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 76چکیده

گلرنگ یکی از گیاهان روغنی و سازگاریافته به شرایط سخت ایران است. ارقام زراعی زیاد و متنوعی از این گیاه در 

ساخت اسیدهای  وجود مسیرهای پیشرفته دهندهبالایی دارند كه نشان 6 كشور وجود دارد. ارقام گلرنگ محتوای اسید چرب امگا

نسبتا بلند در این گیاه است.  به همین دلیل است كه این گیاه گزینه مناسبی برای مهندسی مسیرهای  چرب غیراشباع با زنجیره

شود. كشت بافت پیش نیاز انجام مهندسی ژنتیك )متابولیت( در گیاهان مختلف سنتز اسیدهای چرب زنجیره بلند شناخته می

زایی سه این تحقیق شرایط بهینه كشت بافت رقم گلمهر گلرنگ انجام شد. برای این منظور پاسخ به ساقهاست. بدین منظور در 

نفتالین /Zeatinو  نفتالین استیك اسید/تیدیازورونهای مختلف شده با غلظتغنی MSریزنمونه ریشه، محور زیرلپه و لپه بر روی محیط 

های بازاشده اعمال و در نهایت تیمارهای سازی ساقه( و طویلMultiplicationبررسی شد. سپس تیمارهای پرزایی ) استیك اسید

به ترتیب برای تیمارهای  %53/24و  15/25، %8/28های مشاهده شده ها بررسی شد. بیشترین باززاییزایی نوساقهمختلف ریشه

نفتالین ,0.5=تیدیازورون( و لپه )2=نفتالین استیك اسید,0.5=تیدیازورون(، ریشه )0=نفتالین استیك اسید,0.5=تیدیازورون) محور زیر لپه

-توانست باعث پرزایی در ریزنمونه BA(0.5mg/L)+Thiamin-HCl (4mg/L)( بدست آمد. همچنین تیمار هورمونی 2=استیك اسید

نفتالین استیك  + BA(1mg/L)هایی كه كالوس داده بودند، تیمار هورمونی های باززا شده شود. به منظور افزایش باززایی ریزنمونه

دهی های كالوس داده نداشت. در این تحقیق نیز ریشهداری در باززایی ریزنمونهاعمال شد كه این تیمار تاثیر معنی (1mg/L) اسید

 ها با تیمارهای هورمونی مختلف با فراوانی كمتر از چهار درصد بدست آمد.نوساقه

 كشت بافت، گلرنگزایی، باززایی، كالوسكلیدی:  های واژه

 مقدمه

های روغنی و یکساله است. این گیاه متعلق به خانواده ( یکی از گیاهان دارویی با دانهCarthamus tinctoriusگلرنگ )

(. این گیاه در سطح Kakaei et al. 2013) ها بوده و برای مناطق نیمه خشك مانند ایران به خوبی سازگار شده استكاسنی

                                                                                                                                                                                      
 دانشجوی دكتری بیوتکنولوژی كشاورزی و منابع طبیعی، پردیس كشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران  1

 سازمان تحقیقات آموزش و ترویج كشاورزی، كرج، ایراندانشیار پژوهشگاه بیوتکنولوژی كشاورزی ایران،  2

 ی و منابع طبیعی دانشگاه تهراناستاد گروه بیوتکنولوژی كشاورزی و منابع طبیعی، پردیس كشاورز 3

 ( hazar@ut.ac.irنویسنده مسئول:)*

  28/10/1395 :تاریخ ارسال

 13/12/1397 :تاریخ پذیرش
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د. از روغن بذر این گیاه به وفور در شودو ارزش صنعتی دارند( كشت می ها و بذور آن )كه هری گلوسیعی در دنیا برای استفاده

 و 2O32H18C )با فرمول شیمیایی  1د. سطح  لینولئیك اسیدشوكننده استفاده میصنایع غذایی، رنگرزی، دارویی و به عنوان روان

18:2 29,1Δ ( در بذور گلرنگ بیشترین سطح )های گیاهی است به همین دلیل است كه روغن ( در میان تمام روغن%90-75

ی میزان )عامل كاهنده 2توكوفرول-گلرنگ با دارا بودن سطوح بسیار بالای اسیدهای چرب غیراشباع و نیز مقادیر قابل توجه آلفا

(. Yang et al. 2009)داشته باشد ای بسیار بالایی در رژیم غذایی انسان ارزش تغذیهتواند میكلسترول خون و تاخیر در پیری( 

