا در شيشه ساعتي حاوي رنگ به مدت چند دقيقه          هنمونه

ا بـر   هو سپس قراردادن قطعات خيلي كـوچكي از نمونـه         

.روي لام

استواورسئين يك درصـد و     اضافه نمودن يك قطره     -8

.اهقراردادن لامل بر روي نمونه

 و مشاهده در )Squash(استفاده از تكنيك له كردن   -9

40( برابـر    400زير ميكروسكوپ نوري با بـزرگ نمـائي         

). چشمي10× شيء 

اي در حال تقسيم    هتهيه اسلايد يا عكس از سلول     -10

 بـا   ) چشـمي  10×  شيء   100( برابر   1000مائي  نبا بزرگ 

ــه   ــز بــ اســــتفاده از ميكروســــكوپ نــــوري مجهــ

).فتوميكروسكوپ(دوربين

علاوه بـر روش عمـومي فـوق جهـت تجزيـه            

كرومـــوزومي، در بعضـــي مراحـــل آن تغييراتـــي داده 

 ــ ــازدهي روش ب ــا اثــر ايــن تغييــرات در ب كــار ه شــد ت

مـــثلاً در مرحلـــه اول از  . رفتـــه بررســـي گـــردد  

ــي ــت  سكلش ــا غلظ ــن ب ــتفاده 5/0ي ــر اس ــرم در ليت  گ

: الكـل (گرديد و مرحله تثبيت با مخلوط سـه بـه يـك              

نيـز انجـام نگرفـت ولـي سـاير مراحـل          ) اسيد اسـتيك  

چنـين در مقـداري از      هـم . بدون تغييـر انجـام گرفـت      

اي كــالوس نيــز عمــل هيــدروليز را در دمــاي  هنمونــه

 دقيقـــه انجـــام 30بـــه مـــدت ) C) °25آزمايشـــگاه 

.دگرفت و اثر اين تيمار هيدروليز تعيين گردي

نتايج و بحث

تحمل به شوري

اي متفـاوت   ها به غلظت  هلعمل بافت ا نتايج اوليه عكس  

.ندا ارائه گرديده3نمك طعام در جدول شماره 
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ا و قطعات كالوس مربوط به هشت تيمار در دو روش كشت بعد از دو هفتههلعمل اوليه سلولا عكس-3جدول 
Table 3 Cells and callus fragments response to 8 treatments in the two culture methods 

after two weeks

روش كشت
Culture 
method

مشخصات تيمارها
Treatments discriptions

ميزان رشد سلولي
Rate of cell growth 

Ps0 = ايجاد كلني هاي خيلي ريز، با رنگ روشنرگه مولتي ژرم در محيط كشت فاقد نمك طعام اضافي
Ps1 =  ايجاد كلني هاي خيلي ريز، با رنگ روشن ميلي مولار نمك طعام80رگه مولتي ژرم در محيط

كلني هايي با فراواني كمتر و رنگي تيره تر ميلي مولار نمك طعام160رگه مولتي ژرم در محيط  = Ps2روش
 مورد رشد سلولي ديده شد7 ميلي مولار نمك طعام240رگه مولتي ژرم در محيط  = Ps3كشت

ايجاد كلني هاي خيلي ريز با رنگ روشنرگه منوژرم در محيط كشت فاقد نمك طعام اضافي = Ms0اول
Culture   

method –I 
Ms1 =  ايجاد شش كلني سلولي ميلي مولار نمك طعام80رگه منوژرم در محيط

Ms2 =  عدم تشكيل كلني و نكروزه شدن اكثر سلولها ميلي مولار نمك طعام 160رگه منوژرم در محيط
Ms3 =  ميلي مولار نمك طعام240رگه منوژرم در محيط 

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
عدم تشكيل كلني و نكروزه شدن تمامي سلولها

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
PS0 = تشكيل ميكروكالوس هايي با رشد زياد و رنگ سفيدگه مولتي ژرم در محيط كشت فاقد نمك طعام اضافير
PS1 =  درصد نكروزه10 درصد كالوس ها با رشد متوسط و 90 ميلي مولار نمك طعام100رگه مولتي ژرم در محيط 

