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اي زايي درون شيشهاثر ژنوتيپ، ريزنمونه و تنظيم كننده هاي رشد گياهي بر اندام
  (.Helianthus annuus L)  آفتابگردان

  علي بنده حق و *فهيمه ميرزايي، ابراهيم دوراني
 گروه به نژادي و بيوتكنولوژي گياهيتبريز، دانشگاه تبريز، دانشكده كشاورزي،

  12/12/94 :تاريخ پذيرش    6/9/93 :تاريخ دريافت

  چكيده
-AF81ركورد، پروگرس، گابور، (پنج ژنوتيپ  تأثير ،آفتابگردانبه منظور دستيابي به باززايي با فراواني بالا در در اين پژوهش 

196 A line وCMS19 A line( زايي مورد بررسي قرار تركيب تنظيم كننده رشد در اندام 10و  انتهايي لپهو  ابتدايي، بخش
هر لپه گياهچه دو روزه . بدون هورمون جوانه زد MS2/1 كشت  ضدعفوني سطحي شد و روي محيطبذور بدون پوسته . گرفت

با غني شده  MS كشت  محيط باززايي شامل محيط. از وسط بريده شد و سه ريزنمونه از هر بخش به محيط باززايي منتقل شد
صفر، نيم و يك ميلي ( IAAو  NAAهاي كنندهدر تركيب با سه سطح از تنظيم ) يك و دو ميلي گرم در ليتر( BAPدو سطح 

تجزيه آماري نشان داد . انجام گرفت آزمايش به صورت فاكتوريل با طرح پايه كاملاً تصادفي در سه تكرار. بود) گرم در ليتر
سط تعداد متو و زايي شامل درصد باززايياندام شاخصداري بين ژنوتيپ، ريزنمونه و تيمارهاي هورموني براي دو تفاوت معني

 لپه ابتداييبخش  وابسته به ژنوتيپ است و آفتابگرداننتايج نشان داد كه باززايي در . شاخساره در هر ريزنمونه وجود دارد
درصد  21/42و  21/52زايي به ترتيب و پروگرس با درصد شاخه CMS19ژنوتيپهاي . شتدازايي پتانسيل بيشتري براي شاخه

 IAAبا يك ميلي گرم در ليتر  BAPاي بودند و تركيب دو ميلي گرم در ليتر به كشت درون شيشه بهترين ژنوتيپهاي پاسخ دهنده
  .زايي را داشتبيشترين ميزان شاخه

  زايي، تنظيم كننده هاي رشد گياهي، ريزنمونه، ژنوتيپ، اندامآفتابگردان :كليدي واژه هاي

 uliaie@yahoo.com: ، پست الكترونيكي 041-33392031: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
هنوز نزديك به يك  وجود افزايش توليد مواد غذايي با

ميليارد نفر از جمعيت جهان در كشورهاي در حال توسعه 
شود براي پيش بيني مي. )17( دچار سوءتغذيه هستند

، 2050پاسخگويي به تقاضاي روزافزون جمعيت تا سال 
درصد افزايش يابد  70توليد جهاني مواد غذايي بايد تا 

امنيت غذايي را با  تأمينرشد سريع جمعيت جهان ). 18(
امنيت غذايي  تأمين. اي روبرو كرده استفزآيندهچالشهاي 

براي اين جمعيت در حال رشد تنها از طريق كشاورزي 
ار سنتي غير ممكن خواهد بود و بيوتكنولوژي گياهي در كن

زراعي پتانسيل قابل توجهي ساير روشهاي به نژادي و به 
  ).14(دهد براي تحقق بخشيدن به اين هدف را ارائه مي

از خانواده كمپوزيته است كه در ميان گياهان  آفتابگردان
. صنعتي با محتواي روغن بالا، داراي اهميت زيادي است

نسبت به ساير روغنهاي گياهي حاوي  آفتابگردانروغن 
باشد و به هاي چرب غير اشباع ميدرصد بالايي از اسيد

دليل كيفيت بالا و غني بودن از اسيدهاي چرب اولئيك و 
درصد پروتئين به  20و  E ميناتلينولئيك و همچنين وي

). 12(عنوان روغن غذايي مورد پذيرش همگان است 
م در توليد روغن بيوديزل علاوه بر آن به عنوان ماده خا



