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 چکيده
 

اين پژوهش به منظور انتخاب ريز نمونه مناسب، تعيين بهترين تيمار ضدعفوني و بهترين                          

 ترکيبات تنظيم کننده هاي رشد در توليد کالوس نيشکر با استفاده از محيط کشت موارشيگ و اسکوگ                  
)MS  ( ز گياه نيشکر رقم      سانتي متري انتهاي شاخه ا     ٥قطعات  .  انجام گرديدN. CO. 310   براي تهيه 

آزمايش در قالب طرح کامل تصادفي با       .  ريز نمونه برگ اوليه و جوانه انتهايي مورد استفاده قرار گرفت           

مقايسه ميانگين ها با استفاده از آزمون دانکن        .  انجام گرفت )   شيشه کشت  ١٠هر تکرار شامل    (  سه تکرار   

نتايج پژوهش نشان داد     .  ص در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت       وزن کالوس بعنوان شاخ   .  انجام شد 

و يا  )  NAA(به همراه نفتالين استيک اسيد     D-2,4 توليد كالوس از ريز نمونه برگ نيشكر در حضور            

  و  يا       NAA  به همراه هر دو تنظيم کننده رشد          D-2,4و هم چنين وجود       )  BAP(بنزيل آمينو پورين  

BAP    سر نبود ولي حضور      در حد مطلوب ميNAA     ميلي گرم در ليتر تاثير معني داري بر         ١  در غلظت 

 علائم  NAAکالوس هاي تشکيل شده در محيط کشت داراي           ).  ≥P%  ١(افزايش وزن کالوس داشت   

اگرچه در زير کشت دوم، کالوسهاي تشکيل شده در محيط کشت داراي            .  اوليه اندام زايي را نشان دادند     

NAA      اي موجب افزايش معني دار وزن کالوس نسبت به پنج هفته اول                نج هفته  پس از يک دوره پ

 و  NAAدر آزمايش ديگر اثر دو نوع اکسين          .  ها، ريشه توليد گرديد    نگرديد ولي در  بيشتر کالوس      

 ميلي گرم در ليتر بر توليد کالوس مورد مقايسه          ١ و   ٥/٠،  ٠هاي   در غلظت )  IBA(  ايندول بوتيريک اسيد  

هاي ايندول بوتيريک اسيد و نفتالين استيک        هاي آماري نشان داد که بين تاثير اکسين        ررسيب.    قرار گرفت 

هاي مختلف اکسين ايندول      همچنين غلظت .  اسيد تفاوت معني داري بر توليد کالوس وجود داشت           

گرم در ليتر    در غلظت يک ميلي    ).  ≥P%  ١(  داري بر توليد کالوس داشتند      بوتيريک اسيد تفاوت معني    

IBA          نتايج تحقيق  .  داري نسبت به ساير تيمارها بيشتر بود         در پايان هفته پنجم وزن تر کالوس بطور معني

نشان داد از نظر رنگ کالوس و ساختمان آن تفاوت چنداني بين کالوس تشکيل شده از ريز نمونه                        

 .هاي جوانه انتهايي وجود نداشت هاي اوليه و ريز نمونه برگ
   

                    ضدعفوني،  ، اکسين ،ريزنمونه، کالوس )Saccharum officinarum(نيشکر  :كليدي هاي واژه    

  
 مقدمه

 طولاني  هاز سابق )  خوزستان(كشت نيشكر در ايران        
كشت مكانيزه اين    طي چند دهه گذشته       .  برخوردار است 

 بوده است   هكتار  ٢٨٠٠٠گياه در استان خوزستان در سطح      
اين  هزار هكتار از اراضي      ١٠٠ه حدود    در چند سال آيند    و  

 نيشكر كه   بيشتر ارقام   .  رود استان به زير كشت نيشكر مي      
  گونه    د متعلق به         نشو در دنيا كشت مي              

Saccharum officinarum    اين گونه بخاطر    .  هستند
صفات مطلوب مانند درصد بالاي ساكارز و تحمل شرايط            
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با توجه به بالا رفتن سطح زير كشت اين گياه            .  كشت شود 
هاي به نژادي و به       در كشور بايد زمينه تحقيقات در جنبه       

زراعي فراهم گردد تا بتوان در مدت زمان كوتاه به ارقامي              
دسترسي پيدا كرد كه داراي صفات و خصوصيات ويژه               

قبيل    از  نيشکر با توجه به مشكلات مناطق زير كشت      .  باشند
شوري خاك، دماي بالا، حمله آفات و امراض و افزايش               

هاي   خصوصيات در نسل   بهبودعملكرد اين گياه و همچنين      
براي رسيدن به اين    .   از اهداف اصلاح ارقام برتر است      ،بعدي