 با رشد كم و رنگي كرم شيري داشتندكالوس ها ميلي مولار نمك طعام200رگه مولتي ژرم در محيط  = PS2روش
كالوس ها با رشد كم با رنگي كرم و زرد مايل به قهوه اي ميلي مولار نمك طعام300رگه مولتي ژرم در محيط  = PS3كشت

تشكيل ميكروكالوس هايي با رشد متوسط و رنگ روشن رگه منوژرم در محيط كشت فاقد نمك طعام اضافي = MS0دوم
Culture 

method-II
MS1 =  تشكيل ميكروكالوس هايي با رنگ روشن و رشد كم ميلي مولار نمك طعام 100رگه منوژرم در

MS2 =  در صد آنها30رشد كم ميكروكالوس ها و نكروزه شدن  ميلي مولار نمك طعام 200رگه منوژرم در محيط 
MS3 =  درصد آنها50ز ميكروكالوس ها و نكروزه شدن رشد ناچي ميلي مولار نمك طعام 300رگه منوژرم در محيط 

نتايج تجزيـه واريـانس و مقايسـه ميـانگين تيمارهـاي            
مربوط به روش كشت دوم كه پس از دو هفته از شروع            

اي متفاوت نمك   هكشت اوليه به محيط هايي با غلظت      

ذيـري  پبه منظور بررسي تطبيق   (طعام منتقل شده بودند     
 روز از زمان شروع 25از پس  )  اي كالوس حاصل  هبافت

. آمده است5 و 4كشت به ترتيب در جداول 

 تجزيه واريانس براي رشد كالوس -4جدول 
Table 4 Analysis of variance for callus growth 

منبع تغييرات
Source of variations

درجه آزادي
D. F

ميانگين مربعات
Mean of squares

**Treatment(102027.7(تيمار 
Experimental error4491.6)(خطاي آزمايش

Total(54(كل 

-** دار در سطح يك درصدمعني-** Significant at the 1 % level       
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ميانگين تيمارها براي رشد كالوس-5جدول 
Table 5 Mean of treatments for callus growth 

تيمارها 
)Treatments(

*ينميانگ
)Mean(

MS0S2 
MS1S0 
MS2S0 
MS3S0 
PS0S1 
PS0S2 
PS1S0 
PS1S1 
PS2S0 
PS2S2 
PS3S0 

15F
73B
93A
25E

100A
75B
100A
100A
93A
40D
50C

. ميانگين هاي داراي حروف مشترك تفاوت معني دار در سطح احتمال پنج درصد ندارند-*
*- Means followed by the similar letters are not significant at 5% probability level.

