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Abstract 

Tall fescue is an open pollinated cool season turf grass. Micropropagation 

and genetic transformation of monocot species have always experienced 

low genetic transformation efficiency. Therefore, evaluation of explant 

types and carbon source in media, likely through callus optimization 

would lead to the genetic transformation improvement which is the goal of 

this experiment. After surface sterilization of tall fescue seeds, different 
seed explants with or without embryo, have used to evaluate callus 

induction ability. Normal sugar, maltose and equal amount of sugar and 

maltose were also used as a different source of carbon in a completely 

randomized design with three replications. Finally, embryogenic calli, 

induced to produce shoots in MS media supplemented with 10 mg/L 2,4-D 

and 0.05 mg/L BA. The presence of embryo on explant is a necessity for 

callus induction. Explant without embryos which were cut differently 

failed to produce callus. The assessment of three carbon source during the 

course of multiplication under in vitro culture indicated that sucrose and 

maltose significantly improved total chlorophyll and carotenoid content in 

regenerated shoots while MS media with equal amount of both aforesaid 
carbon sources were not effective. The results gained in the present 

experiment indicated that embryo-contained cross section of seeds and 

using maltose was the best explant and the best carbon source for callus 

induction and shoot proliferation respectively.  
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 کشت بافت

 مالتوز

 

 چکیده

 چندساله است کهه دارای وخنک  فصل پوششی چمن ( یک(.Festuca arundinacea Schrebبلند  فستوکای

لپه مانند فستوکای بلند همواره با راندمان های تکباشد. ریزافزایی و انتقال ژن به گونهافشانی آزاد میگرده

نمونه بذری و منبع کربن به کار رفته در محیط کشت که پایینی همراه بوده است. بنابراین بررسی اثر نوع ریز

ولید پینه مناسب، برای انتقال ژن به این گیاه سودمند باشد از جملهه اههدا  سازی تتواند از طریق بهینهمی

ههای این پژوهش است. پس از گندزدایی سطحی بذر فستوکای بلند با الکل و کلراکس، انواع ریهز نمونهه

کشت شدند. همچنین استفاده  MSدر محیط  تولید پینهبذری دارای جنین و فاقد جنین برای ارزیابی قدرت 

نیز به عنوان منبع کربن در قالب یک طرح  معمولی ، مالتوز و نسبت برابری از مالتوز و شکرشکر معمولیاز 

های تکرار به عنوان تیمارهای منبع کربن مورد بررسی قرار گرفتند. در پایان، پینه 3آزمایشی کاملا تصادفی با 

مورد باززایی  BAلیتر  در گرممیلی 10/1 و D-2,4 لیتر در گرممیلی 11زای القاء شده روی محیط دارای جنین

نمونهه نمونه بذری به طور آشکار حاکی از ضرورت وجود جنین در ریزقرار گرفتند. نتایج بررسی نوع ریز

های فاقد جنین که به صورت طولی و عرضی برش خورده بودند قادر به القاء نمونهبرای القاء پینه دارد. ریز

دهد که مالتوز و شهکر ای نشان میمنبع کربن متفاوت در محیط کشت درون شیشه پینه نبودند. بررسی سه

داری معمولی به طور جداگانه میزان کلروفیل کل و کارتنوئید را در برگ گیاهان باززایی شده به طور معنی

بر اسها  بخشند در حالی که استفاده همزمان از شکر معمولی و مالتوز چنین اثری را نشان نداد. بهبود می

استفاده از روش برش عرضی بذر به همراه جنین در بذر فستوکای بلند و  نتایج بدست آمده از این آزمایش،

نمونه برای کشت بافت و بهترین استفاده از مالتوز تنها در محیط کشت بافت این گیاه به ترتیب بهترین ریز

 ن گیاه است. منبع کربن برای القاء تولید پینه و پرآوری شاخساره در ای
 

 سازینهیو منبع کربن در به یبذر نمونهزینوع ر یبررس (.1111) .دجوادیس ،زادهیموسو ؛ی، مصطفخوشحال سرمست؛ نیمت ،یدولت استناد:

 .۸2-11، (1) 6۸ ،یاهیگ یطیمح یولوژیزیف. ایشهیدرون ش طیبلند در شرا یفستوکا مناسب هاینهیپ دیتول
 

 لامی، واحد گرگانناشر: دانشگاه آزاد اس 
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 مقدمه

گونه گیهاهی را در خهود  1111تیره غلات بالغ بر  

عنوان پوشش آن به نوع  01بالغ بر که  جای داده است

 ,Turgeon) های گوناگونی دارندمناسب چمن کاربرد

-قابهلباریک برگ چندساله نقش غیهر گیاهان (.2008

ب بهرای عنوان یک پوشش مناسهانکاری در طبیعت به

حفظ خاک، حیات جهانوران خهاکزی، تولیهد علوفهه، 

تولید اکسهیژن و تلطیهر روح و روان انسهان دارنهد. 

