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با استفاده از کشت ) .Carthamus tinctorius L (باززایی گلرنگزایی و کالوسبررسی میزان 
 قطعات هیپوکوتیل و کوتیلدون
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  مقدمه
) .Carthamus tinctorius L(گلرنگ 

.  استAsteraceaگیاهی روغنی از خانواده 
اهمیت گیاه گلرنگ به دلیل روغن استحصال 
شده از آن است زیرا داراي درصد بالایی از 

ره و چند  تک زنجیهاي چرب غیراشباعاسید
زنجیره مانند اولئیک اسید و لینولئیک اسید 

بیش از  (1همراه با سطوح بالاي آلفا توکوفرول
 است)  میلی گرم در هر کیلوگرم بذر400

)Singh and Nimbkar, 2006(. گلرنگ به 
ترین نمونه از یک گیاه زراعی با تنوع عنوان مهم

 در اسیدهاي چرب شناخته شده است
)Knowles, 1989(. در سطح زیر کشت گلرنگ 

 هکتار با عملکرد 735918 در دنیا 2008سال 
 ، کیلوگرم در هکتار گزارش شده است2/845

که در ایران سطح زیر کشت در سال در حالی
 هکتار با میانگین عملکرد 1000 حدود 2008
 ,FAO( کیلوگرم در هکتار بوده است 500

 در این زمینه، گیاه گلرنگ پتانسیل ).2008
یادي براي ایجاد تغییرات ژنتیکی و القاء ز

هاي کشت بافت صفات مطلوب از طریق سیستم
هاي ابداع شده براي آن دارد و دستورالعمل

ساده، سریع و کارآمد بوده و امکان باززایی از 
هاي زایشی از ند بافتهمانهاي رویشی را بافت

به زایی سوماتیکی زایی و جنینطریق اندام
در . )Sujatha, 2002 (ستوجود آورده ا

 محیط گلرنگ، فراوانی تغییرات ایجاد شده در

                                                
1 -α-tocopherol 

. هاي سوماتیکی بسیار بالا استکشت در کشت
امکان  2از این رو،  ارزیابی تنوع آندروکلونال

تواند در جداسازي ارقام مفید پذیر شده و می
جداسازي  .)Seeta et al., 2000 (کار رودبه

 درصد از طریق 30 رتري عملکردهایی با بلاین
گزارش در گیاه گلرنگ هاي کشت بافت روش

اولین گزارش در  ).Sujatha, 2002 (شده است
 George  توسطمورد کشت بافت گیاه گلرنگ

and Rao) 1982 (آنها باززایی . منتشر شد
 inهاي مریستمی را در محیط مستقیم ریز نمونه

vitroدر تحقیقی دیگر . مورد مطالعه قرار دادند ،
 in vitroباززایی و تکثیر ارقام گلرنگ در محیط 

 Orlikowska and( مورد مطالعه قرار گرفت

Dyer, 1993 .(بیشترین میزان یافتند که در هاآن
گرم در لیتر  میلی1تولید کالوس در غلظت 

NAA رخ داده است و موثرترین ترکیب 
 1/0هورمونی جهت باززایی مستقیم، ترکیب 

گرم در لیتر  میلی1 و NAA گرم در لیترمیلی
TDZزایی و در مورد کالوس.  بوده است

باززایی مستقیم نیز، ریز نمونه کوتیلدون بهتر از 
 1999در سال  .می دهدبرگ واکنش نشان 

هاي   گیاه گلرنگ به لحاظ جنبهin vitroکشت 
 رشد، تکثیر و سازي شرایطبهینهمختلف مانند 

تیلدون، هاي کونمونهزایی از ریزاندام
 مورد "Bhima"هیپوکوتیل، ریشه و برگ رقم 

 ,Nikam and Shitole(گرفت مطالعه قرار 

 مشاهده کردند که در ریز نمونه هاآن. )1999

                                                
2 - Androclonal variation 
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هاي کوتیلدون، فراوانی باززایی در غلظت
ها بیشتر نمونه نسبت به سایر ریزBAPمختلف 
زایی مستقیم ساقه در تحقیقی دیگر، اندام .است