هد كه رگـه    د نشان مي  5نتايج حاصل از جدول     

 .27P نسبت به رگه منـوژرم  107P. –7233رم  ژمولتي

اي متفاوت نمك طعام بـه طـوري        ه به غلظت  9597–

آشكار، تحمل بيشتري نشـان دادنـد و از تعـداد بيشـتر             

 انتقـال   براي مثال بـا   . كالوس رشد يافته برخوردار بودند    

 بـه محـيط     )S0(كالوس رگه منـوژرم از محـيط شـاهد        

 درصــد 15ولار نمــك طعــام تنهــا م ميلــي200حــاوي 

ا رشد نمودند در حـالي ايـن عـدد بـراي رگـه              هكالوس

چنـين در بـين     هم). 5جدول  ( درصد بود    75رم  ژمولتي

قطعات كالوس مربوط به هر تيمار نيز از نظر تحمل بـه          

ا از  هادي از ميكروكالوس  شوري تنوع وجود داشت و تعد     

بين رفته، تعـدادي رشـد كـم و باقيمانـده رشـد خـوبي               

.داشتند

از رشـد   PS1S0تقريباً مانند تيمار     PS1S1تيمار

بـه   MS1S0خوبي در كالوس برخوردار بود ولـي تيمـار          

 PS1S0علت حساس بودن به شوري نسبت بـه تيمـار           

اي بالاتر نمك طعام اثـر      هرشد كمي داشت و در غلظت     

ا هوندگي بر روي رگه منوژرم بيشتر بوده و كالوس شانعم

بنـابراين  . دنـد شرشدي كم داشته و اكثـراً نكـروزه مـي         

يري نمود كه حداقل دو نوع تنوع از نظر   گوان نتيجه تمي

جـا وجـود دارد،   تحمل يا مقاومت به نمك طعام در اين   

 ـ ژيكي تنوع موجود بين دو رگه منـوژرم و مـولتي           ه رم ب

ايش و ديگـري تنـوع در بـين قطعـات           كار رفته در آزم   

اي مربوط به هر رگه كه از اين تنـوع          هكالوس يا سلول  

اي سلولي متحمـل بـه شـوري        هبه منظور گزينش رگه   

كـه تنـوع حاصـل      وان استفاده نمود بـه شـرط آن       تمي

ژنتيكي بوده و در سطح گياه كامل در مزرعه نيز تظاهر           

ــين     ــاه و تعي ــاززايي گي ــس از ب ــر پ ــن ام ــه اي ــد ك ياب

. رددگذيري صفت بهتر مشخص ميپوراثت

ولي متحمل به نمك طعـام  ـ سلايههـرگه  ـتهي

چون مـياهاني ه ـوس در گ  ـاز طريق گزينش بافت كال    

بـا ايـن حـال،      . زا و ذرت انجام شده اسـت      ـونجه، كل ـي
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ـــبيشــتر گياهــ  ســلولي ايهرگــهده از ـاززائي شـــان ب