 1395، 4، شماره 29جلد                                                     )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

425 

به روغن بيوديزل اخيراً  آفتابگردانتبديل روغن . مفيد است
توسعه يافته است در نتيجه ضرورت دسترسي به روغن 

). 19(با كيفيت خوب در حال افزايش است  آفتابگردان
اكسيداتيو بالاي اسيد اولئيك و محتواي بسيار پايين  كارآيي
انه همراه با محتواي پايين هاي چرب غير اشباع چندگاسيد

اسيد استئاريك آن را براي اهداف صنعتي از قبيل ساخت 
لوازم آرايشي، دارو، مواد شوينده، گريس در فلزكاريها 

  ).11و  1(مناسب كرده است 

اي آن، مقاومت به افزايش روغن، بهبود كيفيت تغذيه
هاي اصلاحي بيماريها و آفات هدف اصلي برنامه

). 7(باشد از طريق دست ورزي ژنتيكي مي آفتابگردان
صفات مهم مقاومت به آفات و بيماريها و همچنين تحمل 

 آفتابگردانبه شوري و خشكي موجود در خويشاوندان 
تواند به عنوان منبع با ارزشي براي اصلاح ارقام زراعي مي

هاي متأسفانه استفاده از ژنهاي مفيد گونه. محسوب شود
موانع طبيعي تلاقي محدود شده  وحشي به دليل وجود

  ). 23(است 

توان از مي آفتابگردان براي اصلاح ژنتيكي صفات مختلف
روشهاي بيوتكنولوژي گياهي از جمله امتزاج پروتوپلاست
ها يا روشهاي مختلف انتقال ژن، به عنوان مكمل روشهاي 

تمام اين روشها مشروط به  كارآيي. كلاسيك استفاده نمود
بنابراين در . اي گياه استآمد درون شيشهباززايي كار

راستاي توسعه به كارگيري روشهاي بيوتكنولوژي در 
، توانايي باززايي گياه از بخشي از سلولها حائز آفتابگردان

اند كه متاسفانه گزارشات نشان داده). 24(اهميت است 
در باززايي مشكل دارند  آفتابگردانبسياري از ژنوتيپهاي 

دهنده به كشت بافت از ژنوتيپهاي پاسخگزينش ). 6(
  . هاي عملي براي حل اين مشكل استراهبرد

 آفتابگرداندر سالهاي اخير روشهاي باززايي مناسبي براي 
 آفتابگرداندو روش باززايي اصلي براي . ايجاد شده است

از بين .  است) 16(زايي سوماتيكي و جنين) 5(زايي اندام
، آفتابگرداناده براي اندام زايي در ريز نمونه هاي مورد استف

استفاده از ريزنمونه هاي لپه و زير لپه پاسخ بهتري را 
از عوامل ديگر تعيين كننده در موفقيت كشت ). 6(دهد مي

. باشدنوع و ميزان هورمونهاي گياهي مي آفتابگردانبافت 
هاي زايي از كوتيلدونبراي اندام BAPو  NAAدو هورمون 
غلظت خاص ). 6(د كنده ميااستف آفتابگردانبالغ و نابالغ 
هاي گياهي مورد نياز براي تشكيل كالوس از تنظيم كننده

تواند وابسته به ژنوتيپي به ژنوتيپ ديگر متفاوت و حتي مي
  ).8(منبع ريزنمونه نيز باشد 

براي به دست آوردن يك روش قابل تكرار در جهت 
 آفتابگردانرسيدن به گياه كامل از طريق كشت بافت در 

هاي عواملي از قبيل ژنوتيپ، غلظت و نوع تنظيم كننده
رشد، مواد تكميل كننده آلي و همچنين مواد آنتي 

اصلاح فاكتورهاي محيطي در . باشداكسيدانت دخيل مي
تواند پتانسيل باززايي كننده رشد ميآزمايشگاه مثل تنظيم 

هدف از اين پژوهش . گياه را در ژنوتيپها بهبود بخشد
انتخاب ژنوتيپ و ريزنمونه مناسب و بررسي انواع 

