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هاي مختلف گیاه بررسی تأثیر دو نوع هورمون سیتوکینین بر باززایی مستقیم ریزنمونه
چغندرقند در شرایط کشت بافت

3و احمد اسماعیلی2فرهاد نظریان فیروزآبادي، 1فرمیترا زمانی

چکیده
چغندرقند. دهدمیی را گیاههاي زنده و غیرزندهتنشبااستفاده از راهکارهاي ژنتیک مولکولی، نوید مبارزه

(Beta vulgaris L.)خصوص کشت بافت استورزي مولکولی بههاي دستیرش روشبدقلق از نظر پذترین گیاهان یکی از مهم .
12با 223صورت فاکتوریل بهی، آزمایشژنیي هاسازي کشت بافت چغندرقند براي بیان سامانهمنظور بررسی و بهینهبه

فاکتورهاي این . در آزمایشگاه انجام شد،ریزنمونه10تکرار و در هر تکرار 4قالب طرح کاملاً تصادفی با ترکیب تیماري در
1و kinetinهورمون گرم بر لیترمیلیA)5/0ي رأسی، دو محیط کشت ي پهنک برگ، دمبرگ و جوانهآزمایش سه نوع ریزنمونه

) و دو BAهورمون گرم بر لیتر میلی5/0و kinetinهورمون گرم بر لیتر یلیم1(B) و محیط کشت BAهورمون گرم بر لیتر میلی
نوع ریزنمونه، لاین اثرزنی نشان داد کههاي درصد جوانهنتایج تجزیه واریانس داده. بودندSBSI-02)و (SBSI-04لاین چغندرقند 

با توجه به نتایج مقایسات میانگین به روش دانکن . دیدگر(P0.01)دار زنی معنیلاین روي درصد جوانهو اثر متقابل ریزنمونه
(P0.01)ي پهنک لاین ي رأسی در هر دو لاین با ریزنمونهي جوانه، ریزنمونهSBSI-04داري از نظر درصد تولید جوانه تفاوت معنی
دمبرگ لاین يبا ریزنمونهSBSI-02ي پهنک لاین ریزنمونهزایی بین درصد جوانه(P0.05)داري تفاوت معنیهمچنین، . نداشتند
SBSI-04ي دمبرگ لاین ریزنمونهعلاوه،به. وجود نداشتSBSI-02ها اختلاف با تولید کمترین درصد جوانه با سایر ریزنمونه

. داشت(P0.05)داري معنی

بافت، چغندرقند، لاینهاي کلیدي: جوانه رأسی، کشتواژه

مقدمه
ي شکر است که در ه تولید کنندهترین گیاچغندرقند مهم

شکر کل درصد40شود و در حدود مناطق معتدل کشت می
علاوه بر شکر، چغندرقند به دلیل . )2(کندجهان را تأمین می

رگ و ملاس به عنوان غذاي تولید مقادیر قابل توجهی ب
هاي همچنین توانایی تجمع مواد یا متابولیتوحیوانات

اي (بیوراکتور سبز) از ارزش یرهذخهايارزشمند در بافت
بذر، در کنار عدم امکان گلدهی و تولید. بالایی برخوردار است

ي ناشی از هاي گستردهبوري محصول به دلیل آسیبهره
همچنین از آنجا که چغندرقند . استبالازا عوامل بیماري

هاي کنونی بسیار هتروزیگوت و گیاهی دو ساله است و رقم
هاي جدید ي رقمافشان هستند، توسعهدگرگردهطور طبیعی به

. )2هاي متداول بهنژادي بسیار دشوار است (توسط روش
تواند راهکارهاي بیوتکنولوژي و مهندسی ژنتیک می،بنابراین

ارزش تجاري مؤثر هاي بادر معرفی صفات خاص در ژنوتیپ
ي هاي بهنژادبه روشبهبود ژنتیکی چغندرقند غالباً. )4باشند (

ي گذشته استفاده از گیرد، اما در دو دههکلاسیک صورت می
هاي انتقال ژن، به آوريخصوص فنهاي مولکولی، بهتکنیک

یکی از اولین ). 2،3،7،8،27،44(شدت افزایش یافته است
هاي تولید گیاهان تراریخت، استفاده از فنون کشت شرطپیش

