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و سایر  نیاستفاده از پرول ،یاهیگ يمطالعات انتقال ژن هااکثر در 

 شیو افزا تیاز عوامل موثر بر موفق یکی ،کشت طیدر مح اسید هاي آمینه

در  نهیآم دیاس نیباشد. افزودن ا یم و کاهش زمان آن ییکالوس زا زانیم

گزارش بر  مواد موثر در  ریتاث تیبا توجه به ماه ییکشت کالوس زا طیمح

 راتیتاث ایجاد منجر بهتواند  یعطر برنج، م در لیدخ هیثانو يها تیمتابول

 يمعطر باتیمربوط به ترک يحاصل از انتقال ژن ها جیدر نتا يناخواسته ا

  نیکمبود ا گریگردد. از طرف د acetyl-1-pyrroline (2AP-2( رینظ

درصد  دیتواند سبب کاهش شد یم نهیآم يها دیاس ریاو س نهیآم دیاس

دو رقم  ییکالوس زا تیمطالعه، قابل نیگردد.  در ا ییو باززا ییکالوس زا

بدون  indicaاز ارقام  Indrayaniو  Ambemohar 157برنج شامل  

از  یسطوح مختلف ي، حاو MS هیکشت پا طیدر مح نیحضور پرول

از آن است که  یحاک جیار گرفت. نتاقر یابیمورد ارز D-2,4 هورمون 

 يراب تریدر ل گرم یلیم 2,5تا مقدار  D-2,4افزودن 

 تهیوار يبرا تریدر ل گرم یلیم 4و   Ambemohar157تهیوار

Indrayani  ینیگریکالوس شده و جا يحداکثر دیمنجر به تول تواند یم 

کالوس باشد.  يکشت القا طیدر مح نیاستفاده از پرول يمناسب برا

در  گرم یلیم 2در  Ambemohar157رقم  يبرا ییدرصد باززا نیبالاتر

 3در  Indrayaniرقم  يو برا Benzylaminopurine (BAP( تریل

مشاهده شد که با افزودن  نیمشاهده شد. همچنBAP تریدر ل گرم یلیم

آزاد  نیپرول زانیکشت، م طیبه مح تریدر ل گرم یلیم 500به مقدار  نیپرول

  .شد شتریبرابر ب 14تا  12 نیشده در هر دو رقم ب دیتول يها در کالوس

  
زایی،  کالوس،  acetyl-1-pyrroline-2،برنج کلیدي: هايواژه

  . D-2,4 پرولین،
  

  

  

 
 
 
 
 

In most transformation studies it has been indicated that 
adding proline to the tissue culture medium can 
increase the callus induction frequency and reduce 
induction time. Adding proline to callus induction 
medium in this phase can affect the production of 
aromatic compounds in rice and if the goal of 
exogenous gene transformation is increasing the rice 
aromatic associated secondary metabolites such as 2-
acetyl-1-pyrroline (2AP), this amino acid can slipup the 
final results. Although, absence of amino acids such as 
proline can reduce callus induction percentage. In this 
research, callus induction from two indica rice 
varieties; Ambemohar 157 and Indrayani were 
optimized, using MS medium having various 
concentrations of 2,4-D, without using proline. The 
results revealed that 2.5 mgl-1 of 2,4-D for Ambemohar 
157 and 4 mgl-1 for Indrayani can lead to better callus 
induction. These results indicated that absence of 
proline can be disregard by increasing of 2,4-D 
concentrations. Calluses obtained from the best 
hormone treatment were cultured on MS fortified with 
0.01 mgl-1 NAA + (1, 2, 3, 4, 5) mgl-1 BAP for shoot 
regeneration. The highest percentage of regeneration 
was achieved on MS supplemented with 2 mgl-1and 3 
mgl-1 for Ambemohar157 and Indrayani cultivar 
respectively. Proline contents in calli which were 
growth in MS medium supplemented with 500 mg/L of 
proline showed approximately 12 to 14 fold increase 
over the calli growth in non-proline added medium.  
 
Keywords: Rice, 2,4-D, Callus induction, Proline, 2-
acetyl-1-pyrroline.    