هاي رشد در بهينه سازي غلظتهاي مختلف تنظيم كننده
  .باشدمي آفتابگردانكشت بافت 

  هامواد و روش
شامل  ردانآفتابگدر اين تحقيق بذور سه رقم روغني 

ركورد، پروگرس و گابور و دو لاين والد هيبريد شامل 
AF81-196 A line وCMS19 A line   تحقيقات  مؤسسهاز

جهت ضد . اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج  تهيه گرديد
بذور در . عفوني سطحي بذور، پريكارپ بذور حذف شد

 70داخل ظروف استريل به مدت سه دقيقه در اتانول 
و با آب مقطر قرار گرفت و بعد از يك بار شستش درصد

دقيقه  20سديم سه درصد به مدت  استريل از هيپوكلريت
پس از اين زمان بذور با استفاده از آب مقطر . استفاده شد

مراحل شستشو و . استريل سه بار شستشو داده شد
براي تهيه . گرديدضدعفوني بذور تماماً زير هود انجام 

جوانه زده از دو محل عمود بر محور  ريزنمونه هر بذر
در فاصله دو ميلي  نخستين برش تقريباً. طولي بريده شد
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متري از انتهاي ابتدايي با حذف كامل رويان انجام شد 
ها به طور عرضي صورت برش دوم در وسط كوتيلدون

 لپهابتدايي بخش  ديش سه ريزنمونهگرفت و در هر پتري
)Proximal(  لپهو سه ريزنمونه بخش انتهايي )Distal(  در

يك و دو ( BAPبا دو سطح غني شده  MSمحيط كشت 
-در تركيب با سه سطح از تنظيم كننده) ميلي گرم در ليتر

 )صفر، نيم و يك ميلي گرم در ليتر( IAAو  NAAهاي 
-در اندام مؤثربه منظور بررسي اثر عوامل . قرار داده شد

لب آزمايش فاكتوريل سه عاملي زايي، آزمايشي در قا
در سه ) ژنوتيپ، ريزنمونه و تركيب تنظيم كننده رشد(

و متوسط  پس از يك ماه درصد باززايي. ه شدتكرار پياد
. هاي كشت شده يادداشت شدتعداد شاخساره در ريزنمونه

ها بر اساس تجزيه و تحليل آماري و مقايسه ميانگين داده
به بر حسب مورد  LSDو  اي دانكنآزمون چند دامنه

انجام شد و براي رسم نمودارها  SPSS16نرم افزار  وسيله
  .شداستفاده  Excelاز نرم افزار 

  نتايج
نتايج حاصل از جدول تجزيه واريانس نشان داد كه اثرات 

هاي رشد بر روي ژنوتيپ، ريزنمونه و تركيب تنظيم كننده
بر آن اكثر علاوه . دار بودصفات مورد اندازه گيري معني

اثرات متقابل نيز براي حداقل يكي از صفات مرتبط با 
  . دار بودندزايي معنياندام

بررسي تركيبات تيماري ژنوتيپ در ريزنمونه براي صفت 
ام به جز نشان داد كه در همه ارق) 1شكل (درصد باززايي 

در دو ريزنمونه متفاوت و بخش  رقم ركورد ميزان باززايي
  . بود لپهر از بخش انتهايي بهتلپه  ابتدايي

  

  

  
  . آفتابگرداناي متوسط تعداد شاخساره در كشت درون شيشهو درصد باززايي نوع ريزنمونه و ژنوتيپ بر  تأثير -1شكل 

  . مي باشد 05/0با سطح احتمال حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف معني دار بين تيمارها بر اساس آزمون دانكن 
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 CMS19در حالت كلي بيشترين درصد باززايي از دو رقم 
و پروگرس با استفاده از بخش ابتدايي لپه و كمترين درصد 
باززايي نيز از بخش انتهايي لپه در ژنوتيپهاي ديگر به دست 

تركيبات تيماري ژنوتيپ در ريزنمونه  مقايسه ميانگين. آمد
نشان داد كه به جز صفت متوسط تعداد شاخساره براي 

رقم ركورد تعداد شاخساره بين دو نوع ريزنمونه متفاوت 
بود و بخش ابتدايي لپه تعداد شاخساره بيشتري توليد كرد 

