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  بر كالوس زايي و باززايي دو ژنوتيپ اسفناج از ريز نمونه برگ D-2,4تاثير كينتين وسطوح مختلف هورمون 
  )1( رسميه حميد ،)3( ، محمدرضا عبداللهي)2( ، حميد رجبي معماري)2( ، داريوش نباتي احمدي)1( زاده مونا خياط

 -3، استاديار گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه شهيد چمران اهواز -2اهواز، دانشجوي كارشناسي ارشد اصلاح نباتات دانشگاه شهيد چمران  -1
  استاديار گروه اصلاح نباتات دانشگاه بوعلي سينا همدان

اسفناج به دليل دارا بودن بيشترين تعداد كلروپلاست و همچنين بيشترين تعداد ژنوم در يك كلروپلاست، به عنوان گيـاه مـدل   
. ه مهندسي كلروپلاست قلمداد مي گردد، لذا باززايي اين گياه با مناسب ترين درصد مورد نياز مـي باشـد  در مطالعات مربوط ب

گـرم در   ميلي 1و  5/0، 1/0در سه غلظت  D-2,4در اين پژوهش به منظور بهينه سازي باززايي از ريز نمونه برگ، از هورمون 
ايـن آزمـايش   . استفاده شد Oraiو  Viroflayو همچنين از دو رقم  Kinetinميلي گرم در ليتر هورمون  2ليتر در تركيب با 

نتـايج نشـان داد كـه بيشـترين     . تكرار، مورد تجزيه و تحليل قرار گرفـت  5به صورت فاكتوريل بر پايه طرح كاملا تصادفي با 
صورت گرفت، كه بعد ميلي گرم در ليتر  5/0با غلظت  D-2,4انگيزش كالوس از ريزنمونه برگ هر دو رقم، در محيط حاوي 

ميلي گرم در ليتر، از كالوس هاي  1و  2،  01/0با غلظت هاي به ترتيب  GA3و  D ،Kinetin-2,4از انتقال به محيط حاوي 
  . ، باززايي حاصل شدD-2,4گرم در ليتر  ميلي 5/0و  1/0در محيط حاوي  Oraiآمده از رقم  دست به

  ).(Kinetin، كينتين D_2,4 ، باززايي، كالوس،).Spinacia oleracea L(اسفناج  :كلمات كليدي
  :مقدمه

بوده و يك گونه ي گياهي است  Chenopodiaceaمتعلق به خانواده ي  ،.Spinacia Oleracea L اسفناج با نام علمي 
يي بالايي اين گياه همچنين داراي ارزش غذا. دارد... كه نقش مهمي در توليد تجاري، مطالعات علمي در زمينه كلروپلاست و 

يكي از جنبه هاي مهم فرايند هاي بيوتكنولوژي گياهي، ). 6(بوده و يك منبع غني از آهن، ويتامين آ و مواد معدني مي باشد 
موفقيت در بسياري از تكنيك  .كشت ميكروارگانيسم ها يا سلول هاي گياهي و يا بافت ها در محيط كشت درون شيشه است

و اعمال فنون دست ورزي ژنتيكي در گياهان عالي، به باززايي موفق گياهان در محيط اين  هاي گزينش در شرايط اين ويترو
گونه هاي مختلف، ارقام درون گونه و اندام هاي مختلف يك گياه، به يك روش كشت بافت واكنش  .ويترو بستگي دارد

 ، D_2,4 ه برگ را از طريق استفاده ازو همكاران باززايي از ريزنمون Chinدر گياه اسفناج ). 3(يكسان نشان نمي دهند 

Kinetin وGA3  درجه سانتي گراد، اجرا  25و  20، 14جهت القاي كالوس و باززايي و با كاربرد سه تيمار دمايي مختلف
همچنين در ). 2(نمودند؛ و اين نتيجه به دست آمد كه كشت كالوس در دماي پايين تر، درصد باززايي بالاتري را نشان مي دهد

العه اي ديگر مشاهده شد كه توليد كالوس از ريزنمونه برگ وابسته به رقم بوده و بالاترين ميزان باززايي از كالوس هاي القا مط
باززايي  بر روي كالوس زايي و D_2,4بررسي اثر هورمون  در مطالعه حاضر هدف عمده،). 1(شده در تاريكي به دست آمد 