 
 

 رولیندر شرایط فقدان پ (.Oryza sativa L)زایی و باززایی دو رقم برنج ایندیکا  کالسازي بهینه

 برنجسایر مواد موثر در عطر  و acetyl-1-pyrroline-2جهت کاهش تغییرات ناخواسته بر 
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 مقدمه

 هاي چالشترین  به یکی از مهم ییغذا امنیتامروزه 

هاي اصلاح  جامعه جهانی تبدیل شده است. روش

افزایش میزان جهت افزایش عملکرد و یا  کلاسیک

گیر و در عین حال پر  گیاهان بسیار وقت مقاومت در

رو مطالعات و تحقیقات  از این باشند و هزینه می

لکولی و بیوتکنولوژي نباتات مواصلاح  ،آزمایشگاهی

 نیاز به زمان محدودتر و نتایج موفقیت آمیزتربه دلیل 

برنج با تغذیه  مورد توجه محققان قرار گرفته است.

بیش از نیمی از جمعیت جهان به عنوان یکی از 

شناخته شده است مهمترین گیاهان زراعی موجود 

(Kathuria et al. ,2007).  این گیاه با دارا بودن

و اطلاعات ژنتیکی  )~Mb340ا سایز کوتاه (ژنومی ب

اي مناسب جهت مطالعات  شناخته شده به گزینه

 . (Sahi et al., 2006)است گردیده ژنتیکی مبدل 

سازي  توسعه و بهینه ،در مطالعات انتقال ژن

از  .دنباش کشت بافت، پایه تحقیق می هاي تکنیک

ه سپس باززایی گیا کالوس و و تولید ءدیگر القا طرف

هاي زیرگونه  واریته بعضی از هاي رسیده در از جنین

عدم پاسخ مناسب با توجه به ماهیت سلولی و  ایندیکا

بر  بسیار سخت و زماناي  درون شیشه به شرایطگیاه 

 ;Khanna and Raina, 1998( باشد می

Martinez, 2003; Ge et al., 2006( از این رو .

و ترکیبات  محققان با استفاده از اسیدهاي آمینه

هاي یندآفردر تسریع نمایند تا با  تلاش میمختلف 

به ماده گیاهی اولیه مناسب  مربوط به القاي کالوس،

  .و کافی براي مطالعات بعدي در زمان کمتري برسند

-acetyl-1-2در مسیر بیوشیمیایی تولید 

pyrroline (2AP) ترین ترکیبات موثر در  که اصلی

ینه پرولین به عنوان ذخیره اسیدآم ،باشد عطر برنج می

 Wakte( کند مرکزي ترکیب نیتروژنی نقش ایفا می

et al., 2011; Buttery et al., 1982(.  افزایش

انتقال تحت تاثیر پرولین در گیاه به هر طریقی، چه 

هاي  ژن و چه از طریق افزایش به دلیل استرس

محیطی، باعث دسترسی بیشتر چرخه تولید 

گلایوکسال از چرخه کلوین  متیلبه  2APغیرآنزیمی 

(Huang et al., 2008) پایرولین از مسیر -1-و دلتا

 شود. می  (Mezl and Knox, 1976)چرخه کربس

Wu ) نشان دادند که اورنتین و 2009و همکاران (

شوند که  می Δ1-pyrrolineگلوتامات باعث تولید 

 گلایوکسال منجر به تولید متیلهنگام واکنش با 

2AP شود. ویا میدر س Huang et al. (2007) 