فت، اندام و در هاي تراریخت باسلول و بافت براي تولید سلول
ي هر نوع روش انتقال لازمه. )37نهایت گیاه کامل است (

شرایط درهاي گیاهیسلول، بافت و یا اندامژنی، کشت 
ها در پاسخ به ي گیاهان و ریزنمونههمه. آزمایشگاهی است

. کننداعمال شرایط مصنوعی کشت بافت یکسان عمل نمی
افت، گیاهچه تولید راحتی در محیط کشت ببرخی از گیاهان به

. هستند1مقاوم یا ریکالسیترانتکرده و برخی دیگر اصطلاحاً
هاي مقاوم از نظر کشت بافت و چغندرقند یکی از گونه

.)12،27،42(تراریزش ژنتیکی است
به دلیل اهمیت مهندسی ژنتیک گیاه چغندرقند، 

به دلیل مشکلات تکنیکی ، عمدتاDNAًهاي تراریزش روش
هاي داراي قابلیت تراریزش محدود یی گیاه از سلولدر باززا

دهد که یکی از مروري بر اطلاعات موجود نشان می. است
مستقیم اریزش این گیاه میزان کم باززاییموانع مهم در تر

ترین علل عمده. باشدمیاز قطعات ریزنمونهتراریختگیاه 
،هاچنین رفتاري ممکن است ناشی از محدودیت ریزنمونه

ها به ژنوتیپ یزان باززایی کم و وابسته بودن تولید گیاهچهم
هاي مختلفی از جمله ریزنمونهاز . )3و 6،11،23،29(باشد

، 40(زا ، کالوس جنین)21(، هیپوکوتیل )23،26(کوتیلدون 
. براي تراریزش چغندرقند استفاده شده است)45(، برگ)47

مستقیم و ه صورت غیرها بباززایی گیاه از این ریزنمونهاکثراً
اي از مواقع شامل فاز کالوس بوده است که این امر در پاره

به همین منظور از روش . شودمیباعث ایجاد تنوع سوماکلونی
باززایی مستقیم به دلیل سهولت تهیه ریزنمونه، کاهش زمان 

تراریزش هر . )24شود (و قابلیت باززایی بالا استفاده می
چغندرقند ضمن پایین بودن کارایی، گیاهی و از آن جمله

هاي در حال باززایی شده و سبب ایجاد مشکلاتی براي سلول
هاي تراریخت را به شدت در نهایت کارایی تولید گیاهچه

، دانشگاه لرستانو دانشیاردانشجوي کارشناسی ارشد-3و 1
)nazarian.f@lu.ac.ir(نویسنده مسوول: دانشگاه لرستان، شیاردان-2

3/5/94تاریخ پذیرش: 17/12/93تاریخ دریافت: 

1- Recalcitrant

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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هاي انجام شده براي تراریزشتلاش. دهدکاهش می
. با استفاده از اگروباکتریوم موفقیت کمی داشته استغندرقند

هاي کالوس)26(و کرنز و همکاران )18(ن هارپستر و همکارا
با . دست آوردندي اگروباکتریوم تومفاسینس را بهتراریزش شده
. ها گیاه تولید کنندها نتوانستند از این کالوساین حال آن

گیاهان چغندرقند تراریخت را تولید)29(لیندسی و گالویس 
ی از تراریزش با اگروباکتریوم تومفاسینس و باززایپس از

ي بر اساس این مطالعه ریزنمونه. ي ساقه را گزارش کردندپایه
ساقه در مقایسه با دمبرگ و بافت برگ توانایی باززایی سریع 

در مطالعات روي باززایی چغندرقند از . و بیشتر را نشان داد
انواع مختلف ریزنمونه با هر دو روش باززایی مستقیم و 

زایی مستقیم سودمندتر از باز. شودمستقیم استفاده میغیر
مستقیم است زیرا گیاهان حاصل از این روش باززایی غیر

فراوانی . )1،9،10،19،32(داراي ثبات ژنتیکی بالایی هستند 
هاي هاي سوماتیک و بافت واریانتباززایی ساقه از سلول