ای مانند های ثانویه و محصولات تراریختهامروزه به عنوان بستری برای تولید متابولیت علاوه بر كاربردهای سنتیگیاه گلرنگ 

 (. et al.Huang 2015) ای رشدی و ... معرفی شده استه، هورمون4اسید، انسولین انسانی، آپولیپوپروتئین 3گاما لینولنیك

زمان تا  ( اولین محققینی بودند كه بر روی كشت بافت گلرنگ كار كردند. از آنRao & George, 1989) رائو و جورج

زارش شده است چینی، استرالیایی و ایرانی گ های باززایی ساقه برای ارقام هندی، آمریکایی، تركی،كنون كشت بافت و روش

(Fan & Guo, 2013باززایی گلرنگ از طریق باززایی مستقیم جوانه ساقه یا باززایی جوانه ساقه با واسطه .) الوس بدست آمده كی

 است.

ندوسپرم و محور ا، برگ، ریشه، ساقه، بساک، محور زیر لپههای بریده شده، های گزارش شده شامل لپهمنابع ریزنمونه 

م وجود دستورالعمل بودن نرخ باززایی گیاه گلرنگ در كشت بافت و عدباشد پائینه حذف شده میزده با یك لپجنینی بذور جوانه

(. Huang et al. 2015)باززایی كارآمد برای اكثر ارقام آن، در اغلب موارد مهندسی ژنتیك این گیاه را با مشکل مواجه كرده است 

نه، تغییر در وضعیت رابطه با عوامل مختلف آزمایش مثل انتخاب نوع ریزنموهای زیادی در برای حل این مشکلات، محققان ارزیابی

الش برانگیز برای ها نیز یکی از مسائل چدار كردن نوساقهاند. از طرف دیگر ریشهمحیط كشت و تنظیم شرایط كشت انجام داده

 (.Kumar et al. 2015محققین بوده است )

نفتالین  بافت قبل از هرگونه انتقال ژن، در این تحقیق اثر پنج سطح هورمونیسازی شرایط كشت با توجه به نیاز بهینه

ی دهی و باززایی سه ریزنمونهسبر روی درصد كالو 7زآتین وتیدیازورون 6تیدیازورون هایبا سه سطح از سیتوكین 5استیك اسید

زایی نیز ساقه و ریشه هورمونی مختلف بر رشد ریشه، محور زیر لپه و لپه رقم گلمهر گلرنگ بررسی شد. همچنین اثر تیمارهای

 د. بررسی ش

 

                                                                                                                                                                                      
1 Linoleic Acid 
2 Alpha tocopherol 
3 Gama linolenic acid 
4 Apo-Lipoprotein 
5 Naphtalen acetic acid=NAA 
6 Tidiazoron 
7 Zeatin 
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 هامواد و روش

های سترون: در این پژوهش از رقم پاییزه گلمهرگلرنگ استفاده شد. بذرهای مورد نیاز از مركز تحقیقات تهیه گیاهچه

ثانیه قرار گرفته و سه  50مدت به  %70اصلاح بذر و نهال تهیه شد. به منظور ضدعفونی بذور، ابتدا بذرهای گلرنگ در اتانول 

وزنی  1/0( با غلظت %2HgClدقیقه در محلول كلرید جیوه ) 8مرتبه با آب مقطر سترون شستشو شدند. سپس این بذرها به مدت 

مرتبه با آب مقطر سترون شستشو  4الی  3ور بودند و در نهایت بذرها شدند، غوطهكه به آرامی تکان داده میبه حجمی در حالی

( بدون Murashig and Skoog, 1962) 1/2MSند و پس از خشك شدن بر روی كاغذ صافی سترون، بر روی محیط جامد شد

 هورمون قرار گرفتند. تمامی مراحل ضدعفونی و كشت در زیر هود سترون انجام شد. 