و كلاسيك اصلاح نيشكر      ١يهاي سنت  اهداف بكارگيري روش  
هاي بالا،     زمان بسيار طولاني، هزينه      با مشكلاتي مانند    كه

 نتايج به   دستيابي  ،  مواجه است  ٢محدود بودن ذخاير ژنتيكي   
 بنابراين بكارگيري فنون و      .  كند را طولاني و كند مي        

 ،ضمن كوتاه كردن    توانند    مي  ٣بيوتكنولوژي  هاي روش
هاي  هاي سنتي افق   هاي اصلاحي و هموارسازي روش     پروسه

                                            .دننو و شگرفي را در امر اصلاح نيشكر بوجود آور
هاي  روش  معتقدند كه بكارگيري  )١٩٧٧( و همکاران  باربا

آنها .  گردد سنتي باعث تأخير در كارهاي اصلاحي نيشكر مي       
 هزار قلمه نيشكر در هر       ٤٠ تا       ٣٠    معتقدند كه حدود  

اي نياز   هاي مزرعه   براي اجراي آزمايش    رقمهكتار از يك     
توان از كشت يك جوانه        كه اين تعداد قلمه را مي       باشد مي

انتهايي نيشكر در شرايط كنترل شده كشت بافت در مدت            
هاي قديمي و معمول      با روش  حاليكهدر  .   ماه بدست آورد   ٩

 و  هندر.  گردد مي عدد قلمه توليد     ١٠٠در مدت مشابه  فقط      
 از كشت يك جوانه انتهايي نيشكر بيش از         )۱۹۸۳(  همکاران

آنها .   ماه بدست آوردند   ٤هزار شاخه نيشكر در مدت         ٢٦٠
.  را ريشه دار كنند    ها  هزار از اين شاخه    ٢٠٠توانستند حدود   

 هكتار زمين    ١٠ براي كشت حدود        ٤اين تعداد گياهك   
 گزارش داد قابليت توليد     )١٩٨٨(كامستوك  .  كند كفايت مي 

 هزار گياهك نيشكر با كشت يك جوانه انتهايي در                ٢٠
لذا كوتاه كردن   .  وجود دارد    ماه ٩ بافت در     شرايط كشت 

گياه نيشكر از مزاياي      و افزايش راندمان تكثير        طول دوره 
 .باشد كشت بافت نيشكر مي

نه تنها مدت   )  قلمه(تكثير نيشكر به طريق غيرجنسي       
هاي  طلبد بلكه خطر اشاعه بيماري         زمان زيادي را مي      

                                                                               
1. Conventional method  
2. Germplasm 
3. Biotechnology 
4. Plantlet 

كر به  هاي نيش  آلودگي قلمه .  دهد مختلف را افزايش مي     
 كه   ويروسي هاي بخصوص در مورد بيماري     عوامل بيماري زا  

 چند برابر   مبارزه با آنها مشكل است، مشكلات تكثير را           
 بافت   استفاده از    گزارش داد كه با        )١٩٨٢  (دين  .كند مي

ويروس   كه آلوده به     مريستم انتهايي بوته نيشكر       بالاي
  ٦گموراشيگ و اسکو   بود، درمحيط كشت      ٥نيشكر  موزائيك

)۱۹۶۲((MS) همچنين   او.  وفق به توليد كالوس گرديد      م
 ٥٥   گياهك از كالوس توليد گرديد كه       ٥٧  كه  گزارش داد 

توليد كالوس از     بنابراين    .ندگياهك عاري از ويروس بود      
هاي اوليه   هاي مختلف گياه نيشكر بخصوص از برگ        قسمت

هاي مختلف از جمله، اصلاح گياه          اي آن، در زمينه      لوله
ر، تكثير آن در حد انبوه و توليد گياهان عاري از                 نيشك

 در مجموع در     .اي داشته باشد   عمده  تواند نقش  ويروس مي 
زمينه کشت بافت نيشکر مطالعات محدودي انجام گرديده          

 مارقا(  نيشکراز مريستم انتهايي          )١٩٩٠(فهمي  .  است
CO. 41354  و C 9(   ناگائي    . كالوس بدست آورد)١٩٨٧( 
 H75-8776 نيشكر   رايط کشت بافت از رقم    در ش موفق شد   

سپس از كالوس گياهك كامل بوجود        .  كالوس تهيه نمايد  
 جورج و شرينگتون    .  انتقال به زمين انجام گرديد       و    مدهآ
هاي مختلف گياه نيشكر از قبيل برگ              قسمت )١٩٨٤(

هاي مختلف ساقه كه     جوان، گل نارس، ريشه جوان و قسمت      
شند را به منظور توليد كالوس        با نزديك جوانه انتهايي مي    
 براي تهية ساقه از       )١٩٨١(ليو  .  مورد استفاده قرار دادند    