زايي مربوط در حالت كلي بالاترين ميزان شاخه). 1شكل (
پروگرس با استفاده از بخش ابتدايي و  CMS19به ژنوتيپ 

لپه و كمترين ميزان آن نيز مربوط به بخش انتهايي لپه در 
  .ساير ژنوتيپها بود

مقايسه ميانگين تركيبات تيماري ريزنمونه با تيمار 
براي ) اثر متقابل ريزنمونه در تيمار هورموني(هورموني 

نشان داد كه در داخل ) 2شكل (صفت درصد باززايي 
دو  NAAدر تركيب با  BAPهاي تنظيم كننده رشدي تيمار

اختلافي با هم نداشتند، ولي در  بخش ابتدايي و انتهايي لپه
بين دو نوع ريز نمونه اختلاف معني  IAAبا  BAPتركيب 

   .بهتر بود بخش ابتدايي لپهداري وجود داشت و 

  

  
   .آفتابگردانهاي كشت شده تحت تيمارهاي هورموني مختلف در متوسط تعداد شاخساره در ريزنمونهو درصد باززايي  -2 شكل

  .مي باشد 05/0حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف معني دار بين تيمارها بر اساس آزمون دانكن با سطح احتمال 
در مقايسه با استفاده از آن به تنهايي  BAPبا   NAAتركيب

اثر معني داري در درصد شاخه زايي ارقام مورد استفاده 
درصد شاخه  BAPبا  IAAولي تركيب اكسين . نداشت

زايي و همچنين تعداد شاخساره از هر ريز نمونه را به ويژه 
در بخش ابتدايي لپه افزايش داد و در كل بيشترين درصد 

با نيم  BAPركيبات يك ميلي گرم در ليترشاخه زايي از ت
با يك  BAPو دو ميلي گرم در ليتر  IAAميلي گرم در ليتر 

هاي كشت ريزنمونه. به دست آمد IAAميلي گرم در ليتر 
از نظر  NAAبا  BAPدر محيط كشت حاوي تركيب شده 

اختلاف معني داري وجود متوسط تعداد شاخساره صفت 
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منجر به   IAAبا BAPب نداشت ولي استفاده از تركي
اختلاف معني دار بين دو ريز نمونه از نظر تعداد شاخساره 

بالاترين تعداد شاخساره مربوط به بخش ابتدايي لپه . شد
به همراه  BAPدر تيمارهاي هورموني دو ميلي گرم در ليتر 

استفاده از يك ميلي گرم . بود IAAيك ميلي گرم در ليتر 
يلي گرم در ليتر آن چه در نسبت به دو م BAPدر ليتر 

تيمار هاي مستقل و چه در تيمارهاي تركيب با اكسين بهتر 
 NAAبه  BAPتركيب يك به يك و يك به دوي . بود

تفاوت معني داري در درصد شاخه زايي و همچنين تعداد 
متوسط شاخه براي هر ريز نمونه نداشت، ولي تركيب دو 

زايي در  براي هر دو شاخص اندام IAAبه يك آن با 
شكل (مقايسه با ساير تركيبات بهترين نتايج را نشان داد 

علاوه بر اثر متفاوت تنظيم كننده هاي رشدي مختلف ). 2
بر كميت شاخه زايي، كيفيت شاخه هاي باززايي شده در 

در محيط  NAAحضور . تركيبات مختلف نيز متفاوت بود
كشت موجب شيشه اي شدن بيشتر شاخساره هاي باززا 

ولي شاخسار هاي به دست ) ج - 5شكل ( ه گرديد شد
 IAA يا در تركيب با BAPآمده در حضور به تنهايي 

ظاهري خشبي تر و سرحال تر داشتند ولي شاخساره هاي 
در تركيب  BAP حاصل شده از محيط كشت تكميل شده با

  ).ب و د - 5شكل ( بسيار قوي تر بودند  IAAبا 

هاي رشد يكسان تنظيم كنندهرفتار ارقام در تركيبات متفاوت 
نبود و بين رقم و تركيب محيط كشت اثرات متقابل وجود 

در  رقمهااين اثرات تا حدي شديد بود كه برخي . داشت
بيشترين درصد . برخي تركيبات قادر به اندام زايي نبودند

