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در روش باززایی مستقیمقند چغندري دمبرگ ریزنمونههاي نابجا از کشت بافت تولید جوانه
4میترا خادمیو3، احمد اسماعیلی2، فرهاد نظریان فیروزآبادي1حسین مظاهري کوهانستانی

لرستاندانشگاه ،دانشکده کشاورزي، دانشجوي دکتريو دانشیار، آموخته کارشناسی ارشدانشد-4و 3، 1
)nazarian.f@lu.ac.irول:و(نویسنده مس، ، دانشکده کشاورزي، دانشگاه لرستاناستاد-2

3/3/96تاریخ پذیرش: 9/7/95تاریخ دریافت:

چکیده
Beta vulgaris)چغندرقند L.)ها و همچنین معرفی ر دنیاست. بررسی عملکرد ژنیکی از دو محصول اصلی و مهم تولید قند د

مندي از هر نوع رو، استفاده از کشت بافت براي بهرههاي مهندسی ژنتیک است. از اینهاي ارزشمند، نیازمند استفاده از روشژن
ریز نمونه مناسبیافتنمنظورقند بهمنظور تولید گیاهچه در گیاه سرسخت چغندرروش انتقال ژنی گریزناپذیر است. بنابراین به

دراز یک آزمایش فاکتوریلي جوانه انتهایی،و تهیهبذرهابدون نیاز به کشت مجدد مستقیمباززاییروشبهجوانهتولیدبراي
مستقیم و ازباززاییروشدرجوانهپایهحاويهايبرگهاي نابجا موجود بر روي از جوانهطرح کاملاً تصادفی استفاده شد.قالب

پس .استفاده شدSBSI-02)و(SBSI-04لاین چغندرقند پهنک برگ و دمبرگ در دو موقعیت نزدیک و دور نسبت به جوانه رأسی دو
) ویترگرم در لیلیمIBA)1/0یهورمونیببا ترکMSیطمحدر ها یزنمونهراز گذشت چهار هفته و دو بار واکشت،

BAP)25/0مطالعهینایجقرار گرفتند. نتایسهمورد مقاصورت درصد بهشمارش و یديتوليهاهتعداد جوان، )لیتردرگرممیلی
در مجموع SBSI-04لاینزایی،جوانهدرصداز نظر صفتینهمچننمود. یدتولرا جوانه یشترینبي دمبرگ ریزنمونهنشان داد که 

یتقابلیشترینبSBSI-04ینلاهاي دمبرگ داخلییز نمونهی، رکلطوربه. کردرا تولیدي بیشتريهاجوانهSBSI-02ینلانسبت به 
بهتر است از ت، ضمن توجه به اهمیت نوع ژنوتیپدادند، این موضوع نشان داد که براي تولید گیاهان تراریخجوانه را نشان تولید

کشت بافت این ریزنمونه و تراریزش آن استفاده شود.

هاي رشدزش، دمبرگ، ریزنمونه، هورمونمستقیم، تراریکلیدي: باززاییهايواژه

مقدمه 
گیاهی دیپلوئید L.Beta vulgarisقند با نام علمی چغندر

)18=n2) دو ساله و از تیره اسفناج ،(Chenopediaceae (
میلیون تن 24ي آن (بیش از بالاکاراییدلیل به.)21(است

عنوان بهعنوان منبع شکر، بلکهتولید جهانی شکر) نه تنها به
طور هاي جدید در ریشه بهبیوراکتور سبز براي ذخیره متابولیت

.)14(باشداي مورد توجه میقابل ملاحظه
نژادي بهبود بسیاري از صفات زراعی این گیاه، از طریق به

اصلاح ژنتیکی آنها و یا حداقلنیست میز آکلاسیک موفقیت
کی از ). ی14،38(بسیار مشکل استهاي سنتی روشبه

استفاده از فنون ،هاي اولیه براي تولید گیاهان تراریختنیاز
تا بتوان از یک سلول تراریخت اولیه استکشت سلول و بافت 

قند، یکی از گیاهانی است که به گیاه کامل دست یافت. چغندر
، و در حال حاضراست ورزي ژنتیکی آن بسیار مشکل دست

براي باززایی این افق همه مورد توو مؤثر یک روش استاندارد،
محققان نشان تازگی به).29،22،11،43(وجود نداردگیاه
اند که موضوع تمایززدایی و باززایی خصلتی ژنتیکی است داده

اززایی بهاي لازم براي رسد چغندر قند فاقد ژننظر میکه به
منظور تعیین بهترین به. )20(در مجیط کشت بافت است

صورت متعدديتحقیقات، کشت بافتریزنمونه و شرایط
تشکیل کالوس از طریق کشت ).45،33،11،23(استگرفته
از باززایین آها و به دنبال اي، هیپوکوتیل و برگهاي لپهبرگ

روش باززایی به).5،6،24،37،4(کالوس گزارش شده است
و در بر استپرهزینه و زمانبسیار، مستقیم و از کالوسغیر
چون شود.مواقع باعث ایجاد تنوع سوماکلونی میاي ازپاره