را در  acetyl-1-pyrroline-2مسیر تولید 

Bacillus subtilis ssp. natto .1∆ معرفی کردند-

Pyrroline-5-carboxylic Acid  تولید شده به

مکانیسم  .معرفی شد 2APنیاز تولید  عنوان پیش

براي تولید  Huang et al. (2008)  پیشنهادي

2AP عنوان یکی از نیز به پرولین را  ،جدر کالوس برن

  در تولید این ماده آرماتیک معرفی کردند.عوامل موثر 

نشان  Kumar et al. (2010) اي در مطالعه

به برنج باعث افزایش  P5CSدادند که انتقال ژن 

Δ1-pyrroline  شود که خود باعث  گیاه میاین در

و در  شود افزایش پرولین آزاد در بافت گیاهی می

در  .ایت منجر به افزایش مقاومت به خشکی گردیدنه

با افزودن  Suprasanna et al. (1998) آزمایشی

پرولین به محیط کشت سلولی برنج باسمتی نشان 

تواند  دادند که افزودن پرولین به محیط کشت می

با توجه به باعث افزایش عطر توده سلولی شود. پس 

، acetyl-1-pyrroline-2 ذاتی گیاه در تولیدپتانسیل

دسترس بودن ماده اولیه یعنی  بسته به میزان در

پرولین، افزایش مقدار پرولین در محیط کشت 

افزایش تولید تغییر مقدار و منجر به  تواند نهایتاً می

2AP  .هاي  انتقال ژنبا توجه به شرح یاد شده، شود

به منظور افزایش کیفیت عطر  P5CSچون خارجی 

هاي مربوط به تولید  اکثر فرایندباعث تغییر در برنج، 

شود که  می acetyl-1-pyrroline-2ماده شیمیائی 

با توجه به نقش پرولین در مسیر بیوشیمیایی یاد شده 

فوق که منجر به تولید این ماده معطر می گردد، 
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استفاده از این اسیدآمینه در محیط کشت براي القاي 

گیري  ندازها بطور حتم بر نتایج نهاییو تولید کالوس، 

هاي ثانویه مرتبط با مواد موثر در  برخی از متابولیت

توان  نمیاین  عطر برنج تاثیر خواهد داشت و بنابر

یافته داشت.  انتقال ژن انیب از یمناسب یابیارز

به دلیل توجه مطلق به اهداف از  قانمحق همچنین

اثرات جانبی استفاده  به انتقال ژن، شده  پیش تعیین

زیادي نکرده و این توجه  ها تنظیم کننده این مواد و

واقعی در آنالیز  آمدن نتایج غیر دستبه  مهم باعث

موثر در هاي ثانویه  متابولیتبه خصوص تولید نهایی 

اي  . در مطالعهخواهد شدپس از انتقال ژن  عطر برنج

 Yoshihashi et ،توسط هاي برنج بر روي کالوس

al. (2002) ،و اسید  گلوتامیک با اضافه کردن پرولین

به منظور تولید و نگهداري اورنتین به محیط کشت 

که نیتروژن این  بیشتر کالوس، گزارش گردید

ترکیبات به عنوان نیتروژن ضروري جهت بالا بردن 

در برنج  عطرکه عامل اصلی در  2AP ترکیب تولید

مورد استفاده قرار گرفت. در آزمایش دیگري  ،است

Naik (2011) گلوتامیک اسید و  ن پرولین،با افزود

هاي برنج  کالوس نگهداري اورنتین به محیط کشت

Basmati  وAmbemohar 157  نیز این موضوع را

که توسط اي  در مطالعه .مورد تائید قرار دادند

Kaikavoosi (2012) انتقال ژن  به منظورP5CS 

، دخالت این ترکیبات را در چرخه به برنج انجام داد

 یا کاهش برخی از ط آنها را با افزایش وکربس و ارتبا

هاي ثانویه همچون  مواد حاصل از متابولیت

، دکانوئیک ، هگزانولپایرلین پایردین، استیل متیل

. در اکثر گزارش نموداسید، نونانول، اکتانول و غیره را 

ن از ترکیباتی نظیر پرولین در امحقق ،تحقیقات

ن توصیه چنی همهاي کشت بافت استاندارد و  محیط

و به دلیل  کنند میاستفاده  شده در منابع دیگر،

هاي کشت  جویی در زمان از بررسی اثر محیط صرفه

هاي  زایی و باززایی نمونه مینه بر کالوسآبدون اسید

تحقیق این  در از این رو نمایند. میخودداري  خود،

ی حداکثري، از جنین یزا کالوس سازي بهینه بمنظور

هاي  بر خلاف محیط کشت ،بذرهاي رسیده برنج

با هدف کاهش محیط کشتی بدون پرولین متداول از 

اثرات جانبی این ماده بر تولید متابولیت هاي ثانویه 

  .موثر در عطر برنج زیرگونه ایندیکا استفاده گردید

  