مختلف چغندرقند بسته به نوع ریزنمونه، ترکیب محیط کشت 
. )34(و ژنوتیپ متفاوت است 
ي روشی براي بدست آوردن گیاه به منظور توسعه

ي کالوس، انواع چغندرقند با باززایی مستقیم، بدون مرحله
هاي مریستمی توانا در ها شامل سلولمختلف جداکشت

هگرفتیط آزمایشگاهی مورد استفاده قرارباززایی ساقه در شرا
مستقیم براي باززایی در این مطالعات . )13،14،25،43(است

)، 3ها ()، برگ14)، کوتیلدون (25و13دمبرگ (شاخساره، از
) 43ي نازك تشکیل شده اپیکوتیل () و لایه25هاي لپه (گره

فراوانی باززایی در این آزمایشات بسته به . استفاده شده است
بوده نوع ریزنمونه، ژنوتیپ و ترکیب محیط کشت متفاوت 

ي چگونگی مطالعههدف از اجراي این تحقیق،. )34است (
دو نوع هاي متفاوت و تأثیر ترکیبات العمل ریزنمونهعکس

هاي جوان روي بر فراوانی تولید جوانهسیتوکینین
از SBSI-02و SBSI-04هاي مختلف در دو لاین ریزنمونه

. گیاه چغندرقند است

هامواد و روش
-SBSIهاي چغندرقند به نامژنوتیپدر این مطالعه از دو 

هایی ، لاینژنوتیپاین دو . استفاده شدSBSI-02و 04
هاي والدي براي تولید بذر هستند که به عنوان بهترین لاین

براي تولید . شودها استفاده میهیبرید در کشور از آن
. استفاده شد)36و24(هاي استریل، از روش نوروزي گیاهچه

ه سولفوریک غلیظ بطور خلاصه: بذرها در محلول اسیدبه
پس از شستشو در آب و بذرها . دقیقه تیمار گردیدند30مدت 

به مدت یک دقیقه، با آب ،درصد70تیمار با الکل 
پس از آن بذور با محلول هیپوکلریت . مقطرشستشو شدند

دقیقه ضدعفونی و بار دیگر 15به مدت درصد5/2سدیم 
ي مواد ضدعفونی کننده، سه بار با آب براي زدودن باقیمانده

بذرها جهت . دقیقه شستشو شدند5مقطر هر بار به مدت 
دیش دار شدن بر روي کاغذ صافی استریل درون پتريریشه

دار به بذور ریشه،روز2بعد از . در تاریکی قرار داده شدند
پس از . محیط آب آگار براي تولید گیاهچه منتقل شدند

ر گذشت یک هفته، قسمت کوتیلدون، هیپوکوتیل و ریشه بذو
جوانه زده حذف شد و جوانه انتهایی جهت تولید گیاهچه و 

MSدار در محیط مصنوعی شامل محیط پایهبرگ جوانه
)Murashing & Skoog8/0درصد و آگار 3) و ساکارز

مقدار مورد نیاز از هفته،3پس از گذشت . درصد قرار داده شد
تر گرم بر لیمیلی2(هاي رشدکنندهاي تنظیممحلول ذخیره

) به NAAهورمونگرم بر لیترمیلی5/0وBAهورمون 
ها به مدت چهار هفته و هر دو ریزنمونه. محلول اضافه شد

پس از تولید جوانه روي سطح . هفته یک بار واکشت شدند
یک . هاي تولیدي تهیه شدنداز گیاهچههاریزنمونهها، برگ

یک کیب تیماري در قالب تر12با 223آزمایش فاکتوریل 
ریزنمونه در 10تکرار و در هر تکرار 4تصادفی با طرح کاملاً

ي پهنک برگ، دمبرگ و سه نوع ریزنمونه. آزمایشگاه اجرا شد
گرم بر لیترمیلیA)5/0ي رأسی، دو محیط کشت جوانه

1(B) وBAهورمون گرم بر لیترمیلی1وkinetinهورمون 
گرم بر لیتریمیل5/0وkinetinهورمون گرم بر لیتر میلی

و(SBSI-04) و دو لاین چغندرقند BAهورمون 
(SBSI-02ها به ریزنمونه. فاکتورهاي این آزمایش بودند