گیاهان حاصل از روش باززایی مستقیم اندام هوایی، از 

باززایی لذا)3(پایداري ژنتیکی بالاتري برخوردار هستند 
هاي ، بدون مرحله تشکیل کالوس، از برگاندام هواییمستقیم 

)11،13،27(و پایه جوانه)3،4،6(دمبرگ )19،25،41(ايلپه
موفقیت در این روش، . با این حال صورت گرفته است

نمونه، ژنوتیپ و ترکیب محیط کشت متفاوت برحسب نوع ریز
نشان برخی مطالعات تایج نبراي مثال .)4،8،35،45(بوده است

هاي از ژنوتیپو متفاوت هاينمونهباززایی ریزکه دهدمی
.)16،38،45(باهم هستندمختلف داراي اختلاف زیادي 

هاي با توجه به اهمیت ژنوتیپ در کارایی سیستمرو از این
آمد براي باززایی مستقیم و نیاز به داشتن یک سیستم کار

قند در شرایط هاي با ارزش چغندرباززایی مجدد ژنوتیپ
نمونه اي متمرکز براي تعیین نوع ریزآزمایشگاهی، لزوم مطالعه

هاي ارزشمند نوتیپژو شرایط هورمونی مؤثر در باززایی
در همین شود.موجود در کشور بیش از پیش احساس می

اي جهت تعیین مطالعه) 21خادمی و همکاران (خصوص، 
هاي حاوي پایه سطوح هورمونی مناسب براي تولید برگ

نتایج .دادندانجام قندچغندردر جوانه در روش باززایی مستقیم 
غلظت به نوع تولیديتحقیق نشان داد که بیشترین جوانه این 

بیشترین جوانه تولیدي که طوريبستگی داشت بهسیتوکینین
ترتیب در سطوح بهSBS-02و SBS-04هاي در لاین
.حاصل شدBAهورمونازmgl-15/1وmgl-12هورمونی 

هاي برگ ) نشان دادند که از ریزنمونه43فر و همکاران (زمانی
ن ریزنمونه براي تراریزش عنواتوان بهحاوي پایه جوانه می

هایی چون تواند مزیتچغندرقند استفاده نمود. دلیل این امر می
سادگی تهیه، منبع قابل دسترسی و دائمی با قابلیت باززایی 

ن لازم براي باززایی بالا براي تهیه ریزنمونه هدف، کاهش زما

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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دلیل باززایی مستقیم و نیز به حداقل رسیدن تنوع ها بهجوانه
دلیل نداشتن فاز کالوس و نیز جوان بودن این اکلونی بهسوم

فر و همکارانزمانیاز آنجایی که در مطالعه ریزنمونه باشد. 
هاي پهنک برگ و ) تفاوتی در دو محیط بین ریزنمونه43(

دمبرگ مشاهده نشد و با توجه به این نکته که تعداد 
دك است، رغم کارایی آنها در یک گیاه انیهاي راسی علجوانه

پهنک برگ و ينمونهریزبین دو انتخاب این آزمایش با هدف 
بجا در براي بازایی مداوم جوانه ناو ژنوتیپ مناسبدمبرگ 

و تهیه جوانه بذرهامجدد بدون نیاز به کشتگیاه چغندرقند، 
ها ریزنمونهأعلاوه موقعیت برگ منشبه.صورت گرفتانتهایی

نیز مورد توجه قرار گرفت.

ها مواد و روش
بر القاء شدهگیاهان چغندرقند اندام هواییاز مطالعهدر این 

هاي نمونهبر روي ریز) 21اساس نتایج خادمی و همکاران (
ها استفاده شدریزنمونهکننده عنوان منبع تأمینبرگی به
ژرم و مونوژرم دو لاین مولتیبذرهااز .)2و 1(شکل 

-SBSI(لاین گرده افشان) و SBSI-04هاي قند به نامچغندر
هايعنوان بهترین لاینکه بهاستفاده شد ) اُتایپ(لاین 02

براي شوند.والدي براي تولید بذر هیبرید در کشور شناخته می
، ازدست آوردن جوانه انتهاییههاي استریل و بتولید گیاهچه

دو ابتدا، بذرها در. شداستفاده)33(روش نوروزي و همکاران
30مدت سولفوریک غلیظ بهمحلول اسیدرقم چغندرقند در

ها زدوده شده و در زوائد و آلودگیدقیقه تیمار گردیدند تا 
مدتبهمرتبه و هر بار3. سپس بذرها شودزنی تسریعجوانه

شدند. براي ضدعفونی، دادهشستشومعمولیآببادقیقه5
دقیقهیکمدتدرصد به70الکلبذرها در اولین مرحله در

بابذرهامقطر،آببذرها باشستشوازپس. شدندورغوطه
دقیقه15مدتدرصد به5/2سدیمهیپوکلریتمحلول

سه بار با آب مقطر هر بار به يبرایگرشدند و بار دضدعفونی
یمواد ضدعفونتا بقایاي شدندداده شستشو یقهدق5مدت 
کاغذ يشدن بر روداریشهها جهت ربذرپاك شوند.کننده