  ها مواد و روش

  مواد گیاهی

زیرگونه ایندیکا کشت شده  برنجاز  دو رقم پرمصرف

هاي  ب هند از گروه برنجو غر يمناطق مرکز در

-Ambemoharهاي  به نام  (Aromatic)عطري

که از مرکز تحقیقاتی برنج  Indrayaniو  157

Karjat ،جهت این مطالعه  در هند تهیه شده بودند

هاي آزمایشگاهی مطالعه فوق  و فعالیت استفاده شدند

در آزمایشگاه سیتوژنتیک  2012و  2011در سال 

رقم  ان انجام گرفت.دانشگاه پونا، هندوست

Ambemohar 157 رقم دانه کوتاه و عطري 

با در یک کیلو بذر)  2APمیلی گرم  115/0(حاوي 

رقم و کیلوگرم در هکتار  2000عملکرد متوسط 

Indrayani ،300/0(حاوي  عطري دانه متوسط 

 ,.Mathure et al( در یک کیلو بذر) 2APگرم  میلی

در هکتار  مرکیلوگ 4000 و عملکرد متوسط )2011

زدایی و  بذر هر دو رقم توسط دست پوست. باشد می

با آب مقطر استریل به میزان لازم شسته شدند. 

بذرهاي فوق به مدت سطحی ابتدا جهت ضدعفونی 

و سپس به  تیمار داده شده% 70ثانیه توسط الکل  30

 استریل مورد شستشو قرار گرفتند.مقطر وسیله آب 

 10به مدت یرفلو بذور سپس در زیر هود لامینارا

پس و  هقرار داده شد HgCl2% 1/0دقیقه در محلول 

استریل شسته  مقطر توسط آبمرتبه  5از این مدت 

  شدند. 

  

  زایی کالوس

ی استفاده یزا جهت کالوس  MSتمحیط کشاز 

، 2، 1,5، 1 ،0 شامل D-2,4. مقادیر متفاوت از گردید

زایی  لوسجهت کا گرم در لیتر یمیل 6و  5، 4، 3، 2,5
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ظروف pH پس از تنظیم  به محیط کشت افزوده شد.

و  ºC121در دماي محیط کشت لیتر  میلی 30حاوي 

. داخل نددقیقه اتوکلاو شد 20به مدت  psi 15  فشار

هاي کشت جامد  هاي حاوي محیط هر کدام از تیوب

، سه عدد بذر D-2,4 یاد شدهو سرد شده با مقادیر 

روز در  10به مدت  آزمایش يها قرار داده شدند. لوله

هاي  جهت به حداقل رساندن فعالیت تاریکی

 ºC27و دماي  ها فتوسنتزي در صورت ظهور جوانه

 جوانه زدهبذرهاي  این مدتقرار داده شدند. پس از 

هاي جدید با مقادیر مشابه هورمون  به محیط کشت

 2400نور و شدت  ساعت 16 فتوپریودانتقال و در 

در اتاق  ºC26 و دماي اریکیساعت ت 8لوکس و 

هاي تولید شده  روز کالوس 21قرار گرفتند. هر کشت 

به محیط کشت جدید منتقل و پارامترهایی نظیر 

 ها مناسب کالوس ، وزن و اندازهزایی سوماتیکی جنین

زایی با استفاده از فرمول  کالوس درصدبررسی شدند. 

  (Summart et al., 2008):  زیر محاسبه شد

100 ×  
    هاي بدست آمدهتعداد کالوس

= درصد 

  زاییکالوس
  تعداد بذر هاي اولیه

  

  باززایی گیاهچه از کالوس

، نیمه سفت و دست داراي بافت یک هاي کالوس

جهت باززایی به  (کرم و سفید) داراي رنگ طبیعی

 BAP حاوي مقادیر متفاوت از MS محیط کشت

به  NAAگرم در لیتر و  میلی 5و  4، 3، 2، 1شامل 

گرم در لیتر منتقل شدند.  میلی 01/0میزان 

 16درجه و  ºC2±25هاي فوق در دماي  کالوس

ساعت تاریکی  8لوکس و  2400نور و شدت  ساعت

روز به محیط کشت  20و پس از هر قرار داده شدند 

ی شده پس از یهاي باززا تازه انتقال داده شدند. ساقه

زایی  جهت ریشهمتر  سانتی 6ي حدود  رسیدن به اندازه

و فاقد  گرم آگار در لیتر 8و   MS½به محیط کشت

ها در دماي  نمونهریزانتقال داده شدند.  هورمون

ºC2±25  ساعت تاریکی قرار  8ساعت نور و  16و

جهت سازگار کردن گیاهان باززایی شده داده شدند. 