تاندارد اتوكلاو در شرایط اس 1های گیاهی طبق جدول های كشت بعد از افزودن هورمونتیمارهای هورمونی: محیط

سانتی متری توزیع شدند. بذرهای سترون گلرنگ در اتاقك رشد برای جوانه زنی تحت شرایط 10های شده و سپس در پتری

هایی به روز گیاهچه 8-7ساعت تاریکی قرار گرفته و در فاصله زمانی  8ساعت روشنایی و  16و فتوپریود  s2-µmolm 35-1نوری 

چه( و محور های ریشه )به همراه ریشهها به زیر هود لامینار منتقل شده و ریزنمونهآمد. این گیاهچهمتر بدست سانتی 6-3طول 

مترمربع بریده شده و از سمت پشت بر روی محیط هورمونی سانتی 1های با ابعاد حدودی متری و لپهسانتی 1-5/0زیرلپه با طول 

ارها پس از دو هفته در محیط مشابه واكشت شدند تا بتوانند حداكثر استفاده گرم ساكارز در لیتر قرار گرفتند. تمامی تیم 30با 

روز یکبار به محیط مشابه منتقل و  14ها هر های مورد آزمایش تا زمان تشکیل نوساقهرا از محیط مغذی داشته باشند. نمونه

دیش محاسبه شده و به طور كشت شده در هر پتریفراوانی باززایی نوساقه با شمارش تعداد نوساقه تولید شده به تعداد ریزنمونه 

)محیط طویل شدن ساقه( منتقل شدند تا به حداكثر رشد خود  1طبق جدول  MSمتناوب تحت شرایط سترون به محیط كشت 

ها زایی نوساقهانجام شد. در نهایت ریشه 1هایی كه بازانشده بودند نیز طبق جدول برسند. همچنین تحریك به باززایی كالوس

 بررسی شد.  1طبق جدول 

 SAS 9.1 portableهای آزمایش با استفاده از نرم افزارها و تجزیه و تحلیل دادهبودن دادهنرمال: های آماریداده تجزیه

تکرار بررسی  3بررسی گردید. این آزمایش در قالب آزمایش فاكتوریل با طرح پایه كاملا تصادفی در  5داری %و در سطح معنی

 شد.
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 های مختلف ژنوتیپ گلمهرگلرنگ: اجزای محیط كشت و شرایط مختلف آزمون شده برای باززایی از ریزنمونه1جدول

 اجزای محیط کشت محیط کشت

 MS + TDZ (0.2,0.5,1mg/L) + NAA (0,0.2,0.5,1,2mg/L) + Sucrose-1 باززایی مستقیم ساقه

(3%) + Agar (7%) 

 2-MS + Zeatin (0.2,0.5,1mg/L) + NAA (0,0.2,0.5,1,2mg/L) + Sucrose 

(3%) + Agar (7%) 

 MS+BA (1mg/L)+ NAA (1mg/L) ها به باززاییالقای كالوس

 MS+BA(0.5mg/L)+Thiamin-HCl (4mg/L) Sucrose (3%) + Agar (7%) های باززاشدهپرزایی در ریزنمونه

MS+control* 

 MS+Kin (0.5mg/L)+Sucrose (3%) + Agar (7%) سازی ساقهطویل

 1/2MS+ NAA (1mg/L)+ Sucrose (3% , 1.5%) + Agar (7%) -1 زاییریشه

2- 1/2MS+ NAA (0.5mg/L)+ Sucrose (3% , 1.5%) + Agar (7%) 

3- 1/2MS+NAA (2mg/L)+ Zeatin (0.2mg/L)+ Sucrose (1.5%) + Agar 

(7%) 

4- 1/2MS+ IBA (0.2, 0.5, 1, 2, 2.5mg/L)+ Sucrose (3%, 1.5%) + Agar 

(7%) 

 

 *تركیب هورمونی این محیط مشابه تركیب هورمونی استفاده شده جهت باززایی ساقه بود.

 نتایج و بحث

زایی با شمارش سروز تشکیل شد. فراوانی كالو 21نتایج نشان داد كه بیشترین كالوس )جنین زا و غیر جنین زا( پس از 

رآیند باززایی فهای مختلف های كشت شده به دست آمد. در ریزنمونههای كالوس داده به تعداد كل ریزنمونهتعداد ریزنمونه

های محور زیر لپه بودند كه های بازاشده مربوط به ریزنمونههفته پس از كشت مشاهده شد. اولین ریزنمونه 4-2ها پس از نوساقه

 ها در ریزنمونهكشت( مشاهده شد. دیرترین نوساقه روز پس از 32-12روزه )از  20ودا زمانی حد ها در بازهفرآیند باززایی در آن

 روز پس از كشت( مشاهده شدند.   35-25روز )از 10زمانی حدود  ریشه و در بازه

اهده مش %8/28با  0.5mg/L=تیدیازوروندر ریزنمونه محور زیر لپه بیشترین میزان باززایی در تیمار  2با توجه به جدول 

مشاهده شد. گزارش شده  2mg/L=نفتالین استیك اسیدو 1mg/L=تیدیازورونشد. همچنین كمترین میزان باززایی در تیمار 