هاي مختلف یی گیاه کامل در ژنوتیپو باززا
 Mandal and (گلرنگ مورد ارزیابی قرار گرفت

Gupta, 2001( .تاثیر ترکیب هورمونیTDZ  و 
IBA روي باززایی از ریزنمونه کوتیلدون رقم 

"Dincer" توسط  گلرنگBasalma et al. 
 مورد مطالعه قرار ، in vitroدر شرایط) 2008(

سازي بهینه هدفبا تحقیق حاضر . گرفت
به منظور افزایش گلرنگ سیستم کشت بافت 

 آن تاثیرگذار بر مختلف عوامل و پدیده باززایی
،  ریزازدیادي در خصوصبعديجهت مطالعات 
هاي مطلوب به و انتقال ژن مهندسی ژنتیک

هاي کمی و کیفی جهت بهبود ویژگی گلرنگ
  .انجام شد

  
  هامواد و روش
 نگ،گلر رقم دو از پژوهش این در

" Dincer"  ترکیه کشور بومی و بالا عملکرد با 
.  استفاده گردید"سینا"  ایرانیشده اصلاح رقم و
، ابتدا بذور گلرنگ در   بذورعفونیضدمنظور به

 دقیقه و پس از شستشو با 1مدت  به% 70اتانول 
 دقیقه در محلول کلرید 7آب مقطر به مدت 

 ضد پس از. قرار گرفتند % HgCl2 (1/0(جیوه 
 مرتبه با آب مقطر استریل 4 الی 3عفونی، بذور 

اي، شستشو داده  دقیقه5در فواصل زمانی 
ر با کاغذ صافی استریل خشک سپس بذو. شدند

 MS) Murashigeو روي محیط کشت شدند 

and Skoog, 1962( تمامی مراحل . قرار گرفتند
ضدعفونی و کشت در زیر هود بیولوژیک و در 

محیط کشت را در  .ام شدشرایط استریل انج
متر ریخته و به  سانتی10هایی به قطر شیشه
گراد  درجه سانتی121 دقیقه در دماي 20مدت 

 پوند بر اینچ مربع، در اتوکلاو 15و فشار 
استریل نموده که بعد از سرد شدن به صورت 

بذور استریل . باشندمحیط جامد قابل استفاده می
هاي در شیشه عدد 10-12گلرنگ را به تعداد 

مذکور کشت کرده و به اتاقک رشد تحت 
 35 نور درجه سانتی گراد و شدت 25شرایط 

)μmolm-2s-1 ( و فتوپریود)ساعت روشنایی 16
در فاصله . شدند ، منتقل) ساعت تاریکی8و 

  5-8هایی به طول ، گیاهچه روز10زمانی 
در زنی پس از جوانه. دست آمدندمتر بهسانتی

روزه را به  10هاي ، گیاهچهشرایط استریل
نمونه زیرلامینار ایرفلو منتقل نموده و ریز

 MS  روي محیطکوتیلدون پس از جدا شدن به
-هاي مختلف هورمونی بهپایه حاوي غلظت

عنوان  گرم در لیتر به30همراه ساکارز با غلظت 
با   گرم در لیتر7منبع هیدرات کربن و آگار 

8/5pH  صوص ریزنمونه در خ. قرار داده شدند
متري  سانتی5/0-1هیپوکوتیل، از قطعات 

 10طور متوسط در هر پتري،  استفاده شد و به
تمامی تیمارها . عدد ریز نمونه کشت داده شد

 روز در محیط مشابه واکشت شدند 14پس از 
 بتوانند حداکثر استفاده از مواد مغذي محیط تا
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زا و غیر جنین(ها کالوس. کشت را بنمایند
فراوانی  و  روز تشکیل شدند15پس از ) زانینج

ال هاي کریزنمونهزایی با شمارش تعداد کالوس
  هاي کشت شده داده به تعداد کل ریزنمونه