متحمل به نمك طعام، تحمـل خـود را از دسـت دادنـد         

)Freytag et al. 1990( .  ــر، از ــاتي ديگ در تحقيق

ام در توتــون، ـه نمــك طعـــل بـــاي متحمــهوسـكالــ

اي هيولاف و برنج گياهاني باززائي شـدند كـه در نسـل           

ــد  ــه شــوري را حفــظ نماين بعــدي توانســتند تحمــل ب

).(Freytag et al. 1990   در چغندرقند براي اولـين بـار

. NaHCO3شـامل   (گياهان متحمل به امـلاح مركـب        

NaCl ،CaCl2 ،MgSO4 و CaSO4( بــا غلظــت كلــي 

ــه    6/7 ــزينش درون شيش ــق گ ــر از طري ــرم در ليت  گ

ــت  ــهجداكش ــد ب ــرگ چغندرقن ــد و ه اي دمب ــت آم دس

مشخص گرديد كه تحمل ايجاد شده در اثر جهش و به           

.)Freytag et al. 1990(ذير بوده است پصورت وراثت

ذيـــري پدر بررســـي تحمـــل) 1380(يـــاوري 

غندرقند در سطوح مختلف پلوئيدي به تنش       اي چ هبافت

شوري در سطوح فزاينده نمك طعام در محيط بـاززائي           

نشان دادند كـه افـزايش سـطح تـنش شـوري موجـب           

ردد و آثـار تـنش بـر ميـزان          گكاهش ميزان باززائي مي   

.  ميلي مولار نمك مشاهده گرديـد      150باززائي از سطح    

مـار  در آزمايش ما قطعات كـالوس گـزينش شـده در تي           

كه بـه محـيط     ) ولار نمك طعام  م ميلي S3) 300شوري  

باززائي فاقد نمك طعام منتقل شـده بودنـد پـس از دو             

.هفته تعداد كمي ريز جوانه توليد نمودند

(Gulati and Jaiwal 1993)گولاتي و جايوال

اي كوتيلدوني گياه ماش در محـيط       هبا غربال جداكشت  

عام توانستند  ولار نمك ط  م ميلي 200درون شيشه حاوي    

گياهاني باززائي نمايند كه در محيط كشـت بـا شـوري            

.ردندكمشابه تحمل خود را حفظ مي

 با كشت كـالوس  (Winicov 1995)وينيكوف

ي آن در محـيط     ااز دو رگه برنج و گزينش يك مرحلـه        

نمـك طعـام    ) ولارم ميلي 170(كشت حاوي يك درصد     

. داي سلولي متحمل به شوري شدن     هموفق به توليد رگه   

ا نشان داد كه گزينش كوتـاه مـدت كـالوس           هنتايج آن 

ذير زيادي  پواند تغييرات وراثت  تبرنج در محيط شور نمي    

در فنوتيپ تحمل بـه شـوري ايجـاد نمايـد و بنـابراين              

طولاني كردن زمـان گـزينش در محـيط درون شيشـه            

احتمال گياهـان بـاززائي شـده متحمـل بـه شـوري را              

.  هددافزايش مي

ند كـه يـك گونـه متحمـل بـه           كالوس چغندرق 

شوري است نسـبت بـه كـالوس لوبيـا كـه يـك گونـه             

حساس به شوري است مقاومت بيشتري به شوري دارد         

و مقاومـــت در چغندرقنـــد در ســـطح ســـلولي اســـت 

)Lindsey and Jones 1992( .   كـه  بـا توجـه بـه آن

همبستگي مثبتي بين مقاومت يا تحمـل بـه شـوري در      

 كامل چغندرقند ديده شده     كشت سلول و كالوس با گياه     

از ) Blumvald and Poole 1987; Tal 1990 (است

وان بـه عنـوان معيـاري در جهـت          تاين همبستگي مـي   

اي مقــاوم بــه شــوري در چغندرقنــد هگـزينش ژنوتيــپ 

ايـي از   هين ترتيب با گزينش ژنوتيـپ     ه ا ب. استفاده نمود 

وان در مكـان، زمـان و       تقبل مقاوم در محيط كشت مي     

اي هاي مربوط به غربـال رگـه      هي در طرح  هزينه مصرف 

متحمل به شوري صرفه جوئي نمود و پـس از انتخـاب            
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ا را هچند ژنوتيپ برتر در محيط كشت درون شيشـه، آن     

اي گـزينش   جهت گزينش نهائي در آزمايشـات مزرعـه       

البتـه بـراي گـزينش      . براي تحمل به شوري وارد نمود     

مــواد ژنتيكــي متحمــل بــه شــوري، بايــد رابطــه بــين 

لعمل گياه در محيط شور و پاسخ اندام گياهي در          اعكس

بررسي ) شامل شوري از نوع املاح آب دريا     (محيط شور   

در ضمن نوع پروتئين هاي گياهي كه در     . ر گردد تعميق

شرايط تنش شوري در گيـاه چغندرقنـد توليـد و تجمـع          

.    واند مورد بررسي مولكولي قرار گيردتابند مييمي

تنوع كروموزومي

ر ارتباط با نتـايج مشـاهدات ميكروسـكوپي و          د

ــه    ــه روش تجزي ــايي ك ــوزومي، از آنج ــمارش كروم ش

اي كـالوس يـك    هكروموزومي به كار رفته براي سـلول      

روش عمومي بود و به علـت عـدم دسترسـي بـه روش         

اي هاختصاصي براي كالوس چغندرقنـد، فراوانـي نمونـه    

 بـا   متافازي، انقباض و وضوح كرموزومي زياد نبود، ولي       

ا تعـداد  هاي متافازي كـه در آن    هحال تعدادي نمونه  اين

دسـت آمـد و همـان   ه  ا قابل شمارش بوده ب    هكروموزوم

اي ديپلوئيـد،   هفت علاوه بـر سـلول     رطور كه انتظار مي   

ــدادي از پحــالاتي از انيوپلوئيــدي و پلــي لوئيــدي در تع

اي متافازي مشاهده گرديد كـه تصـوير يكـي از       هسلول

 نمـايش   يك ايجاد شده در شكل      اي هگزاپلوئيد هسلول

. داده شده است

ــ ـــت  ــهولـنوع در سل ــك پدي ــالوس ي ده ـاي ك

الات پلـي پلوئيـدي و انيوپلوئيـدي        ـوده و ح  ـول ب ـمعم

پـــس از تشـــكيل كـــالوس مشـــاهده شـــده اســـت  

)Atanassov 1986(.