(. اگرچه این غلظت در Radhika et al. 2006شود )باززایی مستقیم می 5/98باعث % 0.5mg/L=تیدیازوروناست كه هورمون 

ها نشد اما باعث حصول بیشترین درصد باززایی در بین سایر تیمارها یك از ریزنمونه در هیچ 98تحقیق ما باعث باززایی بیش از %

تاثیر  بود كه این امر نشان دهنده %95بیش از نفتالین استیك اسید/تیدیازورونتیمارهای  زایی در كلیهگردید. درصد كالوس

زایی در ریزنمونه محور زیر لپه بسیار بالا درصد كالوس محور زیر لپه است. اگرچه مناسب این سیتوكینین بر كالزایی ریزنمونه

شود میزان باززایی از مشاهده می 1زایی نداشت. همانطور كه در شکل گونه ارتباطی با میزان كالوسبود اما میزان باززایی هیچ

دهد كه پریموردیای برگی ن میای بیشتر است. جدیدترین نتایج نیز نشاهای محور زیر لپهدر ریزنمونه 1محل پریموردیای برگی

                                                                                                                                                                                      
1 Leaf primordia 
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های مختلف گلرنگ شوند. همچنین آنالیزهای هیستولوژیکی نشان دادندكه منشا تواند با فراوانی بالایی سبب باززایی ژنوتیپمی

 (.Patial et al. 2016این پریموردیای برگی در گلرنگ، نواحی جانبی كورتکس ریزنمونه است )

انحراف ±)میانگین ای گلرنگ زایی و باززایی ریزنمونه محور زیرلپهرشدی بر درصد كالوس های: تاثیر تنظیم كننده2جدول 

 معیار(

زاییكالوس باززایی   ZEATIN NAA زاییكالوس باززایی  TDZ NAA 

 7.06±1.14a 70±8.22ab 
0.2 0 15.71±0.83b 95±2.27c 0.2 0 

 0a 53±5.22de 0.5 0 28.8±2.28a 100±00a 0.5 0 

 0a 62±6.78abcde 1 0 6.76±3.12def 100±00a 1 0 

 0a 57±9.25bcde 0.2 0.2 16.59±2b 96±1.72bc 0.2 0.2 

 0a 65±9.7abcd 0.5 0.2 1.09±0.99f 100±00a 0.5 0.2 

 0a 64±6.27abcd 1 0.2 10.87±3.07c 100±00a 1 0.2 

 0a 48±10.71e 0.2 0.5 6.49±2.07def 97±1.34b 0.2 0.5 

 0a 60±7.22abcde 
0.5 0.5 3.37±0.86fg 100±00a 0.5 0.5 

 0a 56±10.45bcde 1 0.5 14.81±4.49b 100±00a 1 0.5 

 0a 67±9.94abcd 0.2 1 9.9±1.25cd 100±00a 0.2 1 

 0a 60±7.22abcde 0.5 1 8.55±1.68cde 100±00a 0.5 1 

 0a 55±5.29bcde 1 1 1.29±1.1f 100±00a 1 1 

 0a 69±3.77abc 0.2 2 5.29±1.24ef 100±00a 0.2 2 

 0a 73±8.11a 
0.5 2 6.12±0.85def 98±1.15ab 0.5 2 

 0a 54±5.20cde 
1 2 0.91±1.58f 100±00a 1 2 

 

آمده است، بهترین تیمار برای باززایی ساقه از ریزنمونه ریشه زمانی بود كه تیمار  3 طبق مشاهدات ما كه در جدول

های ریشه تحت تیمار فوق توانستند سبب باززایی ریزنمونه %25اعمال شد.  2mg/L نفتالین استیك اسیدو  0.5mg/L=تیدیازورون

 Radhika etهای گلرنگ به خوبی توانسته است سبب باززایی نوساقه گردد )ها گردند. ریزنمونه ریشه در برخی ار ژنوتیپنوساقه

al. 2006و  نفتالین استیك اسید/تیدیازورونزایی در هر دو سری تیماری د كالوس(. در ریزنمونه ریشه نیز علی رغم اینکه درص

Zeatin/كه تنها در یك تیمار بالا بود اما نتایج بسیار متفاوتی بدست آمد به طوری نفتالین استیك اسیدZeatin/ نفتالین استیك

در چهارده تیمار از پانزده تیمار باززایی مشاهده  نفتالین استیك اسید/تیدیازورونباززایی مشاهده شد حال آنکه در تیمارهای  اسید

