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 تقديم به آنكه هرگز ذره اي از خوبي هايش را سپاس نتوانم گفت

  مادرم؛
بزرگ آموزگار زندگي ام كه مسير سر بلندي را به شيوا ترين روش 
  .آموخت و بيش از هر چيز فروتني و خلوصش مرا به احترام وا داشت

 



  ب
 

 سپاسگزاري

  
علم  و دانش را در وجودمان به وديعه نهاد تا ظلمت جهل  حمد و ثنا مخصوص خداوندي است  كه  عطش

  و ناداني را به روشنايي فهم و كمال بياراييم 
تقديم  سركار خانم دكتر امينياستاد بزرگوارم  به ترين مراتب سپاس و قدرداني خود را شايسته

اتي و به انجام رسيدن شك موفقيت در طي مسير تحقيق بي. ياري نمودندمرا   احلنمايم كه در تمام مر مي
با آرزوي سلامتي و توفيق روز . باشد نامه مرهون تكيه بر علم و درايت خاص ايشان مي اين پايان

  .ام تعالي براي استاد فرزانه افزون از درگاه باري
نامه را به عهده  كه مشاوره اين پايان سركار خانم دكتر عسكريبا سپاس فراوان از استاد بزرگوارم 

ام كه انشاءاالله توشه راه آينده  هاي فراواني در عرصه علم و اخلاق از ايشان آموخته و درسگرفتند، 
  .من خواهد بود

كنم كه همواره پشتيبان و پناه من در روزهاي سخت و  ام تقديم مي والاترين مراتب سپاس را به خانواده
  .اند ام بوده شيرين زندگي

  مراحل تحقيق مرا ياري كردند سپاسگزارم از خانم بيگي و آقاي فراهاني كه در تمام
  كنم قاي بنه و آقاي احمدي كه هميشه ياري رسان من بودند تشكر مياز آ

كلاسي هايم كه هميشه ياري گر من بودند و  در تمام روزهاي سخت هيچ وقت من  از تمام دوستان و هم
  را تنها نگذاشتند سپاسگزارم

  انجام شده است اراك ي حوزه معاونت پژوهشي و فناوري دانشگاهنامه با همكاري و حمايت مال اين پايان



  ت
 

  چكيده

 در Salsola arbuscula اهيگ كالوس بر يشور تنش اثر يبررسو  كالوستوليد  ءالقا

  In vitroشرايط كشت 
  

Salsola arbuscula يك زيستگاه و  ه ودرمي تواند در خاك هاي شور رشد ك كه گياهي هالوفيت است
سازي  هدف از اين تحقيق بهينه .هاي فصل خشك براي چارپايان فراهم كند از چراگاهمنبع مناسب 

منظور توليد كالوس از اين گياه و همچنين بررسي ميزان مقاومت كالوس به  شرايط كشت بافت به
هاي ريشه، برگ و ساقه گياهان دوماهه در محيط  جهت توليد كالوس، جداكشت. است بوده شوري
نتايج نشان داد كه . قرار گرفتند Kinو  D-2,4هاي  هاي مختلف هورمون ظتحاوي غل MSكشت 

) mg/L)1بهترين جداكشت و محيط كشت در القاء توليد كالوس، جداكشت ريشه و محيط كشت 
mg/L) + Kin1 (MS + 2,4-D همچنين در محيط . بودmg/L Kin5/0MS + وmg/L Kin 1MS +  از

هاي مختلف نمك  ها به محيط كشت بهينه با غلظت سپس كالوس. ساقه باززايي مستقيم صورت گرفت
)0 ,100 ,200 ,300,mM NaCl400 (ها در شرايط استاندارد  داري آن ماه نگه  منتقل و پس از يك

اسمولاريته، تجمع سديم در  ،، ميزان عناصر(SI)فاكتورهاي رشد، مقدار آب نسبي، شاخص حساسيت 
نتايج نشان داد با افزايش . يدرات و ابعاد سلول مورد بررسي قرار گرفتواكوئل، پروتئين ، پرولين، كربوه

شاخص ثابت ماندن . ها كاهش يافت كلسيم و ابعاد سلول غلظت، RWCفاكتورهاي رشد،  NaClغلظت 
ميزان سديم، كلر، اسمولاريته، پروتئين، پرولين و . مقاوم بودن كالوس به شوري را نشان داد حساسيت

 300نسبت به  mM400مولار افزايش و غلظت  ميلي 300تا  NaClافزايش غلظت كربوهيدرات با 
هاي شوري نسبت به شاهد كاهش اما  نيز در غلظت +K+/Naنسبت . را نشان داد داري معنيكاهش 