هاي مورد آزمایش تا زمان نمونه. دست آمد به
تشکیل نوساقه هر دو هفته یکبار به محیط 

ها نوساقه هفته 3-4پس از  و منتقلمشابه 
.  باززا شدن را از خود نشان دادندبتدریج مرحله

فراوانی باززایی نوساقه با شمارش تعداد نوساقه 
شده در هر تولید شده به تعداد ریزنمونه کشت 

طور متناوب  و بهپتري دیش محاسبه گردید
 عاري MSتحت شرایط استریل به محیط کشت 

منتقل ) 1محیط طویل شدن ساقه(از هورمون 
 حداکثر رشد خود  تا در این محیط به،شدند
هایی با  روز، گیاهچه45- 35پس از . برسند

. دست آمدند متر بهسانتی 10طول حدود 
ي مذکور به منظور تولید ریشه تحت هاگیاهچه

 حاوي MSشرایط استریل به محیط کشت 
 2به میزان ) IBA(  اندول بوتیریک اسیدهورمون
  گرم در لیتر ساکارز20همراه  بهگرم در لیترمیلی

 منتقل شدند  pH=7 گرم در لیتر آگار با 7و 

دار هاي ریشهگیاهچه ).2زاییمحیط القاء ریشه(
هاي کوچک با خاك استریل شده، به گلدان

منتقل و ) ترکیب یکسان پرلیت، ماسه و خاك(
 تحقیق .تحت شرایط آزمایشگاه نگهداري شدند

. شد انجام جداگانه آزمایش دو قالب در حاضر
 زاییکالوس آزمایش، یک در ابتدا هک ترتیبی به

                                                
1 -Shoot elongation medium 
2 -Root induction medium 

 هاينوساقه باززایی میزان دیگر درآزمایش و
فاکتور  (A منظور، این براي. گردید بهینه گلرنگ
فاکتور  (B، )دینسر و سینا(در دو سطح ) رقم

، )هیپوکتیل و کوتیلدون(سطح  در دو) ریزنمونه
C) در سه ) فاکتور هورمون نفتالین استیک اسید

بنزیل آمینو -6اکتور هورمون ف (Dسطح و 
 قالب آزمایش فاکتوریل ردر سه سطح د) پورین

 تکرار، بررسی 3تصادفی در  کاملاً پایهبا طرح 
زایی، ترکیب فاکتوریل جهت کالوس. شدند

گرم در میلی) 1 و NAA) 0 ،5/0هاي هورمون
گرم در لیتر و میلی) 1 و BAP) 0 ،5/0و لیتر 

رکیب فاکتوریل ها تبراي باززایی نوساقه
 BAPو ) 2/0 و NAA) 0 ،1/0هاي هورمون

گرم در لیتر مورد استفاده قرار میلی) 2 و 1، 0(
عنوان شاهد در به) 0 و 0(گرفت و تیمار 

هاي تجزیه و تحلیل داده. آزمایش لحاظ گردید
 و SPSSآزمایش با استفاده از نرم افزارهاي 

MSTAT-C و قبل از انجام تجزیه شد انجام 
ها مورد بررسی قرار اریانس نرمال بودن دادهو

 از هامیانگینه براي انجام آزمون مقایس. گرفت
 .اي دانکن استفاده گردیددامنه آزمون چند

  
  نتایج و بحث
ج تجزیه واریانس براي صفات نتای

مشاهده ، 1-جدولزایی و باززایی در کالوس
بین عوامل دهد که می این نتایج نشان. شودمی

 و NAAها، هورمون  ریزنمونهیعنی ارقام،اصلی 
 1 داري در سطح اختلاف معنیBAPهورمون 
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. شودمشاهده میبراي هر دو صفت  درصد
همچنین بررسی اثرات متقابل چندگانه حاکی از 

که ارقام مورد بررسی در این آزمایش آن است 
طور مستقل  بهNAAدر واکنش به هورمون 

تحت تاثیر هورمون ا تا حدودي  اماندعمل کرده

BAPبا توجه به جدول تجزیه . اند قرار گرفته
، ارتباط تنگاتنگی نیز بین )1جدول (واریانس 

زایی رقم و نوع ریزنمونه براي صفت کالوس
).ABاثر متقابل (وجود داشته است 

 
 .باززایی و زاییکالوس صفات براي واریانس تجزیه -1 جدول

  )MS (میانگین مربعات
Mean square  

  درجه آزادي
df 

  منابع تغییر
S.O.V. 