در تيمارهاي دو ميلي گرم  CMS19باززايي مربوط به ژنوتيپ 
به همراه يك ميلي  BAPم در ليتر و دو ميلي گر BAPدر ليتر 

در رقم  بيشترين تعداد شاخساره. بود IAAگرم در ليتر 
CMS19  در تيمار هورموني دو ميلي گرم در ليترBAP  به

 اكثربود و رقم ركورد در  IAAهمراه يك ميلي گرم در ليتر 
 رشد گياهي كمترين پاسخ را داشت تركيبات تنظيم كننده

  ).3شكل (

  بحث
مطالعه يك روش ساده و با تكرار پذيري بالا براي در اين 

اي در آفتابگردان به دست آمد و زايي درون شيشهاندام
-اندام). 4شكل (گياهان باروري از ريزنمونه لپه توليد شد 

زايي درون شيشه اي علاوه بر ژنوتيپ تحت تأثير ماهيت و 
هاي رشد ، تنظيم كننده)13(مرحله رشد و نمو ريزنمونه 

و  2(و تعامل ژنوتيپ با تركيب محيط كشت ) 2(اهي گي
فاكتورهاي محيطي و فيزيولوژيكي . گيردنيز قرار مي) 24

مؤثر بر منبع ريزنمونه نيز در توانايي باززايي نقش دارند 
)22.(  

  
 LSD=  74/31تحت تيمارهاي هورموني مختلف  آفتابگردانها در پنج ژنوتيپ رصد باززايي ريزنمونهد -3شكل 



 

 

  تحت تيمارهاي هورموني مختلف آفتابگردانهاي كشت شده در پنج ژنوتيپ متوسط تعداد شاخساره در ريزنمونه - 4كل ش

855/0=  LSD  

داري بين تفاوت معني تايج تجزيه واريانس نشان دادن
متوسط تعداد  درصد باززايي و ژنوتيپها از نظر

باززايي در اين ژنوتيپها از . شاخساره وجود داشت
درصد و متوسط تعداد شاخساره از  21/52-33/18
 CMS19در بين ژنوتيپها، . عدد متغير بود 46/0 -33/1

و پروگرس بيشترين تمايل را به باززايي داشتند كه 
 آفتابگردانداد باززايي و تعداد شاخساره در نشان مي
ابسته به ژنوتيپ و تحت كنترل عوامل ژني متغير و و

 اين نتيجه موافق با نتايج ديگر پژوهشگران است. است
تفاوتهاي ) 1991(و همكاران  كرايبي به عنوان مثال

 30رقم از  15ژنوتيپي را با فراواني حداقل صفر براي 
درصد براي يكي از هيبريدهاي مورد  70رقم و حداكثر 

تفاوتهاي ) 1987( پاور). 9(مطالعه گزارش كردند 
را با  لپههاي ژنتيكي براي توليد شاخساره در ريزنمونه

يك لاين اينبرد نر ناموفق در توليد ساقه و لاين اينبرد 
ه درصد گزارش كرد 70تا  50ماده با درصد باززايي 

و همكاران  فلورس بريوسدر مطالعات ). 22( است
داد تنوع ژنتيكي براي درصد باززايي و تع) 1999(

رقم مشاهده شد  14شاخساره در هر ريزنمونه در 
باززايي در پنج ) 2008(و همكاران  داقوستو). 14(

درصد  8/2 - 6/28ژنوتيپ از هفت ژنوتيپ با فراواني 
  ). 10(را گزارش كردند 

از عوامل تعيين كننده  در كشت اينويترو گياهان نوع 
ميان در ).  3 و 1( ريز نمونه مورد استفاده مي باشد 

به خاطر  لپهريزنمونه  آفتابگردانهاي مختلف ريزنمونه
 شروعسهولت  سال، طول تمام در آن بودن دسترس در

از  وسيعي طيف در استفاده قابل كشت، استقرار و
نظر  .شودژنوتيپها مناسب ترين ريزنمونه محسوب مي

به اينكه ساير ريزنمونه ها در كشت درون شيشه اي در 
مطالعات انجام شده موفقيتي نداشت در اين  مطالعه از 

فراواني باززايي از بخش  اتگزارش آنها استفاده نشد
هاي توليدي از آنها كوچكتر از كم و ساقهانتهايي لپه 