مشاهده نشد كه مقاوم بودن كالوس به شوري را  NaClمتفاوت   هاي داري بين غلظت تفاوت معني
ها و حفظ جذب  با كاهش رشد، سنتز اسموليتنيز كالوس اين گياه هالوفيت  بنابراين،. دهد نشان مي

  . كند پتاسيم در برابر تنش شوري مقاومت مي
 Salsola arbuscua، وري، فاكتورهاي رشد، پروتئين، ، تنش ش ها، اسموليت ابعاد سلول، :كليد واژه
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  44  .. در تيمارهاي Salsola arbuscula ارتباط بين مقدار آب و ميزان سديم در كالوس 16-3شكل 



   س

   NaCl ..... 45  تيمارهاي مختلف در Salsola arbuscula تغييرات كمي پروتئين كالوس 17-3شكل 

  NaCl 46 ارهاي مختلفتيم در Salsola arbuscula تغييرات اسيد آمينه پرولين كالوس 18-3شكل 

  47 ......... تحت تيمارهاي Salsola arbuscula تغييرات ميزان كربوهيدرات كل كالوس 19-3شكل 

  48 ....... تحت تيمارهاي Salsola arbuscula ها در كالوس تغييرات طول و عرض سلول 20-3شكل 

 B mM)شاهد بدون تنش  A)در  Salsola arbuscula هاي كالوس تغييرات اندازه سلول 21-3شكل 

NaCl100  (C mM NaCl200 (D mM NaCl300 (E mM NaCl400 ............................ 49  

  NaCl 50 تيمارهاي مختلف در Salsola arbuscula هاي كالوس تغييرات مساحت سلول 22-3شكل 

  81 ............................................................................ منحني استاندارد سديم 3پيوست

  81 ......................................................................... منحني استاندارد پتاسيم 4پيوست 

  82 ........................................................................ منحني استاندارد پروتئين 5پيوست 

  83 .......................................................................... ندارد پرولينمنحني استا 6پيوست 

  84 .............................................................. منحني استاندارد كربوهيدرات كل 7پيوست 

  



   ش

  فهرست علائم اختصاري
 

BA .................................................................................... 6-Benzylamino Purine  
2,4-D ................................................................... 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid  

DW ................................................................................................... Dry weight  
EDTA ................................................................. Ethylenediaminetetraacetic acid    

EC ................................................................................... Electrical conductivity   
FW ................................................................................................ Fresh weight  

g .............................................................................................................. Gram 
Kin ........................................................................................................ Kinetin  

LEA ...................................................................... Late embryogenesis abundance  
L .............................................................................................................. Litre  
µ ............................................................................................................. micro  
m ............................................................................................................... Mili 
M ............................................................................................................ Molar  

P5C .................................................................................. Pyrroline-5-carboxylate  
RGR .................................................................................... Relative growth rate  
RWC................................................................................. Relative water content   

SI ............................................................................................. Sensitivety index  
µ ............................................................................................................. micro  
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  ولفصل ا
  مقدمه و بررسي منابع

  
  

  كشت بافت 1-1
  تعريف كشت بافت 1-1-1

ها  هاي طراحي شده جهت رشد و تكثير سلول روشاي از  گياهي مجموعه ، بافت و اندام كشت سلول   
 Loyola-Vargas and)هاي غذايي در شرايط استريل و كنترل شده است  ها با استفاده از محلول و بافت

Vazquez-Flota, 2006) .مند زمان طولاني براي رشد يك گياهچه توسعه زروش تكثير طبيعي نيا
بنابراين  طلبد، را ميزمين كافي، كوددهي دائمي و مراقبت هميشگي  روش بعلاوه آن. است بذريافته از 

و شانس  بودهمشكل  انگياهبعضي از  بذربجز اين، گرفتن . باشد مينيازمند نيروي انساني فراوان 
كه روشي استاندارد  ،روش كشت بافت ،برخلاف آن. عاري از آلودگي و مريضي كم است گرفتن گياه

تواند درصد بيشتري از گياهان عاري از پاتوژن در يك زمان كمتر و  مي ،باشد جهت تكثير گياهان مي
استقرار سيستم كشت بافت به منظور باززايي . (Roy et al., 2008)د آورتر فراهم  در مكان كوچك

 ,.Wang et al)ورزي و اصلاح ژنتيكي در سطح سلولي است گندميان، اساس دست تيرهان در گياه

 نياززا با كيفيت خوب و باززايي گياهان، پيش  هاي كالوس هاي تعليقي يا كشت ايجاد كشت .(2001
  .(Wang et al., 2003)گردد  هاي علفي محسوب مي هاي مطلوب به گونه لازم براي انتخاب و انتقال ژن