 نمود و استفاده  شده      ٧کازئين هيدروليزه كالوس نيشكر از    
 . دار گرديدند ريشه) آگار(ها در محيط كشت جامد  اين ساقه
 اين پژوهش بهترين روش براي گندزدايي سطحي          در  

عيين بهترين تركيبات هورموني به      هاي نيشكر، ت   ريز نمونه 
مورد بررسي و تحقيق قرار گرفت تا            منظور تهية كالوس   

بتوان نتايج حاصل از اين تحقيق را جهت كارهاي اصلاحي و 
 .كار برده همچنين تكثير نيشكر در حد انبوه ب

 
 ها مواد و روش

  كشت گياهان مادري
 رقم   (هاي نيشكر  قلمه،  ١٣٨٠در تاريخ فروردين ماه       

N. CO. 310(            اهدايي شركت توسعة نيشكر و صنايع
                                                                               
5. Sugarcane Mosaic Virus  
6 . Murashige and Skoog (MS) 
7. Casein Hydrolysate 
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در مزرعة    ١٣٨٠جانبي استان خوزستان، در فروردين ماه         
دانشگاه کشاورزي و منابع  باغباني   گروهآموزشي و تحقيقاتي    

صورت ه   ب ،) کيلومتري شمال شرقي اهواز    ٢٥(طبيعي رامين   
.  ند كشت گرديد  )غربي  ‐ متر، جهت شرقي    ٢٥بطول  (فارو  
 كاشت، كليه مراقبتهاي زراعي از قبيل آبياري، مبارزه         بعد از 

اين .  هاي هرز و ساير موارد بطور مرتب انجام گرفت          با علف 
 ديررس و حساس به سياهك      ،داراي عملكرد بسيار بالا   رقم  
 .است

 ١انتخاب ريز نمونه

متر زير مريستم     سانتي ١٠حدود  (  هشاخبخش انتهايي   
 ٥حدود  ،   به آزمايشگاه  ل  پس از انتقا   قطع شده و     )انتهايي
ي برگها پس از حذف       وانتهايي شاخه انتخاب     متر   سانتي

بعد از  .   گرديد  منتقل  ديشپتري، به ظرف    ها بز روي شاخه  س
حدود يك  بطول  جداسازي چندين لايه برگ، جوانة انتهايي       

و يا برگهاي جوان و      ميلي متر      ٤ تا   ٣   عرض متر  و   سانتي
بعنوان ريزنمونه   مريستم    اي شکل اطراف    سفيد رنگ لوله   

 .مورد استفاده قرار گرفت
 گندزدايي ريزنمونه ها

  برگ هاي اوليه–الف 
پس از انجام آزمايشات مقدماتي، به منظور کاهش              

با آب  نوک شاخه به ترتيب      سانتي متري    ٥  آلودگي، قطعات 
  شستشو ) دقيقه ٣٠هر يك بمدت     (معمولي و آب مقطر       

يك (يستميك بنليت    كش س  سپس با قارچ   .  داده شدند 
بعد .  ضدعفوني گرديدند   ) دقيقه ٣٠گرم در ليتر بمدت      ميلي

هاي  ، برگ جوانه انتهايي  چندين لايه برگ سبز از        حذفاز  
و جوانه  )  ١شکل  (  اي اطراف مريستم انتهايي    سفيد رنگ لوله  

 . بعنوان ريزنمونه انتخاب شدندانتهايي جداسازي گرديده و 
 

 
 ي اوليه نيشکر ريز نمونه برگها‐۱شکل 

                                                                               
1. Explant 

 يك   محلول  دقيقه در   ٥ت  دبمها مجددا     ريز نمونه 
ها  سپس ريزنمونه .  گرم در ليتر بنليت قرار داده شدند        ميلي

 درصد حجمي غوطه ور     ٧٠ ثانيه در الكل اتيليك      ٣٠بمدت  
 ٣ درصد بمدت    ٢(  پس از آن با هيپوكلريت سديم       و   شدند
با آب  ها   ريزنمونهآبکشي  سپس  .   گندزدايي شدند   )دقيقه

انجام   ) دقيقه ٣ بمدت   بار  سه بار هر    (مقطر استريل شده  
 موراشيگ و    به محيط كشت پايه     ها سپس ريزنمونه .  گرديد

هاي كشت در       منتقل شدند و شيشه         (MS)  اسکوگ
 ٨ ساعت روشنايي و      ١٦  ، در شرايط  هاي اطاق كشت   قفسه