در ) Steen et al. 1986 (  استين و همكـاران  

الوس، ذيـري گياهـان بـاززائي شـده از ك ـ         پبررسي تنوع 

كشت تعليقي سلول و پروتوپلاست چغندرقنـد دريافتنـد         

چون دو برابر شدن يا نصـف       كه انواع تنوع ژنتيكي هم    

شدن تعداد كروموزوم و نيز حالاتي از انيوپلوئيدي ايجاد         

چنـين نشـان دادنـد كـه تنـوع          هـا هـم   آن. شده است 

اي تعليقي در مقايسه با كشت      هژنتيكي حاصل از سلول   

. ستكالوس بيشتر ا

گياهـان  ) Jacq et al. 1992(ژاك و همكاران 

باززائي شده حاصل از كالوس بدست آمده از هيپوكوتيل         

چغندرقند را مورد بررسـي سـيتولوژيكي قـرار دادنـد تـا             

ــد   ــخص نماين ــدي را مش ــطح پلوئي ــداري س ا هآن. پاي

دريافتند كه گياهان باززائي شده از كشت كوتاه مـدت و     

 درصـد تنـوع   17 و چهـار بلند مدت كالوس بـه ترتيـب   

.هنددكروموزومي نشان مي

)Dikalova et al. 1993(ديكالووا و همكاران 

 ميتوكنــدري در DNAدر بررســي تغييــرات ســاختاري 

اي كشت تعليقي و گياهان باززائي شده       هكالوس، سلول 

از كالوس حاصـل از يـك رقـم نـرعقيم سيتوپلاسـمي             

نــدري  ميتوكDNAدريافتنــد كــه تغييراتــي در الگــوي 

ايجاد شده است كه در اثـر پديـده تنـوع سـماكلوني در             

.اشدباي چغندرقند ميهحين كشت درون شيشه سلول

ــازدهي هاز جملــه عــواملي كــه نقــش آن ا در ب

ــوزومي بـ ـ  ــه كروم ــي   ه روش تجزي ــه بررس ــار رفت ك
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گرديــد يكــي شــكننده و جــوان بــودن نمونــه كــالوس 

مــوردنظر و ديگــري مــدت و درجــه حــرارت هيــدروليز 

ر تهرچــه كــالوس در مرحلــه فعــال. ال شــده بــوداعمــ

ــود، تعــداد ســلول اي متافــازي نيــز هتقســيم ســلولي ب

ــكننده   ــافتي ش ــه ب ــتر و هرچ ــر و  تبيش ــت، بهت ر داش

عمــل هيــدروليز در . گرديــدر هيــدروليز مــيتيكنواخــت

ــاي  ــدت  60دم ــه م ــانتيگراد و ب ــه س ــه 10 درج  دقيق

ــدت    ــه م ــگاه ب ــاي آزمايش ــدروليز در دم ــؤثرتر از هي م

.دقيقه انجام گرفت30

ــه آن    ــه ب ــا توج ــال ب ــر ح ــه ه ــوع  ب ــه تن ك

كرومـوزومي كــالوس در ســطح گياهــان بــاززائي شــده  

ــاهر دارد  هاز آن ــان تظ ــز امك Meredith(ا ني 1984(

لوئيـد يـا انيوپلوئيـد حاصـل در      پوان از گياهان پلـي    تمي

ــه ــهبرنام ــاي ب ــتفاده  نه ــي اس ــات ژنتيك ژادي و تحقيق

نمود

قدردانيتشكر و 

وسـيله از سـركار خـانم مهنـدس يـاوري           بدين

ــگاهي     ــور آزمايش ــي ام ــائي در برخ ــاطر راهنم ــه خ ب

ــي ــدرداني م ــم.رددگق ــك ژن  ه ــش بان ــين از بخ چن

سســـه تحقيقـــات نهـــال و بـــذر كـــه تجهيـــزات ؤم

ميكروســـكوپي را در اختيـــار اينجانـــب قـــرار دادنـــد 

.تشكر مي نمايم

5D از رB(#� �C ژرم 4 *@�اد -35١<E �
F#�Gا/Hل ه#�� 
 در ا2N=6X=54  Kآ و�#زوم

L-#آ�M ع#�* :�%�G
Fig. 1 Hexaploid cell with 2N=6X=54 chromosome resulted in somaclonal variation
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