هاي سالم و قوي  گیاهچه ،ها ریشهکافی پس از رشد 

محیط بقایاي ج شده، خار MS½از محیط کشت 

ها با آب استریل به طور  ریشه بر رويکشت موجود 

ها در  ند. گیاهچهشدو جدا شسته و با دقت کامل 

استریل خاك  متر حاوي سانتی 10هاي با قطر  گلدان

 C2±25°دماي به ژرمیناتور با و کولیت انتقال  ورمی

پس از این درصد منتقل شدند.  70 نسبی و رطوبت

با همین شرایط دما و نور گلخانه  بهها  گیاهچهمدت 

  .انتقال یافتند

  

  سنجش پرولین

جهت بررسی تاثیر پرولین موجود در محیط کشت بر 

هاي  افزایش یا کاهش مقدار پرولین آزاد در کالوس

با مقادیر بهینه از  MSتولید شده، دو محیط کشت 

2,4-D )5/2 رقم  براي گرم در لیتر میلی

Ambemohar157  در رقم گرم در لیتر لیمی 4و 

Indrayani( زایی  براي هرکدام از ارقام جهت کالوس

تهیه شد. محیط کشت کنترل، بدون پرولین و محیط 

گرم در لیتر پرولین نیز مورد  میلی 500کشت بعدي با 

هاي تازه  موجود در کالوس مطالعه قرار گرفت. پرولین

 به روشهر دو تیمار فاقد پرولین و واجد پرولین، 

Bates et al. (1973) گیري شد. از هر نمونه  اندازه

سالم انتخاب شد. تازه و گرم کالوس  میلی 500مقدار 

% به مدت 3 ١اسید هاي فوق در سولفوسالیک کالوس

 1دقیقه هموژنیزه شده و توسط فیلتر شماره  10

لیتر از مواد استخراج  میلی 2واتمن فیلتر شدند. به 

لیتر  میلی 2و  ٢د نینهیدرینلیتر اسی میلی 2شده فوق 

Glacial acetic acid 99 30% اضافه و به مدت 

قرار داده شد. بلافاصله پس  ºC100دقیقه در دماي 

جهت توقف  مورد مطالعههاي  دهی نمونه از حرارت

لیتر  میلی 4هاي شیمیایی به ظرف یخ منتقل و  فعالیت

                                                                  
1. Sulphosalicylic acid 
2 Ninhydrin 
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اضافه شد. بخش رنگی حاوي  ها نمونهبه  ١تولوئن

تفاوت ظاهري رنگ این  وئن به آرامی جدا تولو

بخش حضور پرولین را از روي رنگ ترکیب فوق به 

. میزان جذب رنگ قرمز کرد تشخیصراحتی قابل 

 Shimadzu, Japan توسط اسپکتروفوتومتر نمونه

  گیري شد.  اندازهقرائت و  nm520 در طول موج

 
  طرح آماري

آزمایشی این آزمایش با چهار تکرار و در قالب طرح 

تصادفی اجرا گردید. تجزیه واریانس در سطح  کاملاً

انجام و براي مقایسه  (P≤0.05)% 95داري  معنی

اي دانکن استفاده  میانگین از روش مقایسه چند دامنه

 SAS (ver 9.1)افزار  ها با استفاده از نرم شد. داده

                                                                  
1. Toluene 

  بصورت آماري تجزیه گردید.