  
  كالوس 1-1-2

 مهندسي. يكي از كاربردهاي كشت بافت گياهي توليد كالوس و به دنبال آن باززايي گياه است   
وده سلولي تكالوس . (Hassan et al., 2009) ژنتيك به كاربرد كشت بافت و باززايي گياه وابسته است
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شود كه  ي تمايز يافته ايجاد ميها ها و اندام بافت  يافته است كه معمولا در محل زخمنتمايز  شكل بي
. (Han et al., 2011) شوند هاي نابجا و يا رويان از يك كالوس ايجاد مي گاهي به طور خودبخودي اندام

اولين مرحله تشكيل كالوس تمايززدايي . نامند عمل تحريك جهت تشكيل كالوس را القاي كالوس مي
  . است

  
  عوامل موثر بر توليد كالوس 1-1-3

محيط كشت، نوع هاي رشد،  كننده ژنوتيپ، تنظيم: ل موثر بر توليد كالوس و باززايي شاملعوام   
  .است محيط كشت نوع جداكشت، سن جداكشت و شرايط فيزيكيكربوهيدرات، 

  
  ژنوتيپ 1- 1-1-3

نتايج نشان داده است وابستگي خاص القاي كالوس و باززايي گياه به ژنوتيپ اجتناب ناپذير و كلي    
 Lu and)كند  و القاي كالوس و باززايي گياه با ژنوتيپ گياه تغيير مي (Han et al., 2011)است 

Bridgen, 1996) .هاي خارجي و مواد مغذي موجود جهت القاي كالوس به رقم  كننده ميزان تنظيم
ند ك به ژنوتيپ گياهي تغيير مي مورد استفاده بستهگياهي وابسته است بنابراين تركيبات محيط كشت 

(Han et al., 2011) .  
  
  هاي رشد كننده تنظيم 2- 1-1-3

هاي رشد در  القاي كالوس و باززايي گياه نيازمند حضور شرايط مناسب و تركيبات تنظيم كننده   
هاي رشد كالوس  كننده اغلب در محيط فاقد تنظيم. (Abd Elaleem et al., 2009)محيط كشت است 

هاي رشد  كننده ميزان تنظيم. (Abd Elaleem et al., 2009; Ahmad et al., 2011)شود  تشكيل نمي
 Bhaskaran and)بستگي دارد هاي داخلي گياه  لازم جهت القاي كالوس به ژنوتيپ و مقدار هورمون

Smith, 1990;) .ها براي پاسخ به اين  هاي محيط كشت و توانايي بافت زايي به هورمون همچنين كالوس
هاي  كننده نوع و غلظت تنظيم. (Akbas et al., 2009)ول كشت وابسته است تغييرات هورموني در ط

اند  رشد مانند اكسين و سيتوكينين به عنوان اجزاء حياتي در القاي كالوس و باززايي گياه شناخته شده
(Neibaur et al., 2008) .ها بر دو  هاي بالاتر آن ها نسبت به غلظت كننده هاي كم تنظيم معمولا غلظت
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كنترل فرايندهاي ). 1390اميدي و همكاران، (فت كالزايي و اندازه كالوس تاثير بيشتري دارند ص
  .)1389پيوندي و همكاران، (بستگي دارد ها  ها و سيتوكينين تمايزيابي به حضور اكسين

  
  اكسين 2-1- 1-1-3

س با نوع و و توليد كالو (Abd Elaleem et al., 2009)اكسين جهت القاي كالوس ضروري است    
در محيط داراي اكسين و . (Mendoza and Kaeppler, 2002)گيرد  غلظت اكسين تحت تاثير قرار مي
). 1386دانشور، (شود  شود اما بدون حضور اكسين كالوس توليد نمي فاقد سيتوكينين كالوس توليد مي

در  D-2,4ن از نوع شود مثلا هورمون اكسي كنش مشاهده مي بين نوع و غلظت اكسين ارتباط و برهم
شود اما  شود و با افزايش غلظت آن از توليد كالوس كاسته مي هاي كم سبب توليد كالوس مي غلظت

دهند  توليد كالوس را افزايش ميزياد  هاي در غلظت (Dicamba) و ديكامبا (Picloram) پيكلورام
(Mendoza and Kaeppler, 2002).  