 . قرار گرفتندساعت تاريکي
  جوانه انتهايي‐ب

اي اوليه در مورد جوانه انتهايي      ه روش گـند زدايي برگ    
بکار برده شد با اين تفاوت که ريز نمونهاي جوانه انتهايي به            

 . قرار گرفتند %  ٧٠ ثانيه در الکل اتيليک ٣مدت زمان 
 هيه محيط هاي كشتت

 ) ۱۹۶۲(گ   و اسكو  گمحيط كشت تغيير يافته موراشي     
ز  گرم در ليتر سوكرو    ٣٠ گرم در ليتر آگار و        ٨  داراي  )۲۱(

به .  مورد استفاده قرار گرفت(MS) بعنوان محيط كشت پايه
مختلف   ٢هاي رشد گياهي   تنظيم کننده   ،محيط كشت پايه  

 :هاي متفاوت بشرح زير اضافه گرديد با غلظت
  :٣ محيط كشت تشكيل كالوس‐الف
   (NAA) ٤ نفتالن استيک اسيد همراه باD-4 ,2: الف

 )  (٥BAP بنزيل آمينو پيورينو
 ميلي گرم در    ١٨٦/٠ + D–2,4لـي گـرم در ليتر        مي ١/١ )١

    NAA ليتر
  ميلي گرم در ليتر      ٢/٠ + D–2,4  ميلي گرم در ليتر       ٣  )٢

BAP   
  ميلي گرم در ليتر ٥/٠ +  D–2,4 ميلي گرم در ليتر٥   )٣

NAA  + ميلي گرم در ليتر ١/٠  BAP 
  ميلي گرم در ليتر ٥/٠ +  D–2,4 ميلي گرم در ليتر٥   )٤

NAA  + ميلي گرم در ليتر  ٥/٠ BAP 
                                                                               
2. Plant Growth Regulators (PGRs) 
3. Callus Formation Media (CFM)  
4. Naphtalene acetic acid  
5. Benzyl amino-purine  
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 و  ٥/٠ هـر يك با غلظت هاي صفر،         IBA و   NAA: ب
 .يك ميلي گرم در ليتر

 هفته  ٤ از هر محيط کشت پس از         كالـوس تولـيد شده    
 . واكشت گرديدندهاي مشابه  به محيط کشت

 ١٥بمدت  و وسايل کار    هاي حاوي محيط كشت      شيشه
  درجه ٥/١٢١ ليتري بخاردار با دماي       ٧٥دقيقه در اتوكلاو    

 . گند زدايي شدند PSI١٥ سانتي گراد و فشار 
 تکرار انجام   ٣ در   آزمايش در قالب طرح كامل تصادفي      

در هر شيشه   .   شيشه کشت بود   ١٠هر تکرار شامل      .گرفت
کشت يک قطعه ريز نمونه و يا يک قطعه کالوس کشت                

 در اين    رشد کالوس   كالوس به عنوان شاخص     تر وزن.  گرديد
ها مورد تجزيه و       داده  .فاده قرار گرفت   پژوهش مورد است   

ها بر اساس      و مقايسه ميانگين    ندماري قرار گرفت   آتحليل  
 .انجام شداي دانكن  آزمون چند دامنه

 شرايط اطاق كشت
هاي اطاق   ها در قفسه   هاي كشت حاوي ريز نمونه     شيشه

 ساعت تاريكي با شدت     ٨ ساعت نور و     ١٦كشت در محيط    
 درجه   ٢٥±  ٢و دماي      لوكس     ٢٠٠٠ تا     ١٥٠٠نور   

هاي فلورسنت   نور لازم بوسيله لامپ   .  گراد قرار گرفتند   سانتي
 .هاي نور زرد تامين گرديد و حباب

هاي كشت حاوي ريز        شيشه  ، تشكيل كالوس    جهت
 . ها در تمام شبانه روز در تاريكي قرار گرفتند نمونه
 

 نتايج و بحث
   گندزدايي سطحي ريز نمونه‐الف

ماتي مشخص گرديد وجود انواع       هاي مقد  طي بررسي 
مختلف قارچ، مخمر و باكتري از مشكلات عمده در                  

آلوده .  هاي اوليه و جوانه انتهايي نيشكر بود        گندزدايي برگ 
به وسيله     شدن محيط كشت بافت در ابتداي كار،              

ها از مشكلات عمده و اساسي كشت گياهان          ميكروارگانيسم
 )١٩٩٠  (ايتسليفرت و و  .  باشد در شرايط كشت بافت مي     

هايي كه محيط كشت بافت را       د  ميكروارگانيسم  گزارش دادن 
. ها و مخمرها هستند    ها، باكتري  كنند، بيشتر قارچ   آلوده مي 

باشند  ها عمدتا هوا، آب، ابزار و وسايلي مي        منبع اين آلودگي  
 البته).  ٤(گيرند   كه در كشت بافت مورد استفاده قرار مي          