 باززایی
Shoot regeneration 

  زاییکالوس
Callus induction 

   

  Cultivar )رقم (Aفاکتور   1 4231.26 ** 291.39 **
 Explant)ریزنمونه (Bفاکتور  1 3136.33 ** 288.83 **

ns 11.46 ** 4008.92 1 AB 
 )C) NAAفاکتور  2 6334.75** 65.71 **

ns 1.37 17.56 ns 2 AC 
** 47.07 **5194.36 2 BC  

ns 3.52  **2669.28 2  ABC 
 )D) BAPفاکتور  2 4069.33** 426.78 **

** 27.72 * 404.03 2 AD 
** 93.80 **1204.11 2 BD 

ns 6.91  167.14 ns 2 ABD 
** 92.58 ** 1035.91  4 CD 
* 11.04 * 383.42 4 ACD 
** 705.95 **6065.47 4 BCD 

** 20.24 175.42 ns 4 ABCD 

   Errorاشتباه آزمایشی 72 112.67 3.44
  Total کل 107  

  %)CV(ضریب تغییرات  15.51 14.12
Coefficient Variation  

          ns01/0 و 05/0بترتیب اختلاف معنی دار در سطح ** و * دار،   عدم وجود اختلاف معنی     
ns: Non-significant, * and **: Significant at 0.05 and 0.01 probability levels, respectively. 

Table 1- Analysis of variance for callus induction and shoot regeneration of safflower. 
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علاوه، عدم ارتباط بین ارقام و به
    در القاءBAPها با هورمون ریزنمونه
اثر متقابل (گردد زایی مشاهده میکالوس
ABD .( از طرفی، عامل رقم در واکنش به

 عمل کرده NAAباززایی مستقل از هورمون 
همچنین در این آزمایش ). ACاثر متقابل (است 

ها با اثرات متقابل دوگانه ارقام و ریزنمونه
دار  براي صفت باززایی، معنیBAPهورمون 

-که نشان) BD و ADاثر متقابل (شده است 

واکنش مثبت این دو فاکتور به هورمون دهنده 
BAP ها مقایسات میانگین). 1جدول ( است

-نشان دادند که در اثرات متقابل رقم با هورمون

زایی هاي مورد مطالعه، بیشترین میزان کالوس
) NAA1  و BAP 1( و ترکیب Dincerدر رقم 

 درصد و در اثر متقابل ریزنمونه 33/94به میزان 
زایی در ن، بیشترین کالوسبا این دو هورمو

گرم در میلی) NAA5/0  و BAP 5/0(ترکیب 
 درصد 97لیتر و ریزنمونه هیپوکوتیل به میزان 

میزان تولید ). 2 و 1شکل (مشاهده شده است 
  هاي رشد کالوس بستگی به ترکیب هورمون

هاي کار رفته دارد و تعادل بین هورمون به
ژنیکی اکسین و سیتوکنین یک فاکتور مورفو

م بهتعیین رود شمار میکننده و مه)Abbasi et 

al., 2007.( شود،  که مشاهده میطورهمان
هاي ریزنمونه کوتیلدون و زایی از حاشیهکالوس

) محل برش(از دو طرف ریزنمونه هیپوکوتیل 
با ). ، الف و ب3شکل (شروع گردیده است 

) ABCD(توجه به اینکه اثر متقابل چهار گانه 
ورد صفت باززایی معنی دار شده بود در م

، مقایسه میانگین براي آن نشان داد )1جدول (
 07/35که بیشترین درصد باززایی به میزان 