 فسههههههتوکای بلنههههههد بهههههها نههههههام علمههههههی

Festuca arundinacea Schreb.ههای ، از جمله چمن

طهور  است که به دلیل مقاومت بالا به سرما و خشکی

 جنوب اروپا و ایالات متحده کشت و کهار گسترده در

در (. جالب است کهه Sarmast et al., 2015شود )می

ارزشهمند گونهه گیهاهی  ۸1بهالغ بهر  ،جنس فسهتوکا

این گونهه  .وجود داردکشاورزی  مناسب برای اهدا 

های گسترده به دلیل ریشه ،افشان هگزاپلوئیدآزاد گرده

، در مقایسه با دیگر ی آبو عمیق و توانایی تبخیر بالا

ه خوبی تنش خشکی را تحمل بهای فصل سرد،  گونه

متاسفانه نظر بهه اینکهه  .(Cross et al., 2013) کندمی

آب دنیها قهرار مایران از نظهر جررافیهایی در نقها  که

و با دانش بهه اینکهه کهه ارقهام ( FAO, 2018)رفته گ

دارای محهدودیت  ،مقاوم به خشهکی از لحهات تنهوع

آبی به های متحمل به کمبنابراین تولید چمن ،باشندمی

های دستکاری ژنتیکی اهمیت زیادی دارد وسیله روش

که خود مستلزم تهیه یک دسهتورالعمل مناسهب بهرای 

 .اسهتای شیشههباززایی بهینهه گیهاه در شهرایط درون

کنهون بهه کمهک ههای چمنهی تهاکشهت بافهت گونهه

از و اسهتفاده شهده اسهت های بهذری میسهر ریزنمونه

فق بهوده اسهت های دیگهر بهه تقریهب نهاموریزنمونه

(Dong and Qu, 2005; Hu et al., 2005.) 

هههای بریههده شههده در گزارشههی اسههتفاده از جنههین 

دارای  MSدر محیط  .Festuca rubra Lبذرهای بالغ 

ولی برای  ،ندتولید پینه نمود D-2,4گرم در لیتر میلی 0

گرم در لیتر از تنظیم کننده رشهد میلی 1/1 ،القاء جنین

2,4-D  آدنین لازم بودو بنزیل (Ha et al. 1992; Gao 

et al., 2008)نهوع  21ای دیگر که بر روی . در مطالعه

 1تولیهد پینهه در  ،متفاوت فستوکای بلنهد اناهام شهد

 ،گیاه باززاییالقاء شد و برای  D-2,4گرم در لیتر میلی

گرم در لیتر بنزیل آدنین لازم بود. میزان القاء میلی 0/2

صد مترییر بهود رد 1/01تا  1/1ها از پینه در گزارش آن

ها بهین و درصد میزان گیاهان باززایی شده از این پینه

(. تا حهد Wang and Gee, 2004درصد بود ) 22تا  2

بها ژنوتیهگ گیهاه در گیاه از پینه زیادی میزان باززایی 

ارتبا  است. همچنین برش طولی بذر فستوکای بلنهد 

منار به تولید  ،به دو قسمت مساوی به صورت طولی

 1/1دارای  MS کشهت ههایی شهد کهه در محهیطپینه

 گهرم در لیتهر بنزیهل آدنهین تولیهد گیهاه نمودنهد میلی

(Bai and Qu, 2001; Sarmast et al., 2018) . فقدان

ههای زیسهتی و های مناسب مقاوم بهه تهنشپلاسمژرم

زیستی در این گونه گیاهی از جمله دلایل اسهتفاده غیر

های ها برای تولید گونهتقال ژن در این گونهاز روش ان

 ,.Hosseini et al) مقهاوم بهه بیمهاری و آفهت اسهت

2019; Hu et al., 2021) .سازی کشت بافت گیاهنهیبه، 

انتخاب ریز نمونه  اولین گام در انتقال ژن پایدار است.

قهدرت ههای مناسهب و بها توان تولید پینههبا مناسب 

است.  زیادی اهمیتحائز  ریختیترا برای ،باززایی بالا

 روش تاثیر تحت تراریخته، هایسلول باززایی راندمان

 تفنه  با سلول تیمار یا باکتری با آلودگی)  ژن انتقال

 دیگهر و( بیوتیهکآنتی) گزینشگر عامل حضور ،(ژنی

 اضافی رشد کنترل برای استفاده مورد هایبیوتیکآنتی

 رانهدمان از جهدا. است کشت محیط در اگروباکتریوم

 نیهز تراریخت گیاهان تولید در باززایی روش باززایی،

بررسهی بنابراین هد  این تحقیق . است اهمیت حائز

نقش منابع کربن  همچنین نوع ریز نمونه بذری و تاثیر

چمهن بهاززایی  منظهوربههارزان قیمت در تولیهد پینهه 

 باشد.فستوکای بلند می
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 هامواد و روش

چمن Asterix هش بر روی رقم این پژو :واد گیاهیم

در  (Festuca arundinacea Schrebبلنهد ) فسهتوکای

و فضهای علهوم باغبهانی  گروهآزمایشگاه کشت بافت 

دانشگاه علوم کشاورزی و منهابع طبیعهی گرگهان سبز 

در اناههام شههد. بههذرها از شههرکت کشههاورزی آنلههاین 

  شهرستان گرگان خریداری شد.

 :د و آزمتون تترازولیتو آزمون جوانه زنی استتاندار

زنهی و قهوه نامیهه برای سناش اولیهه توانهایی جوانهه

آزمههون بههذرهای چمههن فسههتوکای بلنههد از دو روش 

سازی در محلول ورزنی و تست غوطهجوانه استاندارد

 ،زنیتترازولیوم استفاده شد. برای محاسبه درصد جوانه

عدد از بذرهای سهالم، درشهت و عهاری از  101ابتدا 

نه بیماری را  از منبع اصلی بذر جدا نموده و در هرگو

حهاوی  عدد بهذر(  01)هر پتری  سه پتری دیش تمیز

ی استریل قرار دادیم. سه میلی لیترآب مقطر فکاغذ صا

ها در شرایط ها افزوده شد و پتری دیشبه پتری دیش

داری شهدند. در آزمهایش دوم، روز نگه 10اتاق برای 

، با استفاده از اسهکالپل طولیبرش اناام پس از بذرها 

ور سهاعت غوطهه 2به مدت  %0در محلول تترازولیوم 

 شدند. 

اعمتال نمونته و ، تهیه ریت بذرها گندزدایی سطحی

زنهی بهذرها، پس از ارزیابی اولیه درصد جوانهه :تیمار

 مهدتبه درصد 01 سولفوریکاسید با هابذر تیمار اولیه

ایهن شد.  اناام فیهود دارای فشار من زیر در دقیقه 31

تیمار جهت نرم نمودن پوسته خارجی بذر اناام شهد. 