.قرار داده شدندیکیدیش در تاردرون پتريیلاستریصاف

آگارآبمحیطبهدارریشهبذرهاروز،3گذشتبعد از
هفته،یکگذشتازپس. شدندمنتقلگیاهچهتولیدبراي

بذرها جوانه زده حذف یشهو رکوتیلدون، هیپوکوتیلقسمت
به محیط القا و برگهیاهچگیدجهت تولییشد و جوانه انتها

جوانه انتقال داده شد.
جوانه انتهایی جهت تولید گیاهچه و برگ حاوي پایه جوانه در 

با ترکیبات سطوح غلظتی هورمون)MS)31پایهکشت محیط 
) قرار داده شد. mgl-15/0(NAAو)BAmgl-1)5/1هاي 

ها در محیط کشت پایه روز، جوانه14تا 10پس از گذشت 
MSترکیبات هورمونیباBA)mgl-125/0 و (IBA

)mgl-11/0منتقل مدت چهار هفته و هر دو هفته یک بار ) به
ماه از کشت بذرها، گیاهان 2پس از حدود گذشت .)21(شدند

داراي تعداد کافی برگ براي تهیه ریزنمونه بودند.
از آنجایی که سن ریزنمونه و همچنین موقعیت ریزنمونه روي 

نمونه دمبرگ و ریزکالوسزایی و تراریزش موثر است، کارایی 
) از این 1(شکلپهنک در دو موقعیت داخلی و خارجی

تیمار8ها در دو لاین چغندرقند برش و در مجموع با جوانه
دمبرگ و ؛ دو نوع ریزنمونه SBS-02و SBS-04(دو لاین 

در محیط کشت پهنک برگ و دو موقعیت داخلی و خارجی) 
IBA) و BAP)mgl-125/0با ترکیبات هورمونیMSپایه 

)mgl-11/0.از براي مقایسه تیمارهاي آزمایش، ) کشت شدند
تکرار 4آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با یک 

از آنجایی که میزان . استفاده شدریز نمونه در هر تکرار 10و 
ترین صفت براي قضاوت در ها روي برگ مهمتولید جوانه
ي هاي نابجا از کشت بافت ریزنمونهتولید جوانهخصوص 

درصد است، لذا قند در روش باززایی مستقیم دمبرگ چغندر
پس از ظهور در یک ها هاي تولیدي در هر یک از تیمارجوانه

به زاییجوانهدرصد صفت هاي داده.شمارش گردیدروز خاص 
براي برخورداري از )MSTATC)32افزار نرمکمک 

.گرفتمورد تجزیه و تحلیل قرار توزیع نرمال خورداري ازبر
در اي دانکن آزمون چند دامنهبراي مقایسه میانگین تیمارها از

استفاده شد.داري مربوطه صطح معنی

ونه دمبرگنمریزD)نمونه پهنکریزC)خارجی برگ B)داخلی برگ)Aهاي مختلف:نمونهریزقرارگیري نسبیمحل -1شکل
Figure 1. The relative position of different explants: A )Internal leaf and B) External leaf C) Leaf blade explant D)

Petiole explant.
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نتایج و بحث
هاي نابجا است. هاي ریز ازدیادي تولید جوانهیکی از روش

هاي غیر سلولدهد که هاي نابجا وقتی روي میتولید جوانه
هاي رشد موجود در کنندهتنظیممریستمی در واکنش به

صورت محیط کشت و همچنین مواد غذایی درون بافت به
هاي مریستمی رشد کنند. اثر متقابل این ترکیبات سلول

هاي که ساختار زایی شبه مریستمی (سلولموجب توانایی باز
شود. ستند) میمریستمی ندارند، ولی داراي فعالتی مریستمی ه

سیتوکینین ها با توجه به نسبت اکسین واین شبه مریستم
صورت اندام هوایی و یا ریشه نمو موجود در محیط کشت به

شروع تشکیل اندام هدهندها نشانیابند. تولید شبه مریستممی
هاي مختلف یا حتی جنین است و در کالوس و ریز نمونه

هاي که در این روش ونهدهد. یکی از ریز نمگیاهی روي می
استفاده از قطعات برگی یا ساقه ؛گیردمورد استفاده قرار می

ها در یک محیط مشخص غذایی است. در این حالت ریزنمونه

د نشوداراي مقادیر مناسب اکسین و سیتو کنین کشت می
کند. هاي نابجا را پیدا میاین ترتیب امکان تولید جوانهو به

هاي هاي رشد در باززایی مستقیم اندامکنندهتغییر در تنظیم
.هاي ریز نمونه موثر استهوایی یا ریشه از سلول

پس ،درصدبه ها تعداد جوانهشمارش هاي حاصل از داده
هاي مربوطه،وسیله آزموننرمال بودن آنها بهآزمون بررسی 

نتایج حاصل از .آماري قرار گرفتندهايمورد تجزیه و تحلیل
بررسی ارائه شده است.1ها در جدولجزیه واریانس این دادهت

هاي عاملکه اثر دادها نشان نتایج جدول تجزیه واریانس داده
بسیارزنی درصد جوانهصفت نمونه بر روي نوع لاین و نوع ریز