 NAA و BAP 2(درصد در ترکیب هورمونی 
گرم در لیتر، در ریزنمونه کوتیلدون و میلی) 1/0

این تیمار اختلاف .  رخ داده استDincerرقم 
 ترکیبات هورمونی نشان داري را با سایرمعنی
بررسی سایر تیمارها نشان داد که بهترین . داد

گرم در  میلی2ها در سطح میزان باززایی نوساقه
-07/35 و در محدوده BAPلیتر هورمون 

هاي گیري جوانهشکل.  درصد بوده است19/22
 هفته از کشت 2کننده نوساقه پس از اولیه تولید
  وکوتیل در هاي کوتیلدون و هیپریزنمونه
 4شکل (هاي باززایی  قابل تشخیص بود محیط
 هفته 3-4ها و پدیده باززایی کامل نوساقه) الف

  ). ب4شکل (بعد از کشت مشاهده گردید 
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زایی  میزان کالوس در پاسخ بهBAPو  NAAهاي  بین رقم و هورمونگانهمقایسه میانگین اثر متقابل سه -1شکل 

- محور افقی سطوح مختلف از غلظت.  و سینا هستندDincer به ترتیب نشان دهنده ارقام S و D. در گیاه گلرنگ

هاي بالاي ستوندر  متفاوتحروف . دهدرا نشان می) ردیف پایین (BAPو ) ردیف بالا (NAAهاي هاي هورمون
  . استبا استفاده آزمون چند دامنه دانکن ٪1سطح احتمال دار در نمودار نشان دهنده تفاوت معنی

Figure 1- Mean comparison of triple interactions among cultivar, NAA and BAP 
phytohormones in response to callus induction in safflower. Note: D and S represent 
Dincer and Sina cultivars, respectively. Horizontal axis is represented different levels 
of NAA (above) and BAP (below) concentrations. Values within a graph followed by 
different letters are significantly different (P<0.01), analyzed by Duncan’s multiple 
range test. 
 

هاي باززاشده القاء ریشه در ریزنمونه
 انجام شد و IBAدر محیط حاوي هورمون 

 2هاي رشد کرده در این محیط پس از هچهگیا
هاي کوچک حاوي خاك استریل هفته به گلدان

منتقل شده و تحت شرایط کنترل شده نگهداري 
هاي زایی نوساقهلازم بذکر است که ریشه. شدند

 به سختی صورت in vitroگلرنگ در محیط 
گرفت و براي این منظور آزمایش القاء ریشه 

ما تنها، انتقال تعداد اندکی چندین بار تکرار شد ا
با )  نوساقه5-7(ها به محیط خاك از نوساقه

طور کلی، ارقام مورد به. موفقیت انجام گرفت
زایی مطلوبی در استفاده در این تحقیق ریشه

انتخاب  . از خود نشان ندادندin vitroمحیط 
نقش یک ریزنمونه در مرحله رشدي مطلوب 

شت بافت در اساسی در موفقیت آمیز بودن ک
 ,.Khawar et al (کندبازي می in vitroشرایط 

پیچیدگی مورفولوژیکی یک ریزنمونه  .)2005
هاي رشد گیاهی به همراه انتخاب تنظیم کننده

بر القاء کالوس و مناسب تاثیر چشمگیري 
 ).Khawar et al., 2005 (ها داردباززایی نوساقه

ن ها و نحوه قرارگرفتهر چند که سن گیاهچه
آنها روي محیط کشت نیز در برخی از گیاهان 

 ,Nikam and Shitole (حائز اهمیت است

با توجه به بررسی منابع انجام شده، در . )1999
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هاي هاي گلرنگ ریزنمونه گونهکشت بافت
زایی و کالوسکوتیلدون و هیپوکوتیل فراوانی 

ها از باززایی بیشتري نسبت به سایر ریزنمونه
 که با نتایج تحقیق حاضر دهندخود نشان می
 ,Sankara Rao and Rohini (مطابقت دارد