سپس . مدت شش هفته و هر دو هفته یک بار واکشت شدند
. هاي تولیدي شمارش و مورد مقایسه قرار گرفتندتعداد جوانه

توزیع آزمون بررسی هاي تولیدي پس از صفت تعداد جوانه
مورد MSTATCافزار (تبدیل لگاریتمی) با نرمها نرمال داده

در صورت وجود ها میانگین.تجزیه و تحلیل قرار گرفت
اي دار بین تیمارها از روش آزمون چند دامنهاختلاف معنی

.دار مربوط با هم مقایسه شدنددانکن در سطوح معنی

نتایج و بحث
سلول از دستاوردهاي هاي کشت بافت و استفاده از روش

-خصوص گیاهچهتولید گیاهچه، به).38ت (بیوتکنولوژي اس
در چغندرقند با چالش هاي تراریخت پس از عمل تراریزش

ها در هر دو محیط کشت بافت ریزنمونهکشت. مواجه است
ها براي انجام توان از آنهایی شد که میمنجر به ظهور جوانه

خت با استفاده از اگروباکتریوم و تراریزش و تولید گیاهان تراری
نتایج تجزیه واریانس . )1یا تفنگ ژنی استفاده کرد (شکل 

هاي حاصل از شمارش، درصد تولید جوانه را نشان داد که داده
لاین روي درصد نوع ریزنمونه، لاین و اثر متقابل ریزنمونه

همانطور که . )1گردید (جدول(P0.01)دار زنی معنیجوانه
ساده، دو جانبه و سه شود، سایر اثراتملاحظه می1ول در جد

. دار نشدندجانبه معنی
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ي دمبرگ. ي تشکیل شده روي ریزنمونهجوانه(A)هاي رشد. یمار هورمونتاعمالازپسمختلفهايریزنمونهرويجوانهتولید-1شکل
(B)وهاي رأسیتشکیل جوانه از جوانه) (Cدهندنشان میشده راتولیدهايها جوانهپیکان،تولید جوانه روي پهنک برگ .

Figure 1. Shoot formation on different explants after being treated with phytohormones. (A) Petiole (B) Shoot apex
and (C) Leaf blade. Arow heads show regenerated new shoots

هاریزنمونهباززاییصفتواریانستجزیه- 1جدول
Table 1. Analysis of variance for plantlet regeneration in sugar beet plants

میانگین مربعات ي آزاديدرجه منبع تغییرات
**58/30 2 ریزنمونه

ns08/0 1 محیط
ns58/0 2 ریزنمونهمحیط
**33/8 1 لاین
**08/2 2 ریزنمونهلاین
ns007/0 1 محیطلاین

ns25/0 2 ریزنمونهلاینمحیط
18/0 36 خطا

47
14

کل
CV

nsدرصد1دار در سطح دار و معنیترتیب غیر معنی: به**و

لایني میانگین اثر متقابل ریزنمونهمقایسه- 2جدول 
Table 2. Mean analysis of line × explant

میانگین لاین ونهریزنم
a9 SBSI -02 ي رأسیجوانه
a9 SBSI -04
a5/8 SBSI -04 پهنک برگ
b25/7 SBSI -02
b87/6 SBSI -04 دمبرگ
c62/5 SBSI -02

. ندارندهمباداريمعنیاختلافمشتركحروفدارايهايمیانگین

لاین به کمک ي میانگین اثر متقابل ریزنمونهایسهمق
.P0)آزمون دانکن . آورده شده است2در جدول (01

ي ي جوانهشود، ریزنمونهملاحظه می2همانطور که در جدول 
SBSI-04ي پهنک لاین رأسی در هر دو لاین با ریزنمونه

. داري از نظر درصد تولید جوانه با هم ندارندتفاوت معنی
دمبرگ يبا ریزنمونهSBSI-02ي پهنک لاینریزنمونه

.(P0.05)هم ندارندداري باعنیتفاوت مSBSI-04لاین
با تولید کمترین SBSI-02ي دمبرگ لاین همچنین ریزنمونه

داري ها اختلاف معنیدرصد تولید جوانه با سایر ریزنمونه
(P0.01)ي ي جوانهریزنمونه2با توجه به نتایج جدول . دارد