نمونه اند. همچنین اثر متقابل نوع ریزبوده)≥01/0P(دارمعنی
داريمعنیزنی ي درصد جوانهرونیز نمونه یزو موقعیت ر

)05/0P≤ (ه ظملاح1طوري که در جدول همان.استبوده
گانه روي مشخصاَ اثر سهشود، سایر اثرات ساده، دوگانه ومی

ند.اهدار نشدزنی معنیدرصد جوانه

قندهاي تولیدي حاصل از کشت بافت در چغندرتجزیه واریانس صفت درصد جوانه- 1جدول
Table 1. Analysis of variance for number of buds produced from tissue culture in sugar beet

میانگین مربعاتدرجه آزاديمنبع تغییر
66/125**1لاین

45/125**1نمونهریز
1ns125/0موقعیت

1ns000/2موقعیتلاین 
1005/0نمونهریزلاین  ns

1ns500/4موقعیتنمونه ریر
1ns125/1نمونهریزموقعیت لاین 

24ns104/1اطخ
3/23(CV)درصد تغییرات 

ns ،**درصد5و 1دار در سطوحدار و معنیبه ترتیب تفاوت غیر معنی: *و

مشاهده2ل جدودار در مقایسه میانگین اثرات معنی
ه دمبرگ نمونریزشود،که مشاهده میطوريهمانشود.می

در جوانه درصد تولید نمونه پهنک از نظر صفت نسبت به ریز
نظر علاوه بهبهدهد.بهتري را نشان میکارایی لاینهر دو 

در SBSI-02نسبت به لاین SBSI-04لاین رسد که می

اثر مقایسه میانگین. )2(جدول برتري داردجوانه تولید بیشتر 
جوانه درصد بیشترین که اد نشان دموقعیتنمونه زریمتقابل 

نمونه دمبرگ داخلی لاین ریزاز کشت توان ي را میتولید
SBSI-04تولید نمود.

ها به روش دانکنمقایسه میانگین صفت میانگین درصد تولید جوانه- 2جدول
Table 2. Mean analysis of the average number of generated buds, using Duncan multiple range test

هامیانگین درصد جوانهگروهلایننمونهموقعیت ریز
04SBSI-A25/7دمبرگ داخلی
04SBSI-A75/6دمبرگ خارجی
04SBSI-AB75/5پهنک خارجی
02SBSI-BC75/4دمبرگ داخلی
02SBSI-C00/4دمبرگ خارجی
04SBSI-C00/4پهنک داخلی
02SBSI-D75/1پهنک داخلی
02SBSI-D75/1پهنک خارجی

).>05/0Pدار هستند (هاي با حروف مشترك فاقد اختلاف معنیمیانگین
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B)هاي رویشی در سطح فوقانی و نزدیک به رگبرگ اصلی.هاي پهنک داراي جوانهریز نمونهA)هاي نابجا.داراي جوانهنمونهریز-2شکل
هاي رأسیقسمتهاي رویشی در محل برش و درنههاي دمبرگ داراي جوانمونهریز

Figure 2. Explants with adventitious buds. A) Leaf blade explants with upper vegetative buds close to the main vein.
B) Petiole explants with vegetative buds at the apical side and at cutting area

براي قند در شرایط آزمایشگاهی بافت چغندرمطالعات کشت
کالوسالقاء بافت باقندریشه چغندرتولید گیاه از

گیري کالوس در شکلاگرچه . )12،1(اي طولانی داردسابقه
قند با توان باززایی کوتیلیدون، هیپوکوتیل و برگ چغندر

قند از تولید گیاه چغندر، اما )2،41(گزارش شده استمتفاوت 
در تنها یق باززایی مستقیم و بدون مرحله تشکیل کالوس، طر

هاي مریستمی مستعد براي ها حاوي سلولنمونهاز ریزيتعداد
بررسی این . )6،42(استگزارش شده صورت ها باززایی جوانه

ها به دهد که باززایی مستقیم جوانهخوبی نشان مینتایج به
نوع جدا کشت عواملی همچون ژنوتیپ، ترکیبات هورمونی و

هم راستا با تحقیقات پیشین، .)7،18،28،36(بستگی دارد
نتایج این مطالعه نیز نشان داد که نه تنها نوع ریزنمونه، بلکه 

اعمال پیش تیمار روي تولید جوانه موثر است. رموقعیت آن ب
گیري روي توان ها تأثیر چشمریزنمونهکننده منابع تأمین

سرسختی مثل هاي گونهها از جمله باززایی بسیاري از گونه
طور معمول ه (بحضور یک سیتوکنین.)9(قند داردچغندر
BAP(معمولاَ ) و یک اکسینIAA, NAA 2,4یا,D در (
ضروري است. هاي کشت اولیه براي تشکیل کالوس محیط

تشکیل نسبت پایینی از اکسین به سیتوکنین باعث القاء 
ه سیتوکنین باعث القاء ریشهو نسبت بالاي اکسین بهاجوانه