 در خصوص این تحقیق، ریزنمونه .)1999
کوتیلدون در هر دو رقم واکنش بهتري را به 

زایی و باززایی مستقیم نوساقه ها نسبت کالوس
هاي داده. د نشان داده استبه هیپوکوتیل از خو
هاي مختلف در ریزنمونه بدست آمده براي
دهد که بسته به زایی نشان میواکنش به کالوس

هاي رشد نوع ریزنمونه، غلظت تنظیم کننده
گیاهی تفاوت کرده و این امر تاثیر چشمگیري 

ها اعمال زایی و باززایی نوساقهدر روند کالوس
نه کوتیلدون، نمو ریزبه عنوان مثال، در. کندمی

 BAPهاي مختلف غلظتفراوانی باززایی در 
در .  هیپوکوتیل بیشتر استنسبت به ریز نمونه

این رابطه، مطالعات متعددي وجود دارند که 
هاي ن نتیجه را در سایر ارقام و گونهصحت ای

 Orlikowska and( کنندگلرنگ نیز تایید می

Dyer, 1993; Sujatha and Suganya, 1996; 
Rani et al., 1996; Nikam and Shitole, 
1999; Mandal and Gupta, 2001; Sujatha 
and Dinesh Kumar, 2007; Basalma et al., 

 .Zebarjadi et al در این رابطه،. )2008
) 2007 (Salmanian and Kahriziو ) 2006(

نیز نتایج مشابهی را در مورد گیاه کلزا مشاهده 
 ریزنمونه کوتیلدون رسد کهمی نظربه. کردند

از پتانسیل ارگانوژنیکی بیشتري گیاه گلرنگ 
علت . ها برخوردار باشدنسبت به سایر ریزنمونه

هاي این امر، تا حدودي به  وجود سلول
کننده جوانه ساقه در سطح  مریستمی تولید

در واقع، تقسیمات . گردد کوتیلدون برمی1رویی
رگی اولیه منجر  ب2هاي زیرپوستیمکرر سلول

هاي مریستمی و متعاقب آن به تشکیل سلول
 Mandal and(شوند هاي ساقه میجوانه

Gupta, 2001 .( از این رو، نحوه قرارگرفتن
ریزنمونه کوتیلدون و تماس مستقیم آن با محیط 

به . کشت از اهمیت خاصی برخوردار است
 کوتیلدون 3عبارت دیگر، قرارگرفتن سطح پشتی

هاي کشت موجب باززایی نوساقهروي محیط 
  هاي اپیدرم سطح رویی آن اولیه از سلول

 ;Mandal and Gupta, 2001(گردد می

Basalma et al., 2008 .( علاوه بر باززایی
مستقیم، پیامد مهم دیگري که با استفاده از 

آید، امکان ریزنمونه کوتیلدون به دست می
 این باززایی چندین نوساقه از یک برگ است که

موضوع در ریزازدیادي و مهندسی ژنتیک بسیار 
هایی که از کشت اما نوساقه. حائز اهمیت است

  شوند، ابتدا مرحله هیپوکوتیل ایجاد می
زایی را طی کرده و سپس تولید نوساقه کالوس
 Zebarjadi et al., 2006; Salmanian(کنند می

and Kahrizi, 2007.(  
  
  

                                                
1  - Adaxial surface 
2  - Subepidermal 
3  - Abaxial surface 
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 در پاسخ به میزان BAP و NAAهاي گانه بین ریزنمونه و هورمون اثر متقابل سهمقایسه میانگین -2شکل 
 محور افقی .هاي هیپوکوتیل و کوتیلدون هستند به ترتیب نشان دهنده ریزنمونهC و H. زایی در گیاه گلرنگکالوس

حروف  .دهدرا نشان می) ردیف پایین (BAPو ) ردیف بالا (NAAهاي  هورمونهايسطوح مختلف از غلظت
 با استفاده آزمون چند دامنه ٪1دار در سطح احتمال نمودار نشان دهنده تفاوت معنیهاي بالاي ستونمتفاوت در 
  .دانکن است

Figure 2- Mean comparison of triple interactions among explant, NAA and BAP 
phytohormones in response to callus induction in safflower. Note: D and S represent 
Dincer and Sina cultivars, respectively. Horizontal axis is represented different levels 
of NAA (above) and BAP (below) concentrations. Values within a graph followed by 
different letters are significantly different (P<0.01), analyzed by Duncan’s multiple 
range test.   