و بهترین تیمار  نفتالین استیك اسید/Zeatinنشد. نتایج نشان داد كه غلظت مناسب هورمون در تنها تیمار باززا شده 

 بیشترین حالت باززایی را داشت. 1/4مشابه بوده و در نسبت سیتوكین/اكسین  نفتالین استیك اسید/تیدیازورون
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 انحراف معیار(±زایی و باززایی ریزنمونه ریشه گلرنگ )میانگین های رشدی بر درصد كالوس: تاثیر تنظیم كننده3جدول 

زاییكالوس باززایی   ZEA NAA زاییدرصد كالوس باززایی  TDZ NAA 

 0a 68±3.58a 
0.2 0 0.62±1.08f 100±00a 0.2 0 

 0a 71±3.09a 0.5 0 9.63±2.36d 100±00a 0.5 0 

 0a 64±8.40abc 1 0 11.56±2.07cd 100±00a 1 0 

 0a 52±10.01bc 0.2 0.2 2.28±0.73f 100±00a 0.2 0.2 

 0a 59±5.41abc 0.5 0.2 14.09±2.67c 100±00a 0.5 0.2 

 0a 62±10.55ab 1 0.2 11.1±1.77cd 100±00a 1 0.2 

 0a 54±4.92bc 0.2 0.5 2.03±0.12f 100±00a 0.2 0.5 

 0a 51±6.98c 0.5 0.5 8.59±1.82d 100±00a 0.5 0.5 

 0a 66±11.91c 1 0.5 1.25±1.17f 87.66±3.65c 1 0.5 

 0a 48±8.64c 0.2 1 2.4±0.91f 100±00a 0.2 1 

 0a 49±7.02c 0.5 1 18.7±2.23b 93.61±10.27b 0.5 1 

 0a 53±6.83bc 1 1 11.64±3.25cd 100±00a 1 1 

 0a 70±5.47a 0.2 2 0f 100±00a 0.2 2 

 3.3±1.1a 61±4.88abc 0.5 2 25.15±1.67a 100±00a 0.5 2 

 0a 57±9.11abc 
1 2 5.45±0.71e 100±00a 1 2 

 

 باعث كسب بیشترین فراوانی باززایی در ریزنمونه 2mg/L=نفتالین استیك اسیدو 0.5mg/L=تیدیازوروناعمال تیمار 

در این ریزنمونه نیز مشابه ریشه و محور زیر لپه نتوانست سبب  نفتالین استیك اسید/Zeatin(. تیمار با 4 لپه گردید )جدول

ها شود اما به هرحال در ریزنمونه لپه بیشترین تیمار پاسخ دهنده به باززایی )چهار تیمار هورمونی از باززایی بالایی در ریزنمونه

ردید. در ریزنمونه لپه نیز مشابه ریشه و محور زیر لپه درصد ( مشاهده گنفتالین استیك اسید/Zeatinپانزده تیمار هورمونی )

 زایی و باززایی مشاهده نشد. ها كالوس دادند اما ارتباط واضحی بین درصد كالوسبالایی از ریزنمونه

باززایی هر چند با مقادیر اندک انجام شد اما در مورد  نفتالین استیك اسید/تیدیازورونبه طور كلی در تمامی تیمارهای 

و  0=نفتالین استیك اسید گونه باززایی رخ نداد و در بهترین تیماردر اكثر تیمارها هیچ نفتالین استیك اسید/Zeatinتیمارهای 

Zeatin=0.2  یی سه رقمدرصد باززایی مشاهده شد. زآتین همچنین در باززا7در ریزنمونه محور زیر لپه تنهاTh-10 black, NP-

9 black , Partialhull black  ( نیز ناموفق بودGeorge and Rao 1982احتمالا هورمون رشد زآتین نمی .) تواند به عنوان یك

های سوماتیکی بسته ی تعداد جنینزایی به علاوهسیتوكینین مناسب برای باززایی گلرنگ مورد استفاده قرار گیرد. فراوانی جنین

بیشتر از یك، نرخ رشد سیتوكینین ها نسبت اكسین به به نوع اكسین و غلظت آن در گلرنگ متفاوت بوده است. اما در اكثر آن

 نفتالین استیك اسید( و در برخی دیگر Kumar et al.2008b) IBAها اكسین كالوس را افزایش داده است. در برخی ریزنمونه