تأثیر براي مثال .)10،29(شودزایی در محیط کشت ثانویه می
قند قبلاً در چغندراندام هواییپیش تیمار هورمونی در باززایی 

نشان ) 43(و همکاران فرزمانی. )44،45(گزارش شده است 
ي جوانه مربوط به ریزنمونهتولید که بیشترین درصد ندداد

ي راسی، پس از آن مربوط به پهنک و دمبرگ است. جوانه
پهنک و هاياز ریزنمونهجوانهتولید این اختلاف نتایج بین 

توان به ترکیب محیط کشت و وجود اکسین میدمبرگ را 
نوروزي و دانست.مرتبط ها ذاتی در برخی از ریزنمونه

، با کشت جوانه انتهایی در محیط کشت حاوي )33(همکاران 
رشد خوبیبههابرگدادند که هاي متمایزکننده نشاننهورمو

تولید هاي مناسبی براي انتقال ژن نمونهریزوپیدا کرده 
اندام توان باززایی مستقیم از ها این نوع ریزنمونهزیرا ،کنندمی

در این مطالعه، از دو محیط القا جوانه .برخوردار هستندهوایی 
) mgl-15/1(هاهورمونز بین امحیط اولگردید. در استفاده 

BAو)mgl-15/0(NAA زدایی بافتی را فرآیند تمایزاکسین
ها سلولدر تحریک و سبب القاء خاصیت توتی پوتنسی 

غلظت بالاي سیتوکینین . این درحالی است کهشودمی
در محیط کشت القا دوم .کندزایی مستقیم را تشدید میجوانه

3مدت ) بهmgl-11/0(IBAو)BA)mgl-125/0با حضور
خصوص بههاي زیاد براي ایجاد جوانهيهفته، شرایط مساعد

این قبلاً استفاده از . شودمیفراهم در اطراف رگبرگ اصلی
ي برگ زایی از ریزنمونههورمون براي ریختنوع فیتو

.)11،21،33(پیشنهاد شده بوددر مطالعات قبلی قندچغندر
صل از کشت دمبرگ اکثراً از نواحی هاي رویشی حاجوانه

همچنین .شوندمیبرش یافته نزدیک به مریستم رأسی ظاهر 
طور عمده بر روي سطوح فوقانی برگ و در هاي نابجا بهجوانه

در ارتباط ).2(شکلشوند میها تولید رگبرگنواحی نزدیک به
هاي نمونهشود که ریزنمونه، مشاهده میبا تأثیر نوع ریز

هاي نابجا جوانهنسبت به پهنک در باززایی مستقیمدمبرگ
هاي دمبرگ نمونهریزتوانایی به مراتب بیشتري دارند. معمولاً

هاي نمونهبه ریزاستریل نسبت هايگیاهچهبریده شده از 
در ، هابریده شده از گیاهچههاي ریزنمونهپهنک برگ یا دیگر 

هتري داردهاي نابجا کارایی بباززایی مستقیم جوانه
هاي نزدیک رگبرگ اصلی استعداد سلول. )8،35،42،44(

که باززایی با طوريو باززایی دارند بهتراریزش بیشتري براي 
و BAهاي سرعت بالا در ریزنمونه برگ در حضور هورمون

NAA هاي اطراف رگبرگ اصلی در تا سلولشود میسبب
ید این موضوعأیدر ت. )33(حالت توتی پوتنت قرار گیرند

به دلیلرا رگ جوانه باستفاده از ریزنمونه نیز ) 34نوروزي (
توصیه ،هاریزنمونهاین داشتن یک منبع دائمی تولیدکننده 
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از هاي نابجاباززایی مستقیم ساقه. اندنموده
هاي پارانشیمی زیر اپیدرم هاي دمبرگ، از سلولریزنمونه

لایه ریزنمونهفاده از و به همین دلیل است)4(شود ناشی می
ساقه با موفقیت )3(سلولی نازك براي باززایی مستقیم 

.بالاتري همراه بوده است
SBSI-04زنی در دو لایننتایج مقایسه میزان جوانه

زنی در لاینمیانگین جوانهداد کهنشان SBSI-02و
SBSI-04)9/5 بیشتر از لاین (SBSI-02)0/3باشد.) می

دلیل وجود دگرگشنی قند بهتیپ در چغندرمتغیربودن ژنو
و )9(طبیعی و هتروزیگوسی یک مسئله جدي براي باززایی

یکی از عوامل مؤثر در پاسخ ،کلیطورهباست.)11(تراریزش 
توان به محتواي ژنی آن در قند به کشت بافت را میچغندر

مطالعه تولید ،براي مثال.هاي متفاوت نسبت دادژنوتیپ
هاي قند نشان داد که ژنوتیپژنوتیپ از چغندر15در کالوس

به سطوح مختلف اکسین و سیتوکنین قندمختلف چغندر
اخیراً کاگامی و . )17(دهندمییهاي بسیار متفاوتپاسخ

زایی و بازایی در چغند ند که کالوساه) نشان داد20همکاران (
بی نشان خوهباین موضوع.پذیر استقند از نظر ژنتیکی توارث

ریزنمونه تاثیر بسزایی در أمنشخصوص هژنوتیپ بدهد کهمی
که این تحقیق نشان دادنتایجموفقیت کشت بافت دارد.