  

  نتایج و بحث

  کالوس زایی

روز از انتقال بذر به محیط کشت  10 پس از گذشت

 30زایی از بخش جنینی شروع شد. بعد از  اولین کالوس

، بیشترین تولید کالوس Ambemohar157در رقم  روز

-2,4 گرم در لیتر میلی 5/2هاي حاوي  %) در نمونه99(

D  2 و 1(شکل ،aو کمترین مقدار کالوس تولید شده ( 

به ثبت  D-2,4تر گرم در لی میلی 6در ترکیب  %)52(

بیشترین تولید کالوس  Indrayani رسید. در رقم

 D-2,4گرم در لیتر میلی 4هاي حاوي  %) در نمونه96(

و کمترین مقدار کالوس تولید شده در  )b، 2 و 1(شکل 

  .مشاهده شدبه  D -2,4 گرم در لیتر میلی 1ترکیب 
  

  
  )b( Indrayani) و رقم Ambemohar157  )aروز در رقم  30. کالوس زایی پس از 1شکل 

  

 
  )b( Indrayani) و رقم Ambemohar157  )aدر رقم  D-2,4زایی درحضور مقادیر متفاوت . کالوس2شکل 

در غلظت مورد نظر و اندازه بارهاي افقی روي هر ستون نشانگر خطاي استاندارد موجود است.  تکرار  چهارها مقدار میانگین از ستون * هر کدام از

 باشد.میاي دانکن  بر اساس آزمون چند دامنه 05/0ها در سطح  دار بین غلظت ف غیرمشابه بالاي هر ستون نمایانگر اختلاف معنیحرو
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي مرتبط با کشت بافت  در برابر فعالیتدهی کم  پاسخی با به عنوان ارقام زیرگونه ایندیکا ارقام برنج
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 Abe and Futsuhara, 1986; Ge( شوند شناخته می

et al., 2006; Kumar et al., 2010(هاي  . کالوس

هاي جنین رسیده بذر  استحصال شده از سلول

زیرگونه  در مطالعات روي ارقام برنج موردپرکاربردترین 

 ;Khanna and Raina, 1998( باشند میایندیکا 

Wakte et al.,2005;Kumar et. al., 2010; 

Naik, 2011(ها و  ترده هورمون. از بین طیف گس

بیشترین  D-2,4، ترکیبات موثر جهت تولید کالوس

 Mohanty et( گزارشات را به خود اختصاص داده است

al.,1999; Sridevi et al., 2005; Wakte et al., 

2005; Rachmawati. and Anzai 2006; 

Kumar et al., 2010(م تفاوت موجود غر .  علی

در میزان  رگونه ایندیکازی گزارش شده بین ارقام برنج

سازي  بهینه Hodges (1989)و  Peng زایی کالوس

 تولید کالوس توسط محققین بسیاري انجام گرفته است

)Lin and Zhang 2005; Ge et al.,2006; 