 یک به مدت سپس برای حذ  بقایای اسید روی بذر،

پهس از  ه شدند وقرار داد آب جاری زیر در روز شبانه

هها بهه زیهر نمونه ،با آب مقطرها مادد نمونهشستشو 

رای تیمار گندزدایی سطحی منتقهل بکشت بافت هود 

 01 اتهانول از اسهتفاده ابتهدا بهابهذرها ادامه در . شدند

 سهدیم تهیپوکلری سپس با ودقیقه  1به مدت  درصد

 دقیقهه 31گرم کلر فعال( بهه مهدت 0)حاوی  خالص

مرتبهه بها آب  6سپس بذرها گندزدایی سطحی شدند. 

بهه  پس از جدا نمودن پوسهته وآبکشی  استریلمقطر 

داده  بهرش ،زیهر بیناکولهار کمک پنس و اسهکالپل در

دو بهه شدند. تیمار برش بذر شامل برش کامهل بهذر 

برش کامل بذر بهه  بدون جنین، طولینیمه به صورت 

بدون جنهین، بهرش کامهل  عرضیدو نیمه به صورت 

بذر به دو نیمه به صورت طولی به همراه جنهین و در 

برش کامل بذر به دو نیمه به صهورت عرضهی  نهایت

محهیط  بهر روی  هها به همراه جنین بود. ریهز نمونهه

 ,MS (Murashige and Skoogکشههت اسههتاندارد 

 0در ایههن آزمههایش از غلظههت  کشههت شههدند.( 1962

گهرم  31و ها برای تمام نمونه D-2,4گرم در لیتر میلی

 استفاده شد. در لیتر شکر 

در ، و مشهاهده نتهایج پس از اناهام آزمهایش اول 

ر شههکماننههد ع کههربن متفههاوت نههاباز مدوم  یآزمایشهه

گرم در لیتهر( و  31مالتوز ) گرم در لیتر(، 31معمولی )

و شههکر )شههرکت سههیگما( نسههبت برابههری از مههالتوز 

گرم در لیتر( برای ارزیهابی اثهر  10معمولی )هر کدام 

در ایهن  منبع کربن در تولید پینه مرغوب استفاده شهد.

بهه ریز نمونه بذری که به صهورت طهولی  زآزمایش ا

شده بود به عنهوان ریهز نمونهه  برش دادههمراه جنین 

  استفاده شد.

 0کشهت از  ههایمحهیط یسازی تمهامبرای آماده 

اسهتفاده شهد.  MSمحیط کشت  پایه استاندارد محلول

بر اسا  منبهع نیتهروژن، عناصهر  پایههای این محلول

مههاکرو، میکههرو و آهههن بههرای جلههوگیری از رسههوب 

یر شوند و در زمان تهیه محیط کشت مقهادتفکیک می

های پایه برداشت شده مشخصی از هر کدام از محلول

 ههایمحیط در چمن بذرهایشود. و با هم مخلو  می

 گهرم در لیتهرمیلهی 11تها  0های غلظت حاوی کشت

2,4-D  با منبع کهربن متفهاوت بهرای القهاء پینهه قهرار

  ، برای باززایی گیاه از پینهه از ترکیهبادامهگرفت. در 

گهرم در لیتهر میلهی 0 و BA از رگرم در لیتمیلی 10/1
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2,4-D اسهتفاده شههد (Zhou et al., 2016 .) پههس از

ها بها تمام محیط pHاضافه کردن منبع کربن مشخص، 

از  پیش ۸/0نرمال روی  HCl 1/1و  NaOHاستفاده از 

 0/1و فشهار  گهرادانتیسدرجه  121اتوکلاو در دمای 

در هها متر مربع تنظهیم شهد. کشهتکیلوگرم بر سانتی

در  مناسهب و شهدت نهور گرادسانتیدرجه  20دمای 

سههاعت تههاریکی  ۸سههاعت روشههنایی و  16شههرایط 

 نگهداری شدند.

 و زمهانی کهه دوم هفته پس از شهروع آزمهایش ۸ 

میهزان  ها تولید شدند،از پینه های باززایی شدهگیاهک

 Hiscoxبا استفاده از روش برگ کلروفیل و کارتنوئید 

(Hiscox, 1979 )گیههری شههد. بههدین منظههور دازهانهه

 0گرم از برگ تازه و بالغ فسهتوکای بلنهد در میلی0/1

ور شد غوطه (DMSO) سولفواکسایدمتیللیتر دیمیلی

درجههه  01سههاعت در آون بهها دمههای  1مههدت  و بههه

گراد قرار گرفت. سپس جهذب نهوری کلرفیهل سانتی

 610و  663هههای مههو های برگههی در طههول عصههاره

 1۸1ناش کاروتنوئیههد در طههول مههو  نههانومتر و سهه

دسهت آمهده گیری اعداد بهنانومتر قرائت شد و با قرار

و کاروتنوئیهد  زیر، محتوای نسبی کلروفیهل در فرمول

 بلند محاسبه شد.برگ فستوکای

 (1رابطه )
CLTotal (mg/g FW) = 20.2 (A645) – 8.02 

(A663) × (V/1000 W)                  
   (2رابطه )

Chl a (mg/g FW) = 12.7 (A663) – 2.69 (A645) 

× (V/1000 W)                         
 (3ابطه )ر

Chl b (mg/g FW) = 22.9 (A645) – 4.68 (A663) 

× (V/1000 W)                        
  (1)رابطه 

Carotenoid (mg/g FW) = 7.6 (A470) – 1.49 

(A510) × (V/1000 W)                   
 

 V:بیانگر جذب طول مو  ویژه، A:در این رابطه،  

 است. تر بافتوزن W:حام نهایی حلال مصرفی، 

 

کهش و تهرازوی بهه کمهک خهطها درصد و وزن پینه

از لحات کیفهی رنه  و فهرم گیری شد. حسا  اندازه

منهابع محیط کشت دارای های تولید شده در روی پینه

وری شاخساره نیز کربن ارزیابی شد. میزان پرآمختلر 

کربن نیز مورد بررسهی مختلر در محیط دارای منابع 

 قرار گرفت. 