هاي هاي رشد یافته در بخشاز برگحاصلهاي نمونهریز
هاي هاي رشد یافته در قسمتنسبت به برگ،داخلی ساقه

ا پاسخ بهتري هاي نابجتر، در پیدایش مستقیم جوانهبیرونی
نمونه ها ریزهاي که از آنسن فیزیولوژیک بافتاند.داشته

هاي نابجا داراي اهمیت است.شود در تولید جوانهگرفته می
به تر پاسخ بهتري نسبت هاي جوانبافتطوري که به

در مطالعه حاضر، )8،44،26(دهند تر نشان میهاي مسننمونه
ي داخلی سن کمتري نسبت هااز برگحاصلهاي ریز نمونه
لذا در ،هاي بیرونی دارندهاي رشد یافته در قسمتبه برگ

نتایج حاصل اند.نشان دادهي بهترکارایی ها نیز، پیدایش جوانه
نمونه دمبرگ از با انتقال ریزدهد کهاز این تحقیق نشان می

هاي حاوي پایه جوانه برگهاي نابجا رشد یافته بر روي ساقه
حاويMSبه محیط کشت باززایی مستقیم در روش 

، )mgl-11/0(IBAو)BA)mgl-125/0هايهورمون
تراریزش در عمل انتقال نمونه براي امکان استفاده از این ریز

و تهیه جوانه انتهایی بذرهابدون نیاز به کشت مجدد ژن
.وجود خواهد داشت

تشکر و قدردانی
دانند تا از م مینویسندگان این مطالعه بر خود لاز

قند موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندرهايمساعدت
همچنین از آقاي .نمایندتشکر تحقیقدر اجراي این کرج 

موسسه تحقیقات مان نوروزي عضو هیات علمی دکتر پی
آید.قدردانی به عمل میقند کرجاصلاح و تهیه بذر چغندر

منابع
1. Butnko, R.G., A.I. Atanassov and V.V. Urmantseva. 1972. Some feature of sugar beet tissue cultures.

Phytomorphology, 22: 140-143.
2. Catlin, D.W. 1990. The effect of antibiotics on inhibition of callus induction and plant regeneration from

cotyledons of sugar beet (Beta Vulgaris L.). Plant Cell Reports, 9: 285-288.
3. Detrez, C., R.S. Sangwan and B.S. Sangwan-Norreel. 1989. Phenotypic and karyotypic status of Beta

vulgaris plants regenerated from direct organogenesis in petiole culture. Theoretical and Applied Genetics,
77: 462-468.

4. Detrez, C., T. Tetu, R.S. Sangwan and B.S. Sangwan-Norreel. 1988. Direct organogenesis from petiole and
thin cell layer explants in sugar beet cultured in vitro. Journal of Experimental Botany, 39: 917-926.

5. Dovzhenko, A. and H.U. Koop. 2003. Sugar beet (Beta vulgaris L.): shoot regeneration from callus and
callus protoplasts. Planta, 217:374-381.

6. Freytag, A.H., S.C. Anand, A.P. Rao-Arelli and L.D. Owens. 1988. An improved medium for adventitious
shoot formation and callus induction in Beta vulgaris L. in vitro. Plant Cell Reports, 7: 30-34.

7. Gosak, M. and M. Szota. 1992. Micropropagation of sugar beet (Beta vulgaris L.) Trisomics in vitro
culture. Genetica Polonica, 33: 115-118.

8. Grieve, T.M., K.M.A. Gartland and M.C. Elliott. 1997. Micropropagation of commercially important sugar
beet cultivars. Plant Growth Regulation, 21: 15-18.

9. Gürel, E., E. Topal and S. Gurel. 2003. The effect of pretreating seedlings with BAP on direct shoot
regeneration from petiole explants of sugar beet (Beta vulgaris L). Asian-Pacific Journal of Biology and
Biotechnology, 11: 57-62.

10. Gürel, E. 1997. Callus and root development from leaf explants of sugar beet (Beta vulgaris L.): variability
between cultivars. Turkish Journal of Botany, 21: 131-136.

11. Hisano, H., Y. Kimoto, H. Hayakawa, J. Takeichi, T. Domae, R. Hashimoto, J. Abe, S. Asano, A.
Kanazawa and Y. Shimamoto. 2004. High frequency Agrobacterium-mediated transformation and plant
regeneration via direct shoot formation from leaf explants in Beta vulgaris and Beta maritima. Plant Cell
Reports, 22: 910  -918.

12. Hooker, M.P. and M.W. Nabors. 1977. Callus initiation, growth, and organogenesis in sugar beet (Beta
vulgaris L.). Zeitschrift fur Pflanzen Physiologie, 84: 237-246.

13. Hussey, G. and A. Hepher. 1978. Clonal propagation of sugar beet plants and the formation of polyploidy
by tissue culture. Annals of Botany, 42: 477-479.