(Mandal et al. 2003به تنهایی توا )نفتالین استیك ها گردد ولی در اكثر تحقیقات انجام شده اكسین نست باعث باززایی نوساقه

 .Basalma et al) تیدیازورون( یا Ghasempour et al. 2014; Huang et al. 2015; Patial et al. 2016) BAدر تركیب با  اسید

2008; Nikhil et al. 2014 د.  شو( توانسته است كه به خوبی سبب القای باززایی ساقه 
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 عیار(مانحراف  ±زایی و باززایی ریزنمونه لپه گلرنگ )میانگین های رشدی بر درصد كالوسكننده: تاثیر تنظیم4جدول 

زاییكالوس باززایی   ZEA NAA زاییكالوس درصد باززایی  TDZ NAA 

 0a 53±7.01cd 0.2 0 0f 85.49±7.93e 0.2 0 

 0a 59.33±8.34abcd 0.5 0 9.07±1.73b 95.72±2.18bcd 0.5 0 

 2.04±0.1a 69±6.58ab 1 0 7.74±2.9bc 87.15±6.76e 1 0 

 0a 63±7.05abcd 0.2 0.2 4.25±0.86de 98.35±0.96ab 0.2 0.2 

 0a 71±4.98a 0.5 0.2 0.66±1.15f 88.40±6.19e 0.5 0.2 

 0a 57±9.11abcd 1 0.2 0.7±1.25f 100±00a 1 0.2 

 0a 53±8.18cd 0.2 0.5 0.33±0.57f 100±00a 0.2 0.5 

 0.66±0.11a 58±5.71abcd 0.5 0.5 3.73±0.72de 97.85±1.25ab 0.5 0.5 

 0a 61±10.04abcd 1 0.5 6.26±0.39cd 96.84±1.86abc 1 0.5 

 0a 50±3.74d 0.2 1 2.04±0.56ef 92.61±3.87d 0.2 1 

 4.54±0.8a 55±4.13bcd 0.5 1 9.9±3.52b 100±00a 0.5 1 

 0a 60±9.29abcd 1 1 4.78±1.66d 96.84±1.86abc 1 1 

 0a 61±9.38abcd 0.2 2 0.37±0.64f 94.25±2.94cd 0.2 2 

 0a 56±7.52bcd 
0.5 2 24.53±0.87a 100±00a 0.5 2 

 1.33±0.57a 65±5.37abc 
1 2 0f 87.77±6.60e 1 2 

 

بالایی برای تبدیل  1دهد كه در هر سه ریزنمونه پرتوانینشان می 4و  3و  2همچنین نتایج بدست آمده در سه جدول 

توان ادعا كرد كه احتمالا تفاوت فراوانی دهی وجود دارد. به همین دلیل میروزه به سمت كالوس 9-8های های گیاهچهریزنمونه

های زاد باشد تا اثر پرتوانی بافتهای درونگلرنگ متاثر از تفاوت در میزان هورمون های مختلف رقم گلمهرباززایی ریزنمونه

های مختلف یك ( اعتقاد دارند كه تفاوت فراوانی باززایی در ریزنمونه2016و همکاران ) Patialمختلف. این درحالی است كه 

 ت.های مختلف آن اسژنوتیپ گلرنگ احتمالا بدلیل تفاوت در پرتوانی بافت

 +BA (1mg/L)وند، تیمارها كالوس داده بها و با توجه به اینکه درصد زیادی از ریزنمونهزایی كالوسبه منظور القای ساقه

الین استیك نفت/تیدیازورونها بر روی محیط كشت اولیه حاوی در كنار واكشت متوالی كالوس (1mg/L) نفتالین استیك اسید

 یك اسیدنفتالین است +BA (1mg/L)های قبلی نشان دادند كه تیمار اعمال شد. گزارش یدنفتالین استیك اس/Zeatinو  اسید

(1mg/L) زایی میمعمولا در ارقام مختلف سبب القای ساقه( شودRadhika et al.2006به همین دلیل در این تح .) قیق نیز پاسخ

تایج حاصل نشان داد نتیمار هورمونی مورد بررسی قرار گرفت. های بدست آمده از رقم گلمهر با استفاده از این زائی كالوسساقه

اكشت متوالی نوساقه تشکیل شد. این در حالی بود كه در و 16كالوس كشت شده در تركیب هورمونی فوق تنها  736كه از بین 

 آمد.  كالوس بدست 780نوساقه از مجموع  13زایی )به عنوان شاهد( تعداد ها بر روی محیط كشت كالوسكالوس