رأسی صرف نظر از نوع لاین در دو محیط بهترین درصد 
. ا نشان دادزنی رجوانه

ي حاضر با تحقیقات میکامی و ي نتایج مطالعهمقایسه
مبنی بر کشت مریستم انتهایی گیاه در محیط )31(همکاران 

درصد48تولید ،BAهورمونبر لیترگرممیلی25/2حاوي 
علاوه بر Kinetinبا افزودن هورمون . دهدجوانه نشان می

BA،چنین بر اساس نتایج هم.زایی افزایش یافتمیزان جوانه
ي رویشی حاصل از کشت ) جوانه37نوروزي و همکاران (

BAر لیتر هورمون دگرم میلی1دمبرگ در ترکیب هورمونی 
از حالت طبیعی داشته و اکثراNAAًگرم در لیتر میلی1و 

ه ي نزدیک به مریستم رأسی ظاهر شدنواحی برش یافته
هاي با قابلیت ي سلولرسد این منطقه دارابه نظر می. بودند

همچنین . بازگشت به حالت مریستمی و باززایی بیشتري باشد
ي کنندهنتایج این محققان نشان داد که هورمون تعیین

هاي متفاوتی به همراه غلظتBAزنی از برگ، هورمون جوانه
طور عمده روي هاي رویشی بهباشد و جوانهمیNAAاز 

دیک به محل اتصال دمبرگ سطح فوقانی برگ و در نواحی نز
ي حاضر نیز وجود هورموندر مطالعه. به پهنک تولید شده بود

BAهاي رویشی بر در هر دو محیط کشت باعث تولید جوانه
روي سطح فوقانی برگ و در نواحی نزدیک به محل اتصال 

این مطالعه نتایج . گردیدي برگ دمبرگ به پهنک ریزنمونه
مایز کمتر، پتانسیل بیشتري براي هاي با تبافتنشان داد که 

یر ظنهایی توان با استفاده از سیتوکینینباززایی دارند و می
BAژانگ و همکاران. یند تمایز بافتی را تحریک نمودآفر

هاي دمبرگ دو رقم چغندرقند ) گزارش دادند که ریزنمونه48(
BAPاز هورمون گرم بر لیتر میلی. /5پس از اعمال تیمار
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که خه را نشان داد، این در حالی استباززایی شابیشترین
باززایی کمی را نشان Kinetinهاي تیمار شده با ریزنمونه

ي حاضر با نتایج آزمایش دلیل اختلاف نتایج مطالعه. دادند
ي رأسی توانایی بالاتر جوانهدرتوان ژانگ و همکاران را می

قادیر ز ماستفاده ا. هاي جدید جستجو کرددر تولید جوانه
ي از جمله کینتین در مطالعهگروه سیتوکینینهايهورمون

همسو با . ها مؤثر باشدتواند در القاي تولید جوانهحاضر می
ترین درصد بالانیز )4(همکارنوبخیتنتایج این مطالعه 

جوانه بدست يي پایهاز کشت ریزنمونهزایی مستقیم رااندام
به محیط هاي اضافه شدهکنندهمتنظینوع جه به با تو. آوردند

NAAدر ترکیب با (BA , Kinetin)کشت، سیتوکینین
ي ي جوانهروي باززایی مستقیم از ریزنمونهرا بیشترین اثر 

گرم بر لیتر میلی5/0يمحیط حاودر) درصد93رأسی (
نشان NAAهورمون گرم بر لیترمیلی5/0و BAهورمون

ي باززایی مربوط به ریزنمونهدر آزمایش حاضر بیشترین. داد
جا که از آن. بودBوAي رأسی و در هر دو محیط جوانه

این ها نقش مهمی در القاء ساقه دارند، احتمالاًسیتوکینین
شده باززایی مستقیم سببها بدون نیاز به اکسینموضوع 

بهباززایی شاخه از دمبرگ دهد کهمطالعات نشان می. است
نتایج این مطالعه درستی این . )34است (هوابستنوع ژنوتیپ 

روي میزان تولید جوانه نوع ریزنمونهنتیجه را نشان داد زیرا
ي که براي تولید گیاهچهثابت نمودداري داشت و تأثیر معنی