Kumar et al., 2010(. درصدي را  35زایی  کالوس

گرم در لیتر  میلی 2با استفاده از  Indrayaniرقم  براي

2,4-D توسط گرم در لیتر پرولین  میلی 500ضور در ح

Suprasarma et al. (1998)  گزارش نمودند در

 4به  D-2,4مقدار  افزایشکه در این تحقیق با  حالی

، درصد رسید 90گرم در لیتر تولید کالوس به حدود  میلی

 ءالبته باید این نکته را در نظر داشت که این رقم جز

هاي کشت بافت به  ارقامی است که در برابر فرایند

دهد و به طبع  خوبی نتایج قایل توجهی را نشان نمی

توسط . باشد مقدار باززایی آن نیز کمتر از ارقام دیگر می

Naik (2011)  در محیط کشتMS  و در حضور

 100میزان  D-2,4گرم در لیتر  میلی 2پرولین درمقدار 

 Ambemohar 157 زایی در رقم درصد کالوس

حداکثر  حاضرکه در آزمایش  در حالی شد.گزارش 

%) در شرایط نبود پرولین و در حضور 98زایی ( کالوس

  . مشاهده شد D-2,4گرم در لیتر  میلی 5/2

  
  زایی آنها باززایی گیاهچه از کالوس و ریشه

هاي بدست آمده از بهترین ترکیبات هورمونی  کالوس

در رقم  D-2,4 گرم در لیترمیلی 5/2(

Ambemohar157  2,4گرم در لیتر میلی 4و-D  در

داراي یکنواختی، رنگ ظاهري که  Indrayani)رقم 

هت باززایی کرم و تراکم مطلوب بودند ج

از هر دو واریته انتخاب شدند.  ییها گیاهچه

 حاصل از بهترین تیمارهاي هورمونی،هاي  کالوس

گرم  میلی 01/0 حاويجامد  MSمحیط کشت  برروي

NAA  مقادیر متفاوتی از  به همراهدر لیترBAP 

گرم در لیتر جهت باززایی  میلی 5و  4، 3، 2، 1شامل 

 بالاترین درصد گیاهچه از کالوس قرار داده شدند.

گرم  میلی 2در  Ambemohar157باززایی براي رقم 

 3در  Indrayaniو براي رقم  BAPلیتر  در

) که 3(شکل  در لیتر مشاهده شد BAPگرم  میلی

توان به افزایش د باززایی را میالبته کاهش درص

2,4-D پس از زایی نسبت داد در هنگام کالوس .

ها  هاي سبز در بعضی از کالوس هفته لکه 3گذشت 

هاي سالم به محیط کشت  ظاهر شدند و کالوس

هفته به طول  10تا  باززاییمشابه منتقل شدند. روند 

هفته  3هر  عمل واکشت محیط باززاییانجامید و 

هاي سالم به  . در نهایت گیاهچهکرار شدتبار  یک

اي شیشهدروندر محیط  زایی دست آمده جهت ریشه

و  نتقال یافتندفاقد هورمون ا MS½به محیط کشت 

مناسب، جهت سازگار کردن آنها به زایی  پس از ریشه

هاي  شرایط گلخانه و مزرعه اقدام شد. از بین محرك

ارند و بیشترین کاربرد را د BAPو  Kin باززایی

فقط یکی از آنها در محیط کشت باززایی  معمولاً

 Nancy et al. (1991)گیرد. مورد استفاده قرار می

 2/0به همراه  BAPگرم در لیتر  میلی 5نیز با افزوده 

موفق به باززایی گیاهچه از  NAAگرم  میلی

شدند. هفتاد و  H124و  Fang 7هاي دو رقم  کالوس

 Hamid et al. (2003)یک درصد باززایی توسط 

 1در حضور  Basmati 370براي رقم ایندیکاي 

گزارش نمودند. در مطالعه  BAPگرم در لیتر  میلی

انجام دادند،  Kumar et al. (2005)دیگري که 

ترین مقدار  را مطلوب BAPگرم در لیتر  میلی 3میزان 
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به  IR72و  IR64رقم کم پاسخ جهت باززایی دو 

  مودند.گزارش نکالوس  باززایی

  
ها باززایی گیاهچهبر  BAPاثر مقادیر مختلف . 3شکل 

 )b( Indrayani) و رقم Ambemohar157  )aدر رقم 
و  ها مقدار میانگین از سه تکرار در غلظت مورد نظرستون * هر کدام از

اندازه بارهاي افقی روي هر ستون نشانگر خطاي استاندارد موجود است. 

دار بین  ر ستون نمایانگر اختلاف معنیحروف غیر مشابه بالاي ه

 باشد.میاي دانکن  بر اساس آزمون چند دامنه 05/0ها در سطح  غلظت

  