در اين مطالعه  ).6و4(است  موجود ابتدايي لپه بخش
بخش بهتر از  بخش ابتدايي لپه نيز درصد باززايي

بخش  بود به طوري كه ميانگين باززايي در انتهايي لپه
درصد  88/22بخش انتهايي و در  99/42 ابتدايي لپه

   .بود

 آفتابگردانزايي در در مطالعات قبلي تحريك ريخت
زايي با زايي يا جنينهمواره از طريق مسيرهاي اندام

به صورت جداگانه يا در تركيب  BAاستفاده از 
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 ).21 و 20، 16، 4(موفقيت آميز بوده است   NAAبا

هاي رشد گياهي ديگر مانند استفاده از تنظيم كننده
Kin ،IAA 26(تأمينو گلو( ؛Kin وIAA  )20( ؛ فنيل

نيز در ) 5( IAAو  BAP؛ )BA)9 استيك اسيد و 
در  به همين دليل .گزارش شده است مؤثرزايي ريخت

به صورت جداگانه و در  BAPاين پژوهش تركيب 
در غلظتهاي مختلف مورد  IAAو  NAAتركيب با 

آنها بر باززايي و توليد  تأثيراستفاده قرار گرفت و 
 مؤثرشاخساره مطالعه شد تا تيمارهاي هورموني 

ز جهت اتعداد زياد شاخساره توليد  .مشخص شود
  چندين جايگاه هدف براي اهداف انتقال ژنايجاد 

بر  گزينشمناسب است، چرا كه به دنبال تراريختي و 
انتخابي تعداد شاخساره در هر  محيطروي يك 

ريزنمونه كاهش خواهد يافت و در نتيجه رقابت ميان 
ها بهتر خواهد هاي متمايز شده كم و رشد ساقهشاخه
در تركيب با  BAPاين پژوهش نشان داد  ).25(شد 
IAA  نسبت بهNAA زايي دارد و بهتري در اندام تأثير

به همراه  BAPتيمار هورموني دو ميلي گرم در ليتر 
را نسبت به  تأثيربيشترين  IAAيك ميلي گرم در ليتر 

شكل (زايي نشان داد بقيه تيمارهاي هوموني در اندام
4 .(  

 

) ب ؛مختلف ززايي حاوي تيمارهاي هورمونيها در محيط باكشت كوتيلدون) الف. آفتابگردان لپهريزنمونه  زايي از مراحل اندام -5شكل 
در تركيب با  BAPباززايي در محيط حاوي ) د؛ NAAدر تركيب با  BAPباززايي در محيط حاوي ) ج ؛BAPباززايي در محيط حاوي 

IAA هاي ريشه دار شده به انتقال ساقه هاي طويل شده به محيط ريشه زايي و ساقه) يزايي؛ باززا شده به محيط ساقه هايانتقال ساقه) ن؛
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Abstract 

In this study in order to achieving high frequency regeneration of sunflower effect 
of genotype (Record, Progress, Gabor, AF81-196 A line and CMS19 A line), 
Proximal and Distal section of the cotyledon explant and 10 plant growth 
regulator combination have been investigated. Seeds without pericarps were 
surface sterilized and germinated on half strength MS basal medium. Cotyledons 
from 2-day old seedling were cut from the middle and three explants of each 
section were transferred to regeneration medium. Regeneration medium consisted 
of full strength MS medium supplemented with two levels of BAP (1 and 2 mg/l) 
in combination with three levels of NAA and IAA (0, 0/5 and 1 mg/l). Experiment 
was conducted in a factorial completely randomized design with three 
replications. Statistical analysis showed that there were significant differences 
among the genotypes, explant and plant growth regulator treatments on both 
organogenesis parameters including regeneration rate and the average number of 
shoots per explant. Our results showed that the shoot regeneration in sunflower is 
genotype-dependent, and proximal section of cotyledon explant was greater 
potential for shooting. CMS19 and Progress were the best responding genotypes 
with a regeneration rate of 51/21% and 41.21%, respectively. The highest rate of 
shoot regeneration was observed with 2 mg/l BAP in combination of l mg/l IAA. 

Key words: Sunflower, organogenesis, plant growth regulators, explant, genotype 

 