 

 هاتج یه و تحلیل داده

این آزمایش در قالب طرح کامل تصهادفی بها سهه  

های تولید تکرار اناام شد. در آزمایش اول درصد پینه

شده با توجه به نوع ریز نمونه استفاده شده مشهخص 

وزن تهر،  به اثر منبهع کهربن شد. در آزمایشات مربو 

، a ،bقطههر و رنهه  پینههه همچنههین میههزان کلروفیههل 

ههای کلروفیل کل، کارتنوئید، تعداد و طول شاخسهاره

مورد بررسی قهرار گرفهت. نتهایج بها نیز  باززایی شده

تازیهه و مقایسهه میهانگین بها  Rافهزار استفاده از نرم

 اناام شد.  LSDاستفاده از آزمون 

 

 نتایج 

ج آزمون تترازولیوم به طور آشکار در گام اول، نتای 

محل و سلامت جنین و توانایی رشد و بقهاء آن را بها 

(. 1گیری زود هنگهام جنهین تاییهد کهرد )شهکل رن 

زنی همچنین جهت تایید بیشتر، آزمون استاندارد جوانه

در بهود.  %12نشان داد که  قوه نامیه بذر هها بهیش از 

های اولیهه اسهتفاده شهده بهرای ونهراستای ارزیابی اولیه نم

، گندزدایی سطحی و اسهتقرار در مرحلهه اول ریهز افزایهی

ههای بهذری آگاهی از زنده بهودن درصهد بالهایی از نمونهه

 اهمیت بالایی در مراحل باززایی خواههد داشهت، بنهابراین

زنهی در شهرایط اسهتاندارد آزمهون اسهتاندارد جوانهه اناام

ن هیستوشهیمیایی تترازولیهوم آزمایشگاهی به همهراه آزمهو

برای اطمینان از وجود قهوه نامیهه قابهل قبهول در بهذرهای 

 رسد.ضروری به نظر میفستوکای بلند 
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هها در کشت بهذر: Cتترازولیوم.  تیمار باترییر رن  جنین به رن  قرمز پس از  :Asterix B: بذر فستوکای بلند رقم A :1شکل 

 گراد.درجه سانتی 20روز در دمای  10ه پس از چریشه چه و ساقه  : جوانه زنی و تولیدDپتری دیش 
 

 
برش عرضهی  :C: برش طولی با جنین B: برش عرضی با جنین Aهای متفاوت استفاده شده در این آزمایش. ریز نمونه :2شکل 

ریز نمونه حاصل از : B. Gنه ریز نمو: پینه حاصل از A، Fریز نمونه : پینه حاصل از E: برش طولی بدون جنین. Dون جنین دب

C و بدون ترییر H : ریز نمونه حاصل ازD و بدون ترییر .Iهای مختلر کشهت شهده در محهیط : ریز نمونهMS J پاسهخ ریهز :

 روز.  21پس از  MSهای مختلر کشت شده در محیط نمونه

 

بررسهی  اثر نوع ری  نمونه بذری در بتاززایی یینته:

های متفهاوت تهیهه نمونهزنتایج این تحقیق بر روی ری

(، بهه روشهنی نشهان داد کهه ریهز 2شده از بذر )شکل

(، قدرت تولید Hو  G، 2های فاقد جنین )شکل نمونه
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ههای بهذری پینه و باززایی در مقایسهه بها ریهز نمونهه

( دارای جنههین )بههرش طههولی دارای Fو  E، 2)شههکل 

)جهدول  جنین و برش عرضی دارای جنین( را ندارند

ههای دارای ن توجه به نوع برش، ریهز نمونهه(.  بدو1

جنین ههم توانهایی تولیهد پینهه و ههم توانهایی تولیهد 

چه را دارا هستند. از آناا که نهوع و انهدازه ریهز ساقه

نمونه، سهم بالایی در پاسخ آنها به شرایط کشت بافت 

و در ادامه باززایی آنها خواهد داشهت لهذا بهه همهین 

ز نمونه تهیه شهده از بهذر منظور چهار نوع متفاوت ری

فستوکای بلند در محیط کشت موراشهی  و اسهکوگ 

( مورد بررسی قرار گرفت که نتایج حاصله نیز 1162)

 تایید کننده این مطلب بود. 

 دادنشان  2سازی نتایج بدست آمده در شکل کمی 

 بودندهای دارای جنین قادر به تولید پینه که ریز نمونه

طور عرضهی نه دارای جنین که بهن دو ریز نموو از میا

دارای جنین  هاینمونه، ریزبودند و طولی برش خورده

از نظر اندازه  بودندکه به صورت عرضی برش خورده 

 .(1)جدول  داشتند میانگین بالاتریپینه 
 

 های مختلر بذری در سه محیط کشت مختلرازه پینه تولید شده در ریز نمونهاند :1جدول 

 تیمار
لی به همرا برش طو

 (مترمیلی) جنین

برش عرضی بذر به 

 (مترمیلی) همراه جنین

 بدون بذر طولی برش

 (مترمیلی) جنین

 بدون بذر عرضی برش

 (مترمیلی) جنین

 a16/1 c63/1 1 1 مالتوز

 a03/1 a2/1 1 1 شکر و مالتوز

 a1/1 b13/1 1 1 شکر

 1 1 00/1 16/1 میانگین کل

 .ندارند LSD آزمون از استفاده اب >10/1P سطح در دار یمعن تفاوت رکمشت حرو  یدارا یهاونتس