تواند  زدايي بافت گياهي، مي    نحوه كار و عدم دقت در گند        

مقدار زيادي ميكروارگانيسم به محيط كشت وارد كند و             
، نتايج پژوهش حاضر نشان داد      .  )١٥(  باعث آلودگي شود   

 تا  ٥شستشوي ريزنمونه با آب معمولي و آب مقطر به مدت            
نيز )  ١٩٦٤(بوتنكو  .  در كاهش آلودگي موثر بود      دقيقه   ٣٠

آب   ه با آب معمولي و     نمون  گزارش داد كه شستشوي ريز     
هاي  بررسي.  استمقطر در كم كردن ميزان آلودگي مؤثر           

هاي نيشکر نشان داد براي        مورد ريز نمونه     انجام شده در   
 طي دو مرحله      بنليت هاي قارچي کاربرد   مبارزه با آلودگي  

  . باشد موثر مي
ساعت در محلول يك      مدت نيم   به  هاي نيشكر  ابتدا قلمه 

 ريز  نليت قرار داده شدند و در مرحله دوم       گرم در ليتر ب    ميلي
نيشكر كه در زير      و جوانه انتهايي  هاي اوليه    برگهاي   نمونه

گرم در    در محلول يك ميلي    ، شدند جداسازيلامينار ايرفلو   
با بكارگيري  .   دقيقه غوطه ور شدند     ٥ليتر بنليت به مدت      

اين روش گندزدايي سطحي برگ اوليه و جوانه انتهايي،             
هاي سطحي   ها عاري از آلودگي     درصد ريزنمونه  ٩٠بيش از   

 خاصيت    کش سيستميك با          يك قارچ    بنليت.  شدند
 براي از بين بردن       آن استفاده از      است كه   یسيتوكينين

هاي ريزنمونه قبلا به وسيله ديگران گزارش         ميكروارگانيسم
  در پژوهش حاضر هم چنين امکان         ).٢٧،  ٧،  ٤(شده است   

يپوکلريت سديم براي گندزدايي ريز       استفاده از محلول ه    
هاي  نتايج بررسي .  هاي نيشکر مورد بررسي قرار گرفت      نمونه

شستشوي برگ اوليه نيشكر و جوانه       انجام شده نشان داد      
 دقيقه به   ٣ درصد به مدت      ٢انتهايي با هيپوكلريت سديم      

هاي  در كاهش آلودگي   )   درصد ٥٠بيش از    (مقدار زيادي    
گندزدايي سطحي  .   بود موثر  شكرهاي ني  ريز نمونه سطحي  
گرم  هاي نيشكر به وسيله بنليت با غلظت يك ميلي         ريزنمونه

 قبلا به وسيله مرادي     %  ٧/١در ليتر و هيپوكلريت سديم        
 . گزارش گرديده است )١٣٧٧(

  تشکيل کالوس‐ب
 MS به منظور تشكيل كالوس به محيط کشت پايه             

 ميلي گرم   ۱۸۶/۰  و    D-4 ,2 ميلي گرم در ليتر      ۱/۱مقدار  
 و در آزمايشي ديگر به محيط کشت پايه            NAAدر ليتر   

MS   4 ,2 ميلي گرم در ليتر       ۳ مقدار-D   ميلي گرم   ۲/۰ و 
 هفته مقدار کمي    ۴‐۵بعد از   .   اضافه گرديد  BAPدر ليتر   
هاي اوليه   هاي قطع و زخمي شده برگ          در محل   کالوس
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الوس ك.  گيري نبود  تشكيل شده بود كه وزن آنها قابل اندازه        
توليد شده حالت از هم پاشيدگي داشت و رنگ آن سفيد              

چون مقدار كالوس توليد شده در         .  اي بود  مايل به قهوه   
 هفته قابل توجه نبود لذا براي توليد         ٤‐٥تاريكي در مدت    

هاي كشت جديد      ها در محيط     كالوس بيشتر ريزنمونه    
بعد از  .   هفته بود   ٤‐٥طول دوره واكشت     .  واكشت شدند 

ه مقدار كالوس اضافه نگرديد و رنگ كالوس كاملا          واكشت ب 
 ٥در آزمايش ديگر مقدار      .  اي و سياه رنگ شده بود        قهوه

 وNAA ميلي گرم در ليتر    ٥/٠ و   D-2,4ميلي گرم در ليتر     
 MS به محيط كشت پايه        BAP ميلي گرم در ليتر        ٥/٠

، بدون   ها  هفته تمامي ريزنمونه    ٤‐٥بعد از    .  اضافه گرديد 
همين آزمايش بار ديگر با       .  س از بين رفتند    تشكيل كالو 