14. Ivic-Haymes, S.D. and A.C. Smigocki. 2005. Biolistic transformation of highly regenerative sugar beet
(Beta vulgaris L.) leaves. Plant Cell Reports, 23: 699-704.

15. Ivic-Haymes, S.D. and A.C. Smigocki. 2005. Identification of highly regenerative plants within sugar beet
(Beta vulgaris L.) breeding lines for molecular breeding. In Vitro Cellular and Developmental Biology-
Plant, 41: 483-488.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
9.

24
.1

79
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

4-
23

 ]
 

                               5 / 7

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.9.24.179
https://jcb.sanru.ac.ir/article-1-929-fa.html


184.................................................................................................. قند در روش باززایی مستقیمي دمبرگ چغندرهاي نابجا از کشت بافت ریزنمونهتولید جوانه

16. Jacq, B., T. Tetu, R.S. Sangwan, A.D. Laat and B.S. Sangwan-Norreel. 1992. Plant regeneration from sugar
beet (Beta vulgaris L.) hypocotyls cultured in vitroand flow cytometric nuclear DNA analysis of
regenerants. Plant Cell Reports, 11: 329-333.

17. Jarl, C. and C.H. Bornman. 1986. Observations on genotypic variation in Beta vulgaris (sugar beet) tissues
cultured in vitro. Hereditas, 105: 55-59.

18. Jianfeny, Z., L. Tianran and D. Xianglan. 1997. Highly efficient induction of sugar beet plant regeneration.
Chinese Journal of Biothchnology, 13: 185-191.

19. Joersbo, M., S.G. Petersen and F.T. Okkels. 1999. Parameters interacting with mannose selection employed
for the production of transgenic sugar beet. Plant Physiology, 105: 109-115.

20. Kagami, H., K. Taguchi, T. Arakawa, Y. Kuroda, H. Tamagake and T. Kubo. 2016. Efficient callus
formation and plant regeneration are heritable characters in sugar beet (Beta vulgaris L.), Hereditas, 153: 12
pp.

21. Khademi, M. and F. nazarian-firouzabadi. 2014. The influence of two types of hormones (BA and NAA) on
appearance of shoot base explants in sugar beet (Beta vularis L.). Agriculural Biotechnology, 1: 47-52.

22. Khwaje poor, M. 2007. Industrial Plants. 3th edn. Jihad University unit Technology of isfahan, Iran, 580 (In
Persian).

23. Kishchenko, E.M., I.K. Komarnitskii and N.V. Kuchuk. 2005. Production of transgenetic sugarbeet (Beta
vulgaris L,) plants resistant to phosphinothricin. Cell Biology International, 29: 15-19.

24. Krens, F.A. and D. Jamar. 1989. The role of explant source and culture conditions on callus induction and
shoot regeneration in sugarbeet (Beta vulgaris L.), Journal of Plant Physiology, 134: 651-655.

25. Krens, F.A., A. Trifonova, L.C.P. Keizer and R.D. Hall. 1996 .The effect of exogenously-applied
phytohormones on gene transfer efficiency in sugar beet (Beta vulgaris L.). Plant Science, 116: 97-106.

26. Kuykendall, L.D., T.M. Stockett and J.W. Saunders. 2003. Rhizobium radiobacterconjugation and callus-
independent shoot regeneration used to in-troduce the cercosporin export genecfpfromCercosporainto sugar
beet (Beta vulgaris L,). Biotechnology Letters, 25: 739-744.

27. Lindsey, K. and P. Gallois. 1990. Transformation of sugar beet (Beta vulgaris L.) by Agrobacterium
tumefaciens. Journal of Experimental Botany, 41: 529-536.

28. Mikami, T., T. Kinoshita and H. Saito. 1985. Clonal Propagation of sugar beet plants by apical meristem
culture. Journal of the Faculty of Agriculture, Hokkaido University, 62: 325-333.

29. Mikami, T., R.N. Sudoh and T. Kinoshita. 1989. Genotypic variation in the in vitro morphogenesis from
leaf explants of Beta vulgaris L. and Beta maritima L. Euphytica, 40: 271-273.

30. Mishutkina, Y.V. and A.K. Gaponenko. 2006. Sugar beet (Beta vulgaris L.) morphogenesis in vitro: Effect
of phytohormone type and concentration in the culture medium, type of explants, and plant genotype on
shoot regeneration frequency. Russian Journal of Genetics, 42: 150-157.

31. Murashing, T. and F. Skoog. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassay with tobacco tissue
culture. Plant Physiology, 15: 473-497.

32. Nissen, D. 1989. MSTATC users guide. Michigan state university, 249 pp.
33. Norouzi, P., M.A. Malboobi, K. Zamani and B. Yazdi-Samadi. 2005. Using competent tissue for efficient

transformation of sugerbeet (Beta vulgaris L.). In Vitro Cellular and Developmental Biology-Plant, 41: 11-
16.

34. Norouzi, P. 2012. Regeneration and transformation of haploid leaf and embryogenic tissues derived from
ovule cultuer in sugar beet (Beta vulgaris L.). Journal of crop Breeding, 10: 63-79 (In Persian).