 

تازیهه  کیفیت و درصتد یینته: اثر منبع کربن روی

ها نشان داد که درصد تولید پینهه و قطهر واریانس داده

پینه تحهت تهاثیر منبهع کهربن محهیط قهرار گرفهت و 

همچنین خصوصیات کیفی پینه مانند سفتی پینه، رن  

ای شهدن نیهز متهاثر از منبهع کهربن بهود هزرد و شیش

 (.2)جدول 
 

 کربن متفاوت منابعمحیط کشت حاوی جدول تازیه واریانس مربو  به صفات کمی و کیفی پینه رشد یافته در : 2جدول 

 df 
 میانگین مربعات

 ای شدنشیشه نرمی فشردگی قهوه ای سفید زرد (cmقطر پینه ) پینه )%(

 ns130/1 ns111/1 ***133/1 ns136/1 ***131/1 1361/1*** 116/1** 61/210*** 2 تیمار

 116/1 1111/1 1111۸/1 11/1 111/1 1112/1 1103/1 02/3 12 خطا

CV  21/6 2۸/11 60/11 3/11 6/03 12/13 ۸/1۸ 01/10 

 .نددهمی نشان را داریمعنی عدم و 10/1، 11/1، 111/1 سطح در داریمعنی ترتیببه ns و* ، **،***

 

کهه محهیط دارای  دادها نشان مقایسه میانگین داده 

هها را مالتوز به تنهایی درصد القاء پینه در ریهز نمونهه

تواند ( که تا حدی این عامل می1جدول ) داد افزایش

سلول  یمربو  به نقش این منبع کربن در تنظیم اسمز

بیانگر این است که  حاصل از این آزمایشباشد. نتایج 

ههای سهفت تهر و زرد رنه  رای مالتوز، پینهمحیط دا

کند که های دیگر تولید میبیشتری در مقایسه با محیط

برای انتقال ژن نیهز ایهن محهیط قابهل توصهیه اسهت 

(. با وجهود اینکهه محهیط دارای مهالتوز بهه 3)جدول 

تنهایی با محیط دارای مالتوز و شکر معمولی به طهور 
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ه اختلهها  همزمههان از نظههر تعههداد و طههول شاخسههار

امها محهیط دارای ( 0)جهدول داری نداشته است معنی

های زرد متراکم و با قابلیت باززایی بالاتری مالتوز، پینه

ههای دیگهر قابهل کند که بیشهتر از محهیطرا تولید می

 توصیه خواهد بود.

 

 وتجدول مقایسه میانگین مربو  به صفات کیفی پینه رشد یافته در منابع کربن متفا :3جدول 

 ایشیشه نرم فشرده ایقهوه سفید زرد تیمار

 a110/1±31/1 b110/1±12/1 a103/1±21/1 a121/1±31/1 a110/1±12/1 b103/1±23/1 مالتوز

 b130/1±16/1 a131/1±61/1 a11/1±21/1 b121/1±1۸/1 a131/1±61/1 b 11/1±21/1 مالتوز و شکر معمولی

 b112/1±11/1 ab16/1±01/1 a 1۸/1±20/1 b112/1±11/1 a 16/1±01/1 a 1۸/1±30/1 شکر معمولی

 .دهندمی نشان را داریمعنی عدم و 10/1،  11/1، 111/1سطح در داریمعنی رتیبتبه ns و* ، **،***

 

 ،(1مقایسهه میهانگین )جهدول جهدول  بر اسها  

 تهاثیرداری به شهکل معنهیتر پینه بر روی وزن مالتوز

در ایهن محهیط نوئیهد کارت میزانهمچنین و  گذار بوده

دیگر  هایکشت بیشتر از محیطداری معنی به شکلنیز 

،  aبهر روی کلروفیهل محهیط دارای مهالتوز ولی  .بود

 نداشتداری تاثیر معنیپینه و کلروفیل کل  bکلروفیل 

 (نشان داده نشده استها داده)

 

 کربنمتفاوت  محیط کشت دارای منابع رد یافته رشد پینه کمی صفات به مربو  میانگین مقایسه جدول :4 جدول

 .ندارند LSD آزمون از استفاده اب >10/1P سطح در دار یمعن تفاوت مشترک حرو  یاراد یهاونتس

 

مربهو   گرم( 101/1ترین میزان وزن تر پینه )بیش 

گهرم(  110/1تهرین میهزان آن )به تیمهار مهالتوز و کم

مربو  به تیمار شکر معمولی بهود کهه البتهه از لحهات 

آمههاری بهها تیمههار مههالتوز و شههکر معمههولی اختلهها  

هها چنین نتایج مقایسهه میانگینداری نداشت. هممعنی

گرم میلی 11/0ترین میزان کارتنوئید )بیشکه نشان داد 

تهرین ر( مربو  بهه تیمهار مهالتوز و کمدر گرم وزن ت

میههزان آن )صههفر( مربههو  بههه تیمههار مههالتوز و شههکر 

 معمولی بود.