 ميلي گرم در ليتر تکرار      ١/٠ به   ٥/٠ از   BAPکاهش غلظت   
ها بدون تشكيل كالوس از       هفته ريزنمونه  ٤‐٥شد كه بعد از     

بنابراين نتايج پژوهش حاضر نشان داد توليد          .  بين رفتند 
 در حد   D-2,4كالوس از ريز نمونه برگ نيشكر در حضور           

نتايج پژوهش حاضر با نتايج روبي و          .   نبود مطلوب ميسر 
در مورد اثر بازدارندگي   )  ١٩٧٤(  و ژلاسكا )  ١٩٨٩(مينوكا  
2,4-D   زايي از كالوس مشابهت دارد      زايي و اندام   در شكل .

ا تو گوپ )  ١٩٩٢(  ولي با نتايج پژوهش سوگيماتو و همكاران       
 براي  D-2,4در مورد كاربرد موفق       )  ۱۹۹۵(و همكاران    

 مائورين و همكاران     .  س از نيشكر در تضاد است      توليد كالو 
عنوان داشتند توليد كالوس از نيشكر بستگي به           )  ١٩٩٠(

مدت زمان قرار گرفتن ريزنمونه در محيط كشت، غلظت و            
آنها گزارش  .   بكار رفته در محيط كشت دارد         ننوع اكسي 

دادند كه براي توليد كالوس نيشكر بهتر است ابتدا از محيط           
 تكميل شده   D-2,4 ميلي گرم در ليتر       ٣ه با    ك MSپايه  

 هفته اين كالوس     ٣ يا   ٢سپس بعد از     .  بود، استفاده شود  
 ١ ميلي گرم در ليتر پيكلورام      ٥/٠ با   MSروي محيط كشت  

با اين حال آنان تاكيد نمودند كه درصد            .  واكشت شوند 
هاي توليدي توسط پيكلورام به مراتب          باززايي از كالوس   

  آميراتو  . بود D-2,4اي توليدي به وسيله      ه بيشتر از كالوس  
 D-2,4اند وجود    نيز گزارش داده  )  ۱۹۸۲(و تورپ   )    ١٩٨٣(

 .باشد زايي و باززايي از کالوس ضروري و مفيد مي براي شکل
                                                                               
1. Picloram (4- amino- 3, 5, 6- trichloropicolinic acid )  

 IAA و    NAA  ,  IBAهاي   كاربرد اکسين اگرچه    
 در توليد کالوس و هم چنين           D-2,4نسبت به اکسين      

ولي با توجه   )  ۲۰،  ۷( كمتري دارند    ها، تاثير  زائي بافت  ريخت
در توليد كالوس نيشكر و با          D-2,4به عدم تاثير اکسين      

 در ،)۲۰، ۷، ۴ ( در برابر نورIAAتوجه به ناپايداري اكسين  
هاي نيشكر  از     پژوهش حاضر براي توليد کالوس از ريز نمونه       

 .  استفاده گرديدIBA و NAAهاي  اکسين
هاي اوليه   ز ريز نمونه برگ    در آزمايش جداگانه ديگر ا     

 در  NAAاکسين  .  نيشکر براي توليد کالوس استفاده گرديد     
گرم در ليتر به محيط کشت پايه         و يک ميلي   ۵/۰هاي   غلظت

MS  هاي کشت در شرايط تاريکي قرار       شيشه.   اضافه گرديد
ها، کالوس تشکيل     هفته اکثر ريز نمونه    ۴‐۵بعد از   .  گرفتند

هاي   و رنگ تفاوتي بين کالوس        از نظر شکل   .  داده بودند 
ها  رنگ کالوس. هاي کشت مشاهده نگرديد    توليد شده محيط  

ها  کالوس.  سفيد مايل به زرد و گاهي کاملا زرد رنگ بود            
بندي خوبي داشتند که نشاندهنده مراحل اوليه        محکم و دانه  

هاي  آماري نشان داد که از نظر توليد          بررسي.  زايي بود  اندام
هاي کشت مشاهده     داري بين محيط    عنيکالوس تفاوت م   

 ). ۱جدول (گرديد 
 

 بر وزن تر NAA جدول تجزيه واريانس تاثير اکسين ‐۱جدول 
 کالوس نيشکر طي دو دوره پنج هفته اي کشت

   ميانگين مربعات
وزن كالـــوس 

)هــفته دهم(
 وزن كالـــوس 

 )هــفته پنجم(
درجه آزادی

منابع 
 تغييرات

 تيمار ١ ٤٨/١٧** ٧٧/٣**
 اشتباه ١٨ ٢٥١ ٥/٤

 درصد%  ۱دار در سطح   معني**
 

گرم در ليتر      داراي يک ميلي     MSدر محيط کشت      
NAA          ميلي گرم   ۵/۰ وزن کالوس نسبت به محيط داراي 