زایی و تاثیر رقم و پاسخ آن به کالوس
 مشهود ها در این آزمایش کاملاًباززایی نوساقه

تا کنون، تحقیقات در زمینه کشت بافت و . بود
مهندسی ژنتیک گلرنگ تنها روي ارقام خاصی 

 محدود از این گیاه انجام شده است که عمدتاً
-Bhima ،Grina ،Manjira ،Sمی مانند به ارقا

144 ،HUS-305 ،Dincer ،Centennial ،A1 و 
A300  بومی هندوستان میها بوده که اکثر آن-

یکی از ارقام مورد استفاده در این تحقیق، . باشند

 که ژنوتیپی با عملکرد بالا و Dincerرقم 
باشد سازگار به مناطق خشک و بومی ترکیه می

دسترسی، مورد استفاده قرار دلیل سهولت به
، تنها یک تحقیق در زمینه کشت بافت. گرفت

 .Basalma et alتوسط در مورد این رقم 
زایی این ها کالوسآن. انجام شده است) 2008(

 درصد و 33/93-100رقم را در محدوده 
ها را در ترکیب بیشترین باززایی نوساقه

 میزان به) IBA 25/0 و TDZ 5/0(هورمونی 
تحقیق نتایج .  درصد گزارش کردند33/33

موافق با تا حدودي حاضر به لحاظ صفات فوق 
  علاوه بر این،.نتایج این محققان بوده است

Mandal and Gupta) 2001 ( بیشترین درصد

 2را در ترکیب هورمونی %) 4/54(باززایی 
 .مشاهده کردند S-144 و در رقم  BAPگرممیلی
دار همچنین معنیتوجه به مطالب فوق و با 

 ولجد(باززایی  و زاییشدن اثر رقم در کالوس
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در ریزازدیادي شود که ژنوتیپ می مشخص) 1
در این . باشدداراي اهمیت میو مهندسی ژنتیک 

برد کار هایی را بهره بایستی ژنوتیپرابطه، هموا
به علاوه، . که داراي درصد باززایی بالایی باشند

هایی که داراي وتیپبراي دستورزي ژنتیکی ژن
ا فراوانی باشند امخصوصیات زراعی مطلوبی می

وسیله تلاقی با ها کم است، بایستی بهباززایی آن
هایی با فراوانی باززایی بالا این خصیصه ژنوتیپ

در خصوص  .هاي برتر انتقال دادرا به ژنوتیپ
نوع هورمون و تاثیر آن، در اکثر مطالعات انجام 

  TDZ یا BAP و NAAهاي شده از هورمون
استفاده شده و بهترین محدوده براي باززایی 

گرم در  میلی5/0-2ها در غلظت مستقیم نوساقه
 در ترکیب با TDZ و BAPهاي هورمون لیتر

) گرم در لیتر میلیNAA) 5/0-1/0هورمون 
 ,Orlikowska and Dyer (گزارش شده است

1993; Rani et al., 1996; Radhika et al., 
در این تحقیقات، بیشترین میزان باززایی ). 2006
، BAPو NAA هاي ها با کاربرد هورموننوساقه

  درصد گزارش شده است؛33-54محدوده در 
ثیر هورمون أا تامTDZ که یک سیتوکنین 

مصنوعی با ساختار شیمیایی فنیل اوره است در 
زایی سوماتیکی مشابه هورمون زایی و جنیناندام

BAP در مواردي حتی بیشتر از آن بوده است و .
ها با کاربرد این حداکثر فراوانی باززایی نوساقه

این .  درصد گزارش شده است5/98هورمون 
مسئله حاکی از نقش بسیار معنی دار هورمون 

TDZزا در  به عنوان یک تنظیم کننده رشد برون

افزایش رقابت مورفوژنیکی در شرایط کشت 
ن در تغییر سطوح بافت و نقش مثبت آ

هاي داخلی گیاه گلرنگ به منظور القاء هورمون
از . )Radhika et al., 2006 (نوساقه بوده است