اثر منبع کربن در تغییر می ان کلروفیل و کارتنوئیتد 

نتهایج  :های باززایی شده فستتوکای بلنتدشاخساره

ای بررسی اثر سه منبع کهربن در کشهت درون شیشهه

، aست کهه کلروفیهل فستوکای بلند نشان دهنده این ا

های بهاززایی کلروفیل کل و میزان کارتنوئید شاخساره

در  بکهار رفتههکهربن نوع منبهع شده فستوکای بلند از 

 (. 0د )جدول نبودمحیط کشت متاثر 

 

 گرم در گرم وزن تر(کارتنوئید )میلی وزن تر  پینه )گرم( (سانتی مترقطر پینه ) درصد القاء پینه تیمار

 مالتوز

 مالتوز و شکر معمولی

 شکر معمولی

 a11 

 b26 

 b26 

a06/1 
a6/1 
b1/1 

a 101/1 
b 11۸/1 
b 110 /1 

a 11/0 
c 1 

b 31/2 



 ...و منبع کربن یبذر نمونهزینوع ر یبررس                       ۶۸-۴4: صفحات/ 0410 زمستان ، ۸۶سال هفدهم، شماره  ،یاهیگ یطیمح یولوژیزیف

89 

 MSهای باززایی شده فستوکای بلند در محهیط کشهت های فیزیولوژیک بدست آمده از شاخسارهدادهتازیه واریانس  :5جدول 

 کربن.متفاوت اوی منابع ح

راتمنابع تریی  df 

 میانگین مربعات

 bکلروفیل  aکلروفیل 
 فیلکلرونسبت

a/b 

 کلروفیل

 کل
 کارتنویید

تعداد 

 شاخساره

طول 

 شاخساره

10۸/21 2 تیمار ** 1/00ns 3/12ns 61/10۸ * 01601۸** 1/1113ns 1/13ns 

31/1 1 خطا  22/1  2۸/10  00/21  30113 1111/1 ۸۸/1  

CV  30/1  06/20  36/20  3۸/11  03/۸ 10/21  16/10  

 .دهندمی نشان را داریمعنی عدم و 10/1،  11/1، 111/1 سطح در داریمعنی ترتیببه ns و* ، **

 

دههد ( نشان مهی6جدول مقایسه میانگین )جدول  

که محیط حاوی مالتوز به همراه شکر معمولی از نظهر 

داری شهکل معنهی میزان کلروفیل و کارتنوئید برگ به

شهکر و محیط حهاوی کمتر از محیط حاوی مالتوز و 

هر چند که بررسهی طهول و تعهداد  .باشندمی معمولی

های تولید شهده در ایهن سهه محهیط کشهت شاخساره

دههد )جهدول داری با یکدیگر نشان نمیتفاوت معنی

( امهها وجههود مقههادیر مناسههبی از کلروفیههل و حتههی 6

کیب موثر در کهاهش تهنش کارتنوئید به عنوان یک تر

در محیط کشت های کشت بافتی وارد شده به گیاهک

گیاههان بهه ویهژه در مرحلهه سهازگاری دارای مالتوز 

 .باشدحائز اهمیت تواند میکشت بافتی 

 

 های فتوسنتزی در محیط دارای سه منبع کربن متفاوتهای مرتبط با رنگیزهمقادیر برخی از عامل :6جدول 

 تیمار
 a کلروفیل

-mg Chl g
f.w1 

 bکلروفیل 
f.w1-mg Chl g 

 a/b کلروفیل

f.w1-mg Chl g 

 کلروفیل کل

f.w1-mg Chl g 
 کارتنوئید

f.w1-µg Chl g  

 a00 /1± 3/2۸ a 1/3 ± 3/10 a 33/1 ± 1/1 a ۸/1 ± 6/13 a 1/106 ± ۸/2112 مالتوز

 b 00/1± 21 a 1/1 ± 3/16 a 11/1 ± 11/1 b 16/1 ± 00/32 b 6/01 ± 1/1021 معمولیشکر  +مالتوز

 a ۸1/1 ± 21 a 1/0 ± 3/11 a 02/1 ± 2/2 a 12/6 ± 3/13 a 6/206 ± ۸/2030 شکر معمولی

 .ندارند LSD آزمون از استفاده اب >10/1P سطح در دار یمعن تفاوت مشترک حرو  یدارا یهاونتس

 

 باززایی شده از پینه فستوکای بلند تعداد و طول شاخساره های  کربن بر رویمنبع اثر نوع   :7جدول 

 )سانتی متر( طول شاخساره تعداد شاخساره تیمار

 a 10/1±22/1 a 16/1 ± 21/۸ مالتوز

 a 3/1 ±21/1 a 1۸/1 ± 11/۸ معمولی شکر +مالتوز

 b 11/1 ± 11/1 a 11/1 ± 02/۸ شکر معمولی

 .ندارند LSD آزمون از استفاده اب >P 10/1 سطح در دار معنی تفاوت مشترک حرو  دارای های ونتس

 

 بحث

یکی از کلیدی ترین عوامل موفقیت در انتقهال ژن  

ههای گیهاهی، با واسطه گهری اگروبهاکتریوم در گونهه

سهازی تهوان بهاززایی در ریهز نمونهه مناسهب و بهینه

سازی شرایط کشت است. نظهر بهه پهایین بهودن بهینه

فنهون راندمان بهاززایی گیاههان تراریخهت در تمهامی 

بالا بردن راندمان باززایی گیاهان  ،ن در گیاهانژتقال نا

اهمیهت اسهت.  ئزای بسهیار حهاشیشهر شرایط دروند

بهرگ ماننهد باریهک ههای ای گونهشیشهباززایی درون

ها به طور عمهده بهه وسهیله ریهز نمونهه بهذری چمن
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های اناام شهده در گیرد. در تمامی بررسیصورت می

ههای چمهن و انتقال ژن در گونهرابطه با کشت بافت 

به ویژه فستوکای بلند، از ریز نمونه بذر برای القاء پینه 

 ,Wu et al., 2005; Dong and Quاستفاده شده است )

2005; Hu et al., 2005.) 

امهل در مقایسهه بها استفاده از ریهز نمونهه بهذر ک 

انهد، بهه طور طولی برش داده داده شهدهبذرهایی که به

 Sarmast etت تولید پینه کمتهری دارنهد )مراتب قدر

al., 2018 اما نقش جنین در رابطه با القهاء و میهزان .)

ههای بررسهی تولید پینه پیشتر گهزارش نشهده اسهت.