داشت %    ۱داري در سطح       افزايش معني   NAAدر ليتر    
 ). ۱شکل (

ها وزن شدند و به      به منظور توليد کالوس بيشتر، کالوس     
 NAAشت جديد با همان غلظتهاي اکسين             محيط ک  

 ۵بعد از   .  واکشت شدند و در شرايط تاريکي قرار گرفتند          
بعد از  .  هفته واکشت، مقدار زيادي کالوس تشکيل شده بود        
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توزين و مقايسه ميانگين وزن کالوس، محاسبات آماري             
هاي کشت   نشان داد که از نظر توليد کالوس بين محيط            

 در واکشت  NAA گرم در ليتر   يلي و يک م   ۵/۰داراي مقادير   
ها زرد   رنگ کالوس .  دوم تفاوت معني داري مشاهده نگرديد     

رنگ و کالوس دانه بندي خود را حفظ کرده و کاملا ارگانيزه        
. ها، اندام ريشه مانند توليد کرده بودند         بيشتر کالوس .  بود

هاي کشت رشد کرده و        ها به طرف درب شيشه       اين اندام 
رنگ آنها سفيد و بدون انشعاب       .  ه بودند فاقد تارهاي کشند  

نتايج اين پژوهش با نتايج سوگيماتو و           ).  ۸شکل  (بود  
موافقت دارد که گزارش دادند با افزودن        )  ۱۹۹۲(همکاران  

NAA      به محيط کشت  MS        موفق به توليد کالوس از ريز 
 .نمونه برگ نيشکر گرديدند

  بر   IBA و   NAAدر آزمايش ديگر اثر دو نوع اکسين         
هاي مورد   ريز نمونه .    توليد کالوس مورد بررسي قرار گرفت      

هاي توليد شده از       استفاده براي توليد کالوس، شاخساره       
 ).۳شکل (جوانه انتهايي و عاري از هرگونه آلودگي بودند 

 

 
 بر توليد كالوس NAA اثر سطوح مختلف اكسين ‐۲شکل 

 نيشكر
 

 
 انه انتهايي نيشکر شاخساره توليد شده از ريزنمونه جو‐۳شکل 

 
 هر يک در    IBA و   NAAهاي   زمايش اکسين در اين آ  

 و يک ميلي گرم در ليتر به محيط کشت             ۵/۰هاي   غلظت

 هفته مشاهده شد که در هر ۵بعد از .  اضافه گرديدMSپايه 
. يک از محيط هاي کشت، کالوس تشکيل شده بود                 

 IBAهاي   هاي آماري نشان داد که بين تاثير اکسين        بررسي
هاي مختلف هر دو نوع اکسين         و همچنين غلظت   NAAو  

 و  ۲جدول  (داري وجود داشت     بر توليد کالوس تفاوت معني    
 ).۵ و ۴ های شکل

 
 جدول تجزيه واريانس تاثير نوع و غلظت اکسين بر ‐٢جدول 

 وزن تر کالوس نيشکر طي دو دوره پنج هفته اي کشت
 ميانگين مربعات

ن كالــــوس وز
 )هــفته دهم(

وزن كالـــوس
)هــفته پنجم(

درجه 
 آزادی

 منابع تغييرات

 تيمار ٤ ٤٧/٩** ٦٨/١١٥**
 اشتباه ٣٩ ٦/٠ ٦٧/٣

 درصد%  ۱ معني دار در سطح **
 

 
 بر وزن) ميلي گرم در ليتر(  اثر نوع و  غلظت اكسين‐۴شکل 

  كالوس نيشكر پس از پنج هفته
 

 
بر وزن ) در ليترميلي گرم (  اثر نوع و  غلظت اكسين‐۵شکل 

 زير كشت اول(كالوس نيشكر پس از ده هفته
 

در پايان هفته پنجم پس از کاربرد غلظت يک ميلي گرم 
 وزن تر کالوس نسبت به ساير تيمارها بيشتر          IBAدر ليتر   

آزمون دانکن نسبت   %  ۱داري در سطح     بود و افزايش معني   
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 ۵/۰پس از آن کاربرد غلظت       .  به ساير تيمار ها نشان داد      
 داراي بيشترين وزن کالوس بود       NAAميلي گرم در ليتر      

 IBAگرم در ليتر      ميلي ۵/۰که تنها با تاثير کاربرد غلظت        
هاي کشت   رنگ کالوس در محيط    .  دار داشت  افزايش معني 