هاي هاي بالاي هورموندیگر، غلظتطرف 
BAP و TDZ  سمی بوده و در برخی موارد
گونه واکنشی به لحاظ تولید کالوس و هیچ

ها مشاهده نشده یا این که باززایی نوساقه
هاي ها یا نوساقهنکروزه شدن کالوسموجب 

 ,Nikam and Shitole (باززا شده گردیده است

دار کردن گیاه رسد که ریشهنظر میبه. )1999
سختی صورت به in vitroگلرنگ در شرایط 

 سر سختگیرد و این گیاه یکی از گیاهان می
(Recalcitrant) نسبت به این پدیده است؛ چرا 

هاي دارکردن نوساقهشهکه در این تحقیق، ری
آمیز نبود و تنها تعداد موفقیتچندان  شده باززا

 .ها به محیط خاك منتقل شدنداندکی از آن
Ying et al.) 1992( نتایج مشابهی را در زمینه 

 مشاهده Centennialزایی رقم آمریکایی ریشه
 Sankara Rao and Rohiniهمچنین، . کردند

 A1رقام هندي  واکنش ضعیف ا مجدداً)1999(
زایی در شرایط نسبت به ریشهرا  گلرنگ A300و 

in vitroرسد ژنوتیپ می نظر به.  گزارش کردند
مورد استفاده نقش بسیار مهمی در القاء ریشه در 

 George and( کند  ایفا میin vitroمحیط 

Rao, 1982; Ying et al., 1992(.  
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 روز از 15هاي کوتیلدون و هیپوکوتیل گلرنگ پس از از ریزنمونههاي تشکیل شده کالوس) و ب) الف -3شکل  

و از دو طرف ریزنمونه ) هاي ریزنمونه کوتیلدون الفگیري کالوس از حاشیهشکل. زاییهاي کالوسکشت در محیط
  . مشهود استکاملاً) هیپوکوتیل ب

Figure 3- Callus formations after 15 days of culture of safflower cotyledons and 
hypocotyl explants on the callus induction medium; callus formation was clearly 
visible (a) on the margins of the cotyledons and (b) cut surface of hypocotyl explants. 

 
هاي باززایی نماي نزدیکی از نوساقه) هاي اولیه در حال باززا شدن از ریزنمونه کوتیلدون، بجوانه) الف -4شکل 

 Multiple shoot regenerationپدیده ) در قسمت ب.  هفته از کشت4شده از ریزنمونه کوتیلدون پس از 
  . قابل تشخیص استکاملاً

Figure 4- (a) Emerging of initial primordia producing shoots from the cotyledon 
explant and (b) close view of regenerated shoots from cotyledon explant after 4 weeks 
of culture; Hint: Multiple shoot regeneration can be clearly distinguished.  

a b 

a b 
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Abstract 
After cereals, oilseed crops are included as the second source of supplying calorie for 
human populations. In recent years, safflower was considered due to quality and high 
content of fatty acids. For optimization of tissue culture of safflower, an experiment was 
carried out as a factorial arrangement in a completely randomized design with three 
replications in 2008-2009. Callus induction and shoot regeneration percentage of 
cotyledons and hypocotyl explants were measured on basal MS medium for two cultivars 
(Dincer and Sina) of safflower in different concentrations of NAA and BAP hormones. 
Analysis of interaction effects indicated that the cultivars were independent in response of 
different level of NAA. Mean comparison showed that the highest percentage of callus 
induction occurred on MS medium containing 0.5 mg/l NAA and 0.5 mg/l BAP (94.33%) 
and 1 mg/l NAA and 1 mg/l BAP (97%). Furthermore, hypocotyl explant of Dincer has a 
good response to callus induction. The highest percentage of shoot regeneration also was 
achieved on MS medium supplemented with 0.1 mg/l NAA and 2 mg/l BAP from 
cotyledon explant of Dincer. 
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