های سفت و پیشین اناام شده بیانگر این است که پینه

زرد رن  در بیشتر موارد از قهدرت بهاززایی بالهاتری 

انهد. ایهن رخهوردارههای سهفید و نهرم بنسبت به پینه

نمونهه بهرای موضوع به ویژه در انتخاب بهتهرین ریهز

همکشتی با اگروباکتریوم در فرایند انتقال ژن اهمیهت 

نظر به اینکه برای انتقهال ژن بهه پینهه فسهتوکای دارد. 

باشهد زا مهیههای فشهرده جنهینبلند، نیاز به القاء پینه

(Morris et al., 2017 بنههابراین اسههتفاده از ،) ریههز

های دارای جنین که بهه صهورت عرضهی بهرش نمونه

ههای قهادر اند منار به تولید بیشترین ریز نمونهخورده

حاصل از این آزمهایش به تولید پینه خواهد شد. نتایج 

های فاقد جنهین )بهرش بیانگر این است که ریز نمونه

طههولی و عرضههی( از قابلیههت تولیههد پینههه برخههوردار 

ه به طور مستقیم و بدون برش باشند و بذرهایی کنمی

شوند بهه دارای هورمون کشت می MSدر روی محیط 

شوند و از قابلیهت تولیهد سرعت جوانه زده و سبز می

پینه بالایی برخوردار نیسهتند. از طرفهی بهرش طهولی 

که دارای جنهین باشهد بها دشهواری زیهادی  بذرهایی

همراه است و نتایج غیر قابل تکراری در درصد تولیهد 

جسهتاو در منهابع  آیهد.های جنین زا بوجود مهینهپی

ههای بهذری نشان دهنده این است کهه از ریهز نمونهه

مختلفی در کشت بافت استفاده شده است. بهه عنهوان 

( و نابهالغ کامهل، Lee et al., 2012مثال بذرهای بالغ )

های بدون پوسته کهه تنهها بهه طهور طهولی بهرش بذر

ههای جهدا ( و جنینSarmast et al., 2018اند )خورده

ههای ( از جملهه ریهز نمونههGao et al., 2008شهده )

استفاده شده در کشت بافت و انتقال ژن به فسهتوکای 

اند. به هر حال گزارش جامعی که انواع ایهن بلند بوده

ها را در یک آزمایش ثابت مقایسه نمهوده و ریز نمونه

ههای مورد بررسی قرار دهد موجود نیست. در بررسی

افزایی و انتقال ژن به فسهتوکای یشین در رابطه با ریزپ

های بالغ بذری که به صهورت طهولی نمونهبلند از ریز

 انههههد اسههههتفاده شههههده اسههههت بههههرش خههههورده

(Bai and Qu., 2001 امها از آناهایی کهه در زمهان ،)

اناام برش طولی، احتمال برش دقیقی که بذر را به دو 

ای جنهین باشهد قسمت مساوی تقسیم نماید و هم دار

دشوار و غیر محتمل است، بنابراین بهر اسها  نتهایج 

های بهرش حاصل از این تحقیق، استفاده از ریز نمونه

باشهند خورده به صورت عرضی که دارای جنهین مهی

 شود. توصیه می

یکی از دلایل احتمالی نقش جنین در بهبهود القهاء  

در تواند مربو  به نقش کلیدی باشد که جنین پینه می

های گیاهی و انتقال آن به لایه آلورن در تولید هورمون

(. از جمله Hartmann et al., 2011ها دارد )ایتک لپه

ها که در زمان جذب آب بهه وسهیله بهذر این هورمون

شود، اسید جیبرلیهک اسهت. به میزان زیادی تولید می

ههایی کهه بهه کنندهاین هورمون با برهمکنش با تنظیم

شوند، در القاء به محیط کشت اضافه می طور مصنوعی

ههای نماید. به طور حتم نمونهتولید پینه موثر عمل می

تههری فاقههد جنههین از قههدرت تولیههد هورمههون پههایین

کمتری برای جهذب  قدرت جذببرخوردار بوده و از 

طهور تههوام وکروز برخهوردار خواهنههد بهود کهه بهههسه

رار دههد. تواند توانایی تولید پینه را تحهت تهاثیر قهمی

متاسفانه دانش ما در رابطه با نقش جنین در القاء تولید 

پینه و چگونگی آن ناقص است. فهم این مهم مستلزم 
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های جیبرلیک اسهید و سهایتوکنین استفاده از بازدارنده

 باشد که خود نیازمند تحقیقی مستقل است.  می

ترکیبههات موجههود در محههیط کشههت بههه شههدت  

 دهنهدت تهاثیر قهرار مهیموفقیت کشت بافهت را تحه

(Yaseen et al., 2013 در این میان وجود کهربن در .)

کشهت بهافتی، بهه مورد استفاده در شرایط های محیط

ها، بسیار حیاتی اسهت. دلیل هترترو  بودن ریز نمونه

هترتروفههی نتیاههه فعالیههت فتوسههنتزی پههایین ریههز 

های استفاده شده در شروع کشت است. وجهود نمونه

ای روی کربن تا قسمتی مربو  به اثر ترذیهه این منبع

رشد و مورفوژنز و قسمتی مربو  به اثهر اسهمزی آن 

است که تقسیم سلولی و تا حدی مورفوژنز سهلول را 

نماید. کربن نقش اجتناب ناپذیری در ساخت متاثر می

های درشهت سهلولی و بسهیاری از بسیاری از مولکول

ان بسهیاری از های نموی سهلول دارد. حتهی بیهفرایند

طور مستقیم تحهت تهاثیر میهزان منبهع کهربن ها بهژن

سلول است. بنابراین وجهود کربوهیهدرات در محهیط 

کشت بافت برای گیاه ضروری است اما میزان و نهوع 

 Thomson andآن بسته به گونه گیاهی متفاوت است )

Thrpe, 1987; Yaseen et al., 2013 اگرچهه کهه .)