کالوس تشکيل شده، دانه     .  مختلف سفيد مايل به زرد بود       
 .ولي حالت شکنندگي داشت) ۶شکل(بندي خوبي داشت 

 

 
 کالوس توليد شده از ريز نمونه شاخساره در محيط ‐۶شکل 

    NAA داراي يک ميلي گرم در ليتر MSکشت
 در مدت پنج هفته

 
به منظور توليد کالوس بيشتر و استفاده از آن در                 

ها وزن گرديدند و به محيط          هاي باززايي، کالوس    آزمايش
کشت جديد با همان غلظت اکسين واکشت شده و در                

هفته دهم از   (  هفته ۵بعد از   .  قرار گرفتند شرايط تاريکي   
هاي کشت مقدار زيادي     در هر يک از محيط    )  شروع آزمايش 

در پايان هفته دهم نيز کاربرد        .  کالوس تشکيل شده بود    
 بطور معني داري موجب IBAغلظت يک ميلي گرم در ليتر   

افزايش وزن تر کالوس نسبت به ساير تيمارها گرديد و               
آزمون دانکن با ساير      %  ۱ سطح    تفاوت معني داري در     

  و يک ميلي گرم در   ۵/۰کاربرد غلظتهاي   .  تيمارها نشان داد  
 تفاوت معني داري با يکديگر نداشتند ولي             NAAليتر  

 وزن  IBA ميلي گرم در ليتر         ۵/۰نسبت به کاربرد غلظت     
گزارش )  ۱۳۷۷(مرادي  .  کالوس افزايش معني داري داشت     

گرم در ليتر      ميلي  ۲يشکر با   داد که براي توليد کالوس از ن       
NAA       در محيط کشت  MS      کالوس زايي مشاهده نکرده ،

 و  NAAنيز استفاده موفق    )  ۱۹۹۰(هم چنين فهمي    .  است
IBA         را در مراحل مختلف کشت بافت نيشکر گزارش نمود  .

اگرچه نتايج پژوهش حاضر نشان داد براي تشکيل کالوس از          

است ولي  در برخي       NAA بهتر از    IBAريز نمونه نيشکر      
 کالوس تشکيل    IBAهاي محيط کشت در حضور          نمونه

به نگرديد که مشخص شدن دليل اين حالت نياز                    
هاي کشت که    در بعضي از شيشه   .  هاي بيشتري دارد   آزمايش

بندي خوبي داشت، اندام ريشه مانندي توليد          کالوس  دانه  
و هاي ريشه مانند به رنگ سفيد بودند           اين اندام .  شده بود 

هاي طبيعي که به طرف زمين حرکت               برعکس ريشه  
هاي کشت رشد کرده بودند       کنند، به طرف درب شيشه      مي

ها حدود يک ميلي متر و طول آنها         قطر اين اندام  ).  ۷شکل  (
هاي ريشه مانند    اين اندام .   ميلي متر متغير بود     ۳۰ تا   ۲از  

 ).۸ و ۷شکل هاي (فاقد تارهاي کشنده بودند 
 

 
 د اندام ريشه مانند از کالوس نيشکر تولي‐۷شکل 

 

 
 نيشکر اوليه  توليد اندام ريشه مانند از کالوس برگ‐۸شکل 

 
ايج پژوهش حاضر نشان داد از نظر رنگ کالوس و              نت

ساختمان آن تفاوت چنداني بين کالوس تشکيل شده از ريز          
هاي جوانه انتهايي وجود      هاي اوليه و ريز نمونه      نمونه برگ 

دهند حضور اکسين براي توليد      نتايج نشان مي  اين  .    نداشت
باشد و به نظر       کالوس نيشکر در محيط کشت لازم مي          

 بدون کاربرد سيتوکينين براي توليد        IBAرسد کاربرد    مي
نيز گزارش  )  ۱۹۸۸(هوتولا  .  باشد کالوس نيشکر کافي مي    



 ۱۳۸۶، سال ۲، شماره ۳۸مجله علوم کشاورزی ايران، جلد  ۲۷۴

 

داده است در محيط کشت داراي  اکسين و فاقد                     
دد ولي بدون حضور اکسين     گر سيتوکينين کالوس توليد مي   

نيز گزارش داد   )  ۱۹۸۲(رود ريگوئز   .  گردد کالوس توليد نمي  
بدون وجود اکسين در محيط کشت کوتيلدونهاي گردو،            

 .کالوس توليد نگرديد
 

 سپاسگزاري
اين تحقيق در آزمايشگاه کشت بافت دانشگاه علوم             

. انجام گرديده است  )  اهواز(کشاورزي و منابع طبيعي رامين      
سازمان برنامه و بودجه استان خوزستان براي تامين             از  

 .گردد هاي اجراي اين تحقيق قدرداني مي هزينه
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