زایی رفتند. به همین منظور تیمار هایی كه باززا نشده بودند به سمت ریشهتقریبا در تمامی تیمارهای زآتین، كالوس

زایی مستقیم از كالوس را داشت نیز به عنوان تیمار كه بیشترین ریشه  Zeatin (0.2mg/L) +(2mg/L) نفتالین استیك اسید

                                                                                                                                                                                      
1 Totipotency 
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زایی نشد. از آنجایی كه مقدار و نسبت گونه ریشهقرار گرفت اما این تیمار منجر به هیچ ها مورد استفادهزایی نوساقهریشه

ای دارند ) شیشهزایی گیاهان در شرایط درون ای بر فرایند اندامهای گیاهی تاثیر قابل ملاحظهزا در بافتهای درونهورمون

Jimenenz and Bangerth, 2001حاصل از تیمار فوق،  هایزای موجود در نوساقههای درونونرود هورم( بنابراین احتمال می

 زایی رخ ندهد. دهد  كه فرایند ریشهای تغییر میتعادل هورمونی را به گونه

 3ها استفاده گردید تنها %زایی نوساقهكه به منظور القای ریشه IBAو  نفتالین استیك اسیددر تیمارهای هورمونی 

های گلرنگ سبب شد محققان بدنبال مشاهده شد. همین پاسخ اندک نوساقه mg/L 1=لین استیك اسیدنفتازایی در تیمار ریشه

(. در این تحقیق برای اولین بار Belide et al. 2011; Huang et al. 2015های جایگزین مانند ریزپیوندی باشند )استفاده از روش

 IBAو چه بدون تیمار با  IBAها چه با تیمار كدام از قلمهشد اما هیچ دهی استفادههای بازاشده برای ریشهزنی نوساقهاز قلمه

(. با Nikhil et al. 2014كشت بافت گلرنگ است ) زایی یکی از مراحل محدود كنندهدار نشدند. به طور كلی فرآیند ریشهریشه

ها در گلرنگ به مقدار زیادی زایی نوساقهریشهتوان نتیجه گرفت كه زایی در ارقام مختلف گلرنگ، میتوجه به میزان متفاوت ریشه

 (.Ligiao & Meili 2013تحت تاثیر ژنوتیپ است )

های متعددی به منظور های كشت بافت گلرنگ، القای كاپیتولوم در شرایط درون شیشه است و تا كنون تلاشاز ویژگی

(. Sujatha &  Dineshkumar, 2007نجام شده است )های گل برای غلبه بر مشکل عدم همزمانی گلدهی در گلرنگ االقای جوانه

ها در شرایط درون شیشه القا شود، تشکیل پریموردیای گل در زایی در برخی از نوساقهحاضر نیز بدون اینکه ریشه در مطالعه

کیل شدند فاقد هایی كه در شرایط درون شیشه تش(. گل1گلدهی شدند )شکل  ها وارد مرحلهها مشاهده شده و برخی از آنآن

 توانایی تشکیل بذر بوده و عقیم بودند. 

ها برای كشت بافت گلرنگ تا كنون وجود داشته ها یکی از مشکلات اساسی است كه از اولین تلاشزایی نوساقهریشه

 Patial) %4نرخ از كه این های مختلف در ارقام مختلف بسیار متفاوت بوده است به طوریزایی با استفاده از اكسیناست. نرخ ریشه

et al. 2016 70( تا% (Shilpa et al. 2010متغیر بوده است. در بیشتر تحقیقات بدلیل ریشه )زایی زایی بسیار پایین، نرخ ریشه

زایی با اعمال تیمارهای هورمونی مختلف (. در این تحقیق نیز نرخ ریشهFan & Guo 2013; Fan and Guo 2014ذكر نشده است )

 دار شدند.ها ریشهنوساقه %4نبود و تنها كمتر از  نتیجه بخش

انجام شده كه در تمام  MS, LS, N6, B5, Chaleff'sهای پایه كشت مختلف از جمله چندین تحقیق در مورد اثر محیط

 ;Prasad et al. 1991تر بوده است )زایی ارقام مختلف مناسبها برای ساقهاز سایر محیط MSتحقیقات مشاهده شد كه محیط 

Nikam et al.1999 به همین دلیل در این پژوهش از محیط كشت .)MS .جهت اعمال تیمارهای هورمونی استفاده شد 