  .و تعيين بهترين غلظت مي باشد Viroflayو  Oraiرقم  دو برگ و مقايسه آن دراز ريز نمونه 
  :ها مواد وروش

به  70%پس از ضد عفوني در الكل  اين بذرها. ندبود Viroflayو  Oraiمواد گياهي بكار رفته در اين آزمايش بذر هاي رقم 
ر استريل، بر روي محيط دقيقه و سپس چندين بار شستشو با آب مقط 10به مدت   5% دقيقه و هيپوكلريت سديم   3مدت 

. به منظور جوانه زني قرار گرفتند 8/5معادل  pHگرم در ليتر آگار با  8گرم در ليتر ساكارز و  30حاوي) MS )4كشت پايه 
 MSميلي متري تقسيم گشته و بر روي محيط كشت پايه  5جدا شده و به قطعات  هفته اي 3تا  2برگها از گياهچه هاي 

، 1/0در سه سطح  D_2,4با سه تيمار هورموني شامل  8/5معادل  pHو  گرم در ليتر آگار 8ساكارز و گرم در ليتر  30حاوي 
اين كشت ها . ، به منظور انگيزش كالوس كشت شدند Kinetinميلي گرم در ليتر 2ميلي گرم در ليتر در تركيب با  1و  5/0

آزمايش به صورت فاكتوريل . سانتي گراد قرار گرفتنددرجه  20ساعت تاريكي و در دماي  16ساعت روشنايي و  8در شرايط 
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اين ريزنمونه ها هر دو هفته يكبار به درون . ريزنمونه در هر تكرار انجام شد 10تكرار و  5در قالب طرح كاملا تصادفي با 
روي محيط سپس كالوس ها بر . بعد از دو ماه ارزيابي روي ميزان كالوس زايي انجام شد .محيط جديد وا كشت مي شدند

ساعت  8در شرايط  بود،گرم درليتر  ميلي 1و  2، 01/0 به ترتيب با غلظت هاي GA3و  D ،Kinetin_2,4 باززايي كه حاوي
  .درجه سانتي گراد قرار داده شدند 14در دماي  ساعت روشنايي و 16تاريكي و 

  :نتايج و بحث
، بيانگر D_2,4تايج تجزيه واريانس تيمار هاي مختلف ن. ماه توليد كالوس نمودند 2ريز نمونه هاي برگ پس از گذشت 

گرم در ليتر را به عنوان  ميلي 5/0غلظت  ،)1شكل (نتايج آزمون دانكن . بود 05/0دار تيمارها در سطح  وجود اختلاف معني
ابل رقم با غلظتهاي ارزيابي اثر متق. تفاوت بين ارقام در اين تيمارها معني دار نبود. بهترين تيمار كالوس زايي معرفي كرد

 كارايي بالاتري در توليد Oraiنسبت به رقم  Viroflayنشان داد كه در غلظت بالاتر اين هورمون، رقم  D_2,4مختلف 
  . كالوس دارد

  

  

  

  

  

  D_2,4مقايسه ميانگينهاي كالوس زايي ريزنمونه برگ در غلظت هاي مختلف . 1كل ش
  

  
  Oraiبرگ در رقم گياهچه حاصل از كالوس ريز نمونه . 2شكل 

 5/0(و دوم ) Kinetinگرم درليتر  ميلي 2و  D_2,4گرم درليتر  ميلي 1/0(تيمار اول از كالوس هاي توليد شده بر روي 
 1و  2، 01/0 به ترتيب حاوي كه پس از انتقال به محيط باززايي) Kinetinگرم درليتر  ميلي 2و  D_2,4گرم در ليتر  ميلي
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نتيجه اي مشاهد  Viroflayباززايي حاصل شد در حاليكه در رقم  oraiدر رقم  بود، GA3و  D ،kinetin_2,4گرم  ميلي
نشان از تاثير زياد ژنوتيپ بر  مورد همان گونه كه توسط سازاكي و همكاران مورد تاكيد قرار گرفت، كه اين. )2شكل ( نشد

در ريزنمونه برگ و به  D_2,4ميلي گرم در ليتر  5/0افزايش كالوس زايي با كاربرد همچنين ). 5(استروي باززايي اين گياه 
  .)2(مطابقت دارد و همكاران Chinدنبال آن توليد گياهچه در محيط باززايي با نتايج با دست آمده از مطالعات 
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