حضور پرولین در محیط کشت بر  بررسی تاثیر

  رولین آزاد کالوسپ

جهت بررسی میزان اثر پرولین موجود در محیط کشت 

هاي استحصال شده، مقدار  بر افزایش پرولین در کالوس

ترین  هاي رشد یافته درپر بازده آزاد کالوس پرولین

در رقم  D-2,4 گرم در لیتر میلی 5/2ترکیب هورمونی (

Ambemohar157  2,4 گرم در لیتر میلی 4و-D  در

هاي  بدون حضور پرولین و کالوس )Indrayani رقم

 500رشد یافته در همان مقدار هورمون به همراه 

دار پرولین گیري شد. مق گرم پرولین اندازه میلی

در رقم  هاي تازه در کالوس گیري شده اندازه

Ambemohar157 میکروگرم  8/33دهنده وجود  نشان

هاي رشد یافته در محیط  از کالوسپرولین در هر گرم 

در  ،که این مقدار در حالی این ماده بودکشت فاقد 

محیط کشت حاوي پرولین بیش  حاصل ازهاي  کالوس

کروگرم در هر گرم می 490برابر یعنی  14از 

گیري شده  . میزان پرولین اندازهبرداري شد یادداشت

در  محیط کشت فاقد پرولین حاصل ازهاي  براي کالوس

میکروگرم در هر گرم بود، در  Indrayani ،24رقم 

هاي رشد یافته در حضور پرولین  که در کالوسحالی

 میکروگرم در هر گرم) 305( برابر بیشتر 12حدود 

خارجی اضافه شده . افزایش مقدار پرولین دیدگزارش گر

بیش از منجر به افزایش  القاي کالوس، محیط کشتبه 

با  شد.ي حاصل ها در کالوس برابري این اسیدآمینه 10

عمل آمده، تاکنون مطالعه دقیقی در این مورد  بررسی به

صورت نگرفته است و اکثر مطالعات قبلی فقط به 

افزایش یا کاهش بررسی اثر حضور پرولین بر 

بوده است. در  2APزایی، باززایی و یا مقدار  کالوس

 250نیز با افزودن  Naik (2011)مطالعات قبلی، 

و  MSگرم در لیتر پرولین به محیط کشت مایع  میلی

ساعت در آن، افزایش  6ها به مدت  قرار دادن کالوس

چنین  را گزارش نمود. هم 2APدار  معنی

Romanczyk et al. (1995)  تاثیر حضور پرولین در

 Bacillusرا در  2APمحیط کشت بر افزایش 

cereus .با توجه به نتایج حاصله  به اثبات رسانده بودند

 افزایش و بررسی مطالعات گذشته به احتمال قوي

میزان پرولین ناشی از حضور آن در محیط کشت 

بعضی از یت لباعث افزایش فعا زایی یا باززایی کالوس

برنج در گیاه  2APموثر بر تولید  هاي ثانویه تمتابولی

بررسی عملکرد  تواند . این تاثیر ناخواسته میخواهند شد

در مطالعات انتقال ژن  و کارآیی دقیق ژن انتقال یافته

هنگام . دزسا با خطا مواجهرا براي افزایش عطر برنج 

رسیدن به  ،تولید گیاه تراریخت معمولاً وژن انتقال 

یا ایجاد یک مقاومت با تغییر  یی یک صفتافزایش کارآ
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این باید  بنابر .باشد می ساختار بیوشیمیایی در گیاه هدف

همیشه این نکته را در نظر داشت که تمام شرایط 

 )از کشت بافت تا بذردهی( انتقال ژن فرآیندمحیطی 

را در نتایج آزمایش بجا  اي توانند اثرات ناخواسته می

. با توجه به رواقعی را ارائه کنندو گاه نتایج غی بگذارند

تحقیقات انتقال ژن، اولین مرحله در بطور معمول اینکه 

باشد در تحقیق  مطالعات کشت بافت و تولید کالوس می

فاقد  MSجهت تولید کالوس از محیط کشت  حاضر

گزارش شده در  و اثرگذارترین اسیدآمینهترین  متداول

شد. با بررسی ، یعنی پرولین استفاده دیگر تحقیقات

نتایج مطالعات قبلی مشخص شد که افزایش مقدار 

2,4-D تواند اثر کمبود  میزایی  در محیط کشت کالوس

 پرولین را جبران کند و به علاوه به خاطر ماهیت

ایجاد تغییر بر بعضی از  اثر کمتري بر هورمونی آن

  خواهد داشت. 2APبه خصوص  هاي ثانویه متابولیت

یی و باززایی در شرایط فقدان زا مطالعه کالوس 

یابی رولین در سایر گیاهان زراعی و رداسید آمینه پ

هاي ثانویه وابسته به این اسید آمینه می  متابولیت

تواند به نتایج مثبتی در حذف اثرات ناخواسته پرولین 

و شناخت دقیق  در نتیجه نهایی تحقیقات انتقال ژن

هاي ثانویه  تهاي خارجی بر متابولی اثرات مستقیم ژن

 منجر شود.
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