های رشدی كنندهبطور كلی، فاكتورهایی مانند ژنوتیپ، سن گیاهچه، نوع ریزنمونه، اجزای محیط كشت، تنظیم

)سیتوكینین، اكسین، اتیلن و...(، منبع كربن و دیگر تركیبات فعال بیشترین تاثیرات را بر روی كشت بافت گلرنگ و تعیین 
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محیط، پیش تیمار ریزنمونه )خراش، تیمار سرما یا گرما و...(  pHاند. همچنین، های باززایی داشتهموفقیت یا شکست در آزمایش

روزه 7-5های كه ریزنمونه از گیاهچهوبت، روشنایی و...( نیز در كشت بافت گلرنگ مهم هستند. هنگامیو شرایط كشت )دما، رط

های جوان فعالیت دلیل این است كه بافتیابد این مسئله احتمالا بهداری افزایش میشوند، فراوانی باززایی به طور معنیگرفته می

ی (. به طوركلی محیط كشت پایهShilpa et al. 2013; Fan & Guo 2014رند )تر داهای بالغمریستمی بیشتری نسبت به بافت

MS (Prasad et al. 1991; Nikam et al.1999( و منبع كربن ساكارز )Nikam et al.1999برای كشت بافت گلرنگ بهینه ) ترین

 µmol.m30-ساعت با شدت تابش  61و طول دوره روشنایی  C° 25±30ها در دمای و نگهداری كشت 8/5محیط  pHشرایط است. 

1-S.2 ( نیز از شرایط مناسب برای كشت بافت این گیاه است )لامپ فلورسنت سفید سرد(2014Fan & Guo .) 

 

 

 

 

 

 

 

-ریشههای بازاشونده از محل قطع شدگی مراحل مختلف باززایی مستقیم رقم گلمهر گلرنگ. الف( تشکیل كالوس -1شکل

ی محور زیر لپه ج( محیط طویل سازی ریشه های بازاشده از ریزنمونهی اصلی ده روز پس از كشت ب( نوساقهها از ریشهچه

 ی بازاشده ه( شروع تشکیل پریموردیای گل در شرایط درون شیشه و( گلدهی در شرایط درون شیشهدهی نوساقهد( ریشه

مربوط به محور زیر لپه و  %8/28مشاهده شده  های مورد استفاده بیشترین باززاییهنتایج حاصل نشان داد كه از بین ریزنمون

توان در مهندسی ( است. لذا از این تیمار هورمونی می0=نفتالین استیک اسید ,0.5=تیدیازوروندر تركیب هورمونی )

استفاده از محور زیر لپه  بیشترین میزان ژنتیک این گیاه بهره برد. بنابراین، براساس نتایج حاصل تیمار هورمونی فوق و 

 تواند برای اهداف مهندسی ژنتیک گیاه گلرنگ مورد استفاده قرار گیرد.باززایی را داشته  و می
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Callugenesis and direct regeneration optimization for root, cotyledon and hypocotyle 

explants of safflower 

Mohammad Afsharshandiz1, Hassan Rahnama2, Hossein Azarnivand3* 

 

 

Abstract1 

Safflower (Carthamus tinctorius) is one of the oil crops which well adapted to Iran's semi-hard land. High 

content of omega-6 fatty acids in safflower oils representing an advanced semi-long chain poly unsaturated fatty 

acid (SLC-PUFA) pathway in the plant, and make this plant as a suitable candidate for SLC-PUFA pathway 

engeeniring. Tissue culture optimization and plant regeneration is a prerequisite for any genetic engineering 

procedure. In this research, the optimisation of tissue culture of Golmehr cultivar was performed For this, 

regeneration of three explants include root, hypocotyle and cotyledon on MS riched by different concentration of 

TDZ/NAA and Zeatin/NAA was investigated. Shoot propagation, shoot elongation and root induction studied in 

the present work. Shoot regenerations were obtained in TDZ=0.5mg/L with 28.8%, TDZ=0.5mg/L+NAA=2mg/L 

with 25.15% and TDZ=0.5mg/L+NAA=2mg/L with 24.53% was obtained in hypocotyle, root and cotyledon 

explant respectively. The highest propagation was observed in BA=0.5mg/L+Thiamin-HCl=4mg/L treatment for 

regenerated explants. However, BA=1mg/L+NAA=1mg/L treatment have no significant effects on the 

regeneration of callus inducing explants. In this research, we obtain less than 4% rooting in shoots by hormonal 

treatment. 

Key words: regeneration, callugenesis, tissue culture, safflower 
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