ي رأسی کاراییجوانهها،ه از آنجدید و در نتیجه استفاد
ه نشان داد ک)24(نتایج خادمی و نظریان . بیشتري دارد

SBSI-02و SBSI-04هاي بیشترین جوانه تولیدي در لاین
5/1وگرم بر لیتر میلی2سطوح هورمونیبه ترتیب در

همچنین از . ) تولید شدندBA(از بنزیل آدنینگرم بر لیترمیلی

در SBSI-04تعداد جوانه به برگ، لایننسبت نظر صفت 
در SBSI-02و در مرتبه بعدي لاین گرم بر لیتر میلی2سطح
ها را جوانهیشترینبBAهورمونگرم بر لیترمیلی5/1سطح

بیشترین قابلیت SBSI-04به طور کلی لاین . تولید نمودند
حال، این نتایج در با این . القاء جوانه بر روي برگ را نشان داد

. ستابا نتایج قبلی ماتضاد 
زنیبیشترین درصد جوانهنتایج این مطالعه نشان داد که

پس از آن مربوط به ،ي رأسیي جوانهمربوط به ریزنمونه
زنی پهنک این اختلاف نتایج بین جوانه. پهنک و دمبرگ است

توان به ترکیب محیط کشت و وجود اکسین دمبرگ را میو
. دانستمرتبط هابرخی از ریزنمونهدر ذاتی 

طور کلی مقایسه نتایج این مطالعه با تحقیقات دیگر به
ها به نوع دهد که درصد باززایی و تولید جوانهنشان می

یکی دیگر از . ریزنمونه، ژنوتیپ و محیط کشت بستگی دارد
زایی، شرایط گذار بر موفقیت تولید گیاهچه و بازعوامل تأثیر

العمل عکسهاي جوانتر طوري که بافتفیزیکی گیاه است، به 
دهندمینشاناز خودترهاي مسنري در مقایسه با بافتبهت

نتایج حاصل از این ). 41،40،33،28،22،17،16،15،5،46(
هاي برگ حاوي پایه جوانه نشان داد که از ریزنمونهتحقیق

دلیل این. توان براي انجام تراریزش چغندرقند استفاده کردمی
قابل دگی تهیه، منبعهایی چون ساتواند مزیتامر می

زمان لازم می با قابلیت باززایی بالا، کاهشدسترسی و دائ
به حداقلها به دلیل باززایی مستقیم و نیزبراي باززایی جوانه

رسیدن تنوع سوماکلونی به دلیل نداشتن فاز کالوس و نیز
با این حال، این احتمال هم .جوان بودن این ریزنمونه برشمرد

باشد ها در این مورد حائز اهمیت تعادل هورمونوجود دارد که 
)39.(
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Comparative Study of two Different Cytokinins on Direct Regeneration of
Different Sugar beet Explants in Tissue Culture Condition

Mitra Zamanifar1, Farhad Nazarian Firouzabadi2 and Ahmad Ismaili3

Abstract
Molecular genetic techniques hold great promise to battle various plant biotic and abiotic

stresses. Sugar beet (Beta vulgaris L.) is an important recalcitrant crop plants in terms of
applying genetic engineering techniques, especially transformation. In an attempt to investigate
and optimize sugar beet tissue culture for plant transformation, a 322 factorial experiment in
a completely randomized design with 4 replicates and 10 explants each, was performed in the
laboratory. The factors were three types of explants including, Lamina, petiole and shoot base
buds, two types of media, namely A (Kinetin 1mgL-1, BA 0. 5mgL-1) and B (Kinetin 0. 5mgL-1,
BA 1mgL-1) and two sugar beet (SBSI-04 and SBSI-02) lines. Results of analysis of variance on
percentage of germination showed that the effect of type of explant, line and explant  line
interaction were highly significant (P0. 01). Duncan’s multiple-range test (P0. 01), was used
to compare the mean values. Result of mean analysis showed that there was no significant
difference between shoot base buds of both line with that of SBSI-04 lamina. Furthermore, there
was no significant (P0. 05) difference between lamina from SBSI-04 and that of SBSI-02 line.
Lamina explants from SBSI-04 showed the lowest percentage of shoot base buds production in
comparison to other explants.
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