35. Ritchie, G.A., K.C. Short and M.R. Davey. 1989. In vitro shoot regeneration from callus, leaf axils and
petioles of sugar beet (Beta vulgaris L.). Journal of Experimental Botany, 40: 277-283.

36. Sabir, A.A. and B.V. Ford-lioyd. 1991. Processing crop plant germplasm in vitro for mass production of
regenerants: a case study with beet. Journal of Biotechnology, 17: 257-268.

37. Saunders, J.W. and W.P. Doley. 1986. One step shoot regeneration from callus of whole plant leaf explants
of sugar beet lines and somaclonal variation of in vitro culture behaviour. Journal of Plant Physiology, 124:
473-479.

38. Saunders, J.W. and C.J. Tsai. 1999. Production of somatic embryos and shoots from sugar beet callus:
Effects of abscisic acid, other growth regulators, nitrogen source, sucrose concentration and genotype. In
Vitro Cellular and Developmental Biology-Plant, 35: 18-24.

39. Sharma, H.C., K.K. Sharma, N. Seetharama and R. Ortiz. 2000. Prospect for using transgenic resistance to
insect in crop improvement. Journal of Biotechnology, 3: 76-95.

40. Snezana, D., I. Haymes and A.N.N.C. Smigocki. 2005. Identification of highly regenerative plants within
sugar beet (Beta vulgaris L.) breeding lines for molecular breeding. In Vitro Cellular and Developmental
Biology-Plant, 41: 483-488.

41. Snyder, G.W., J.C. Ingersoll and A.C. Smigocki. 1999. Introduction of pathogen Defense Genes and a
Cytokinin Biosynthesis Gene into Sugar Beet (Beta Vulgaris L.) by Agrobacterium or Particle Bom-
bardment. Plant Cell Reports, 18: 829-834

42. Toldi, O., G. Gyulai, J. Kiss, I. Tarns and E. Balazs. 1996. Antiauxin enhanced microshoot initiation and
plant regeneration from epicotyl-originated thin layer explants of sugar beet (Beta vulgaris L.). Plant Cell
Reports, 15: 851-854.

43. Zamanifar, M., F. Nazarian-Firouzabdi and A. Ismaili. 2016. Effect of two different cytokinin plant
hormones on direct regeneration of diefferent sugar beet explant. Journal of crop Breeding, 19: 203-208 ( In
Persian).

44. Zhang, C.L., D.F. Chen and M.C. Elliott. 2001. Thidiazuron-induced organogenesis and somatic
embryogenesis in sugar beet (Beta vulgaris L.). In Vitro Cellular and Developmental Biology-Plant, 37:
305-310.

45. Zhong, Z., H.G. Smith and T.H. Thomas. 1993. In vitroculture of petioles and intact leaves of sugar beet
(Beta vulgaris L.). Plant Growth Regulation, 12: 59-66.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
9.

24
.1

79
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

4-
23

 ]
 

                               6 / 7

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.9.24.179
https://jcb.sanru.ac.ir/article-1-929-fa.html


Journal of Crop Breeding Vol. 9, No 24, Winter 2018 ……………………………………………….…………………………...... 185

Adventitious Shoot Production using Petiole Explants through Direct Regeneration
in Sugar Beet

Hossein Mazaheri Kohanestani1, Farhad Nazarian-Firozabadi2, Ahmad Ismaili3

and Mitra Khadami4

1, 3 and 4- Graduated M.Sc. Student, Associate Professor and Ph.D. Candidate, Faculty of Agricultural,
Lorestan University

2- Professor, Faculty of Agricultural, Lorestan University, (Corresponding author: nazarian.f@lu.ac.ir)
Receive: September 30, 2016 Accepted: May 24, 2017

Abstract
Sugar beet (Beta vulgaris L.) is one of the two very important sugar crops in the world.

Transgenic experiments, including tissue culture practices play a pivotal role in the investigation
of the any gene function as well as introducing new functionally important genes. Tissue culture
is inevitably required to employ any transgenic methods for making transgenic plants.
Therefore, to find an appropriate explant to produce adventitious shoots in recalcitrant sugar
beet plants without continuous seed germination, a completely randomize design (CRD) was
carried out in a factorial arrangement. The adventitious shoots produced on leaves through
direct regeneration method, were used as in vitro explant. Petiole and leaf disc explants were
studied in two positions, located close and far from terminal buds in two sugar beet lines (SBSI-
04, SBSI-02). After four weeks and two consecutive sub-culturing in MS basal medium
supplemented with IBA (0.1 mgl-1) and BAP (0.25 mgl-1) hormones, the number of shoots were
counted and compared as percentage. Results of this study showed that the petiole explant
produced the highest number of shoots. Furthermore, the number of the shoots was higher in
SBSI-04 line than SBSI-02 line. Interestingly, the position of leaf explants had a significant
effect on the number of shoots produced. Interior petiole explants, produced more shoots in
SBSI-04 line as compared to the leaves farther than terminal buds, suggesting for producing
transgenic sugar beet plants, interior petiole explants are recommended.

Keywords: Direct Regeneration, Explants, Growth hormones, Petiole, Transformation
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