بهه عنهوان رکهاربرد بهوده و سوکروز در دسهتر  و پ

ترین قند قابل انتقال در سیستم آونهدی گیاههان اصلی

مطرح است اما همیشه بهترین منبهع کربوهیهدرات در 

(. برخهی از Blanc et al., 1999کشت بافت نیسهت )

منههابع دیگرکههربن قابههل اسههتفاده بههرای گیههاه شههامل 

مونوساکاریدهای هگزوز )گلوکز، فروکتوز، گالاکتوز و 

ههها )آرابینههوز، ریبههوز و زایلههوز(، نوز(، پنتههوزمهها

ها )مالتوز، لاکتوز، سلوبیوز و تریههالوز( و ساکاریددی

 باشهههند مهههی هههها )رافینهههوز (تهههری سهههاکارید

(George et al., 2008بررسی .) های زیادی اثهر بهارز

منبع کربوهیدرات روی رشهد و مورفهوژنز گیاههان را 

بیتول روی نمهو آشکار نموده است. بهرای مثهال سهور

شاخساره گیاههان تیهره گهل رز اثهر چشهمگیری دارد 

(Ahmad et al., 2007 در بههاززایی بسههیاری از .)

های گیلا  و گلابی، سوربیتول، گلوکز و فروکتوز پایه

 ,.Ruzic´ et alکند )به مراتب بهتر از سوکروز عمل می

و  %3های گیاهی، سهوکروز  (. در برخی از گونه2008

بهرای نمهو  %2های دارویی، سهوکروز  گونهدر برخی 

( 2112و همکهاران ) Hazarikaشاخساره بهتر بودند. 

گزارش نمودند که بهین افهزودن سهوکروز در محهیط 

های احیهایی کشت و محتوای کلروفیل، نشاسته و قند

 %1تها  2بها غلظهت  ارتبا  وجود دارد. شکر معمولی

آل اسهت. ههای گیاهی ایدبرای ریز افزایی بیشتر گونه

نیشهکر بهرای  %11تها  0برخی از محققین از عصهاره 

 Buah etای موز استفاده نمودنهد )کشت درون شیشه

al., 2011 در گزارش .)Rahman ( 2111و همکاران ،)

از مقایسه سه منبع کربن سوکروز، گلوکز و مالتوز بهه 

این نتیاه رسیدند که برای پرآوری، مالتوز از دو منبهع  

ای سهیب زمینهی در بهاززایی درون شیشههکربن  دیگر

کند. حتی مالتوز در مقایسه بها سهوکروز بهتر عمل می

 در کشت پهرچم گوجهه فرنگهی مهوثرتر عمهل نمهود

(Batty and Dunwell, 1989)  که نتایج آنها همراسهتا

د محهیط دارای دانشان با نتایج مطالعه حاضر است که 

بیشهتری  های به مراتهبمالتوز تعداد و طول شاخساره

نمایهد. نسبت به محیط دارای شکر معمولی تولید مهی

اثهر مثبهت اسهتفاده از مهالتوز در فرآینهد انتقههال ژن و 

باززایی، تا حد زیادی مربو  به اثر اسمزی ایهن منبهع 

 Patel et) حال باززایی استهای درروی پینهکربن بر 

al., 2013) .ههای مشخص شده است که مالتوز مسهیر

نظهر بهه  کنهد.را فعال مهی ABAمشترک با  متابولیکی

اینکه استفاده همزمان دو نوع کربوهیدرات در محهیط 

کشت به اندازه استفاده جداگانه انها موثر عمهل نکهرد 

تواند دلایلی متفاوتی از جمله نقش متفهاوتی باشهد می

-که این منابع کربن در تمایز آوندی دارند یا حتی می

می متابولیسم آنها یا حتهی تواند مربو  به تفاوت آنزی

مربههو  بههه محتههوای درونههی قنههد احیههاء )گلههوکز و 

هههای کشههت شههده و یهها حتههی فروکتههوز( در بافههت
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حساسیت متفاوتی باشد که بافت ها در زمان شکستن 

 (. Yaseen et al., 2013) آن قند با آن مواجه می شوند

 

 گیری نهایینتیجه
ت بافت نمونه و منبع کربن در کشبررسی نوع ریز 

و انتقههال ژن در گیاهههان اهمیههت زیههادی دارد. نتههایج 

نشان از ضرورت وجهود آزمایش حاضر ارزیابی اولیه 

برای القهاء پینهه  های فستوکای بلندنمونهجنین در ریز

. استفاده همزمان از شکر معمولی و مهالتوز بهه اشتد

تری در رابطه بها مقهدار کلروفیهل مراتب نتایج ضعیر

بیهانگر ایهن  این آزمایشنتایج . شتد داکل و کارتنوئی

تهر و زرد ههای سهفتکه محیط دارای مالتوز، پینه بود

کرد رن  بیشتری در مقایسه با محیط های دیگر تولید 

 در محهیطنیهز های بالاتری درصد القاء پینه و همچنین

حاوی این منبع کربن در مقایسه با سایر منهابع کهربن 

ان تولیهد شاخسهاره و و میهز مشاهده شد مورد مطالعه

کلروفیل کل و کارتنوئید بالاتری در گیاهان رشد یافته 

در مامهوع  دشهدر محیط دارای این منبع کربن دیده 

نتایج حاصله از این آزمایش نشان داد کهه اسهتفاده از 

ههای بهذری بهرش خهورده دارای جنهین و نمونههریز

دارای منبع کهربن مهالتوز  MSاستفاده از محیط کشت 

ههای های مناسب و باززایی شاخسهارهی تولید پینهبرا

فستوکای بلند بهتر بود، لذا در مطالعات آتی انتقال ژن 

در این گیاه، به منظورتولید پینه و باززایی گیهاه از آن، 

استفاده از این ریزنمونه و مالتوز به عنوان منبهع کهربن 

 پیشنهاد می شود.
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