  
  سيتوكينين 2-2- 1-1-3

شايد اثرات . (Abd Elaleem et al., 2009)مهمترين فاكتور موثر بر باززايي ساقه است سيتوكينين    
 ,.Magyar-Tabori et al)هاي القا شده است چشمگير آنها مرتبط با تغييرات بافتي ايجاد شده در بافت

اما . گيرد زايي صورت مي شاخسارهمعمولا زماني كه نسبت سيتوكينين بيشتر از اكسين است .  (2010
پيوندي (زند  را رقم مي اي شيشه شرايط درون زا تمايز بافت در زا و برون هاي درون برهم كنش هورمون

. گيرد هاي بكار رفته تحت تاثير قرار مي موفقيت كشت با نوع و غلظت سيتوكينين). 1389و همكاران، 
هاي  توانند با سيتوكينين ها متفاوت است و آنها مي چون جذب، انتقال و متابوليسم آنها بين واريته

هاي بكار رفته در سيستم باززايي  بيشترين سيتوكينين .داخلي يك جداكشت تحت تاثير قرار گيرند
است اما بازده آنها به ژنوتيپ و ديگر فاكتورها وابسته   Tidiazeron (TDZ)و (BA)معمولا بنزيل آدنين 

  . (Magyar-Tabori et al., 2010)است 
  
  شتمحيط ك 3- 1-1-3

خانواده، جنس  با توجه به هاي مختلف گياه جهت القاي كالوس ها يا اندام محيط كشت مناسب بافت   
تغييرات القاي كالوس در محيط كشت . (Guo-qiang et al., 2001)كند  وگونه متفاوت تغيير مي
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NO3متفاوت شايد به علت تفاوت نسبت 
-/NH4

در  pH، يك فاكتور مهم در جذب نيتروژن و تنظيم +
دليل عمده براي تفاوت محيط كشت مناسب . (Yan et al., 2009) باشد طول كشت بافت گياهي

هايي در خصوصيات فيزيكي، سطوح متابوليك  وجود تفاوت ختلفهاي م جهت القاي كالوس در گونه
-Guo)ها به علت دوره طولاني تكامل طبيعي است  بيوشيميايي همچون مقادير هورمون در بين آن

qiang et al., 2001) .كازئين هيدروليز)گلوتامين(خاص  اسيدهاي آمينههاي زيستي از قبيل  مكمل ، 
و سديم نيترو  (Han et al., 2011)، شير نارگيل (Sun and Hong, 2010)، عصاره مخمر  شده

دهند توانند باززايي گياه را به طور موثر تحت تاثير قرار  نيز مي (Xu et al., 2009) (SNP)پروسايد
صورت نياز  در اين. گردد چون گاهي رشد و نمو كالوس پس از يك واكشت كاهش يافته يا متوقف مي

، شده تري نظير شيرنارگيل، كازئين هيدروليز است كه به محيط كشت مورد نياز تركيبات پيچيده
  ).1382احسانپور و اميني، (ها را اضافه نمود  عصاره مالت، عصاره مخمر و امثال اين

  
  هاي كربن هيدارت 4- 1-1-3

هاي كربن  هاي گوناگوني را مانند منبع انرژي، مواد ضروري براي اسكلت نقش هاي كربن هيدرات   
جهت فرايندهاي بيوسنتزي، مواد ضروري براي سنتز ديواره، عناصر اسمولاريته ضروري در محيط 

ها در گياهان ايفا  تمايز سلولكشت، مولكول انتقال پيام، اثر پتانسيلي قوي بر فيزيولوژي رشد و 
نوع قند و روش استريل آن بسته به ژنوتيپ گياه و ديگر شرايط . (Trejgell et al., 2006)كنند  مي

اما  ،(Mendoza and Kaeppler, 2002)محيطي اثرات چشمگيري بر رشد كالوس و باززايي گياه دارد 
اثر سوربيتول بر تكثير . (Trejgell et al., 2006)معمولا ساكارز بهترين منبع كربن مورد استفاده است 

كيفيت و كميت توليد . ارزيابي شد) 2003( و باززايي كالوس براي اولين بار توسط رشيد و همكاران
بازده توليد كالوس و MS با افزودن سوربيتول به محيط . يافتبهبود  كالوس توسط سوربيتول در گندم

افزايش چشمگير كالوس و باززايي گياه در كشت بساك . (Trejgell et al., 2006) يافتباززايي افزايش 
. (Mendoza and Kaeppler, 2002)د شمشاهده نيز غلات از قبيل گندم و جو در محيط حاوي مالتوز 

همراه با  MSدر محيط كشت  يافته انگيزش هاي  در القاي كالوس و كاهش در جنين دار معنيافزايش 
2,4-D هاي جو مانند  عضي رقمو مالتوز براي بCV. Golden promise  مشاهده شده است(Han et 

al., 2011) .جوانه گل موثر نبوده است  جداكشت مالتوز موجود در محيط كشت بر